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RESUMO

O soro de leite € o subproduto principal da inddstria laticinia. Devido ao seu
elevado poder poluente e a dificuldade de sua eliminacdo, as empresas estdo buscando
alternativas para o reaproveitamento dos componentes do soro, principalmente das

proteinas e da lactose.

A lactose é um dissacarideo que pode ser hidrolisado através dos métodos &cido ou
enzimatico, fornecendo como produtos glicose e galactose. No processo enzimatico é
utilizada B-D-galactosidase, que pode ser extraida de plantas, animais, fungos, bacterias e

leveduras.

Neste trabalho, a lactose presente no permeado do soro de leite foi hidrolisada em
um reator a membrana utilizando-se lactase (B-D-galactosidase) Kluyveromyces lactis
Maxilact® L-5000. O grau de hidrélise foi determinado para diversas condicdes
operacionais de temperatura (30, 35, 40, 45 e 50 °C), pH (4, 5, 6 e 7) e concentracdo de
enzima (400, 1250 e 2000 mg.L™). Foram obtidas conversdes entre 90 e 100% para
temperaturas entre 30 e 40 °C, pH 6 e concentracéo de enzima de 1250 mg.L™.

A hidrolise foi realizada em um reator utilizando uma membrana de PVDF-DMF
com alta porosidade que permitiu a passagem de compostos com baixa massa molecular,
como a glicose, galactose e lactose, e impediu a permeacdo das enzimas, moléculas com

alta massa molecular.

A possibilidade da interacdo entre a enzima e a membrana foi verificada atraves das
analises de FTIR — Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier e MEV — Microscopia Eletrénica de Varredura, realizadas na

membrana nova e apos sua utilizagdo na célula de ultrafiltracéo.



Resumo

Ensaios foram realizados para comparar a hidrélise da lactose do soro de leite
utilizando dois modelos de reator: reator operado em batelada e reator a membrana. As
condic¢des operacionais nos dois experimentos foram as mesmas, temperatura de 40 °C, pH
6 e concentracdo de enzima de 1250 mg.L™. O reator a membrana mostrou-se mais
eficiente, convertendo 92% da lactose em glicose e galactose, contra 82% do reator

operado em batelada.
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ABSTRACT

Cheese whey is a major byproduct of the dairy industry. Due to its high pollutant
content and the difficulty usually associated with its elimination, there is the need for
finding alternative solutions to the problem, and industry is looking at recovering processes

of whey components, particular for proteins and lactose.

Lactose is a disaccharide that can be hydrolyzed by acid or enzymatic methods,
producing mainly glucose and galactose. In the enzymatic process, -D-galactosidase
extracted from different sources is used. It can be found in plants, animals, fungi, bacteria

and yeasts.

In this work, lactose present in the cheese whey permeate was hydrolyzed in a
membrane reactor using the commercial lactase (B-D-galactosidase) Kluyveromyces lactis
Maxilact® L-5000. The degree of hydrolysis was determined for several operating
conditions of temperature (30, 35, 40, 45 and 50 °C), pH (4, 5, 6 and 7), and enzyme
concentration (400, 1250 and 2000 mg.L™). Conversions from about 90 to 100% were
obtained at temperatures of 30 to 40 °C, pH 6, and 1250 mg.L™ enzyme concentration.

Hydrolysis was carried out in a reactor with a PVDF-DMF high porosity
membrane which allowed the permeation of low molecular weight compounds such as
glucose, galactose and lactose, but retained the enzyme and other high molecular weight

materials.

The possible interaction between the enzyme and the membrane was investigated
by FTIR and scanning electron microscopy analyses, with tests made for the new and used

membranes.



Abstract

Assays were carried out to compare the lactose hydrolysis of cheese whey using
two reactor models: batch reactor and membrane reactor. The same operational conditions,
i.e., temperature of 40 °C, pH 6 and enzyme concentration of 1250 mg.L™ were used in
both experiments. The membrane reactor was more efficient, converting 92% of the lactose
to glucose and galactose, compared to 82% for the batch reactor.

Xiii



Capitulo 1

INTRODUCAO

Com a expansdo do consumo mundial de leite, queijos e derivados nos Gltimos
anos, a producdo de soro, um dos principais subprodutos da industria laticinia, aumentou
consideravelmente. Devido ao elevado valor nutritivo e a sua importancia comercial,
diversos estudos tém sido realizados para a separacdo e recuperacdo das proteinas,

carboidratos, vitaminas e sais minerais presentes no mesmo.

O soro pode ter basicamente trés destinos principais. O primeiro é o processamento
até produtos diversos, incluindo iogurtes, sorvetes, bebidas lacteas e carbonatadas, e
alimentos infantis; o segundo ¢ a utilizacdo diretamente na alimentagdo animal, e o terceiro
destino é o seu tratamento para posterior despejo no esgoto, devido ao seu elevado poder
poluente (BRANDAO, 1994).

Para a separacdo dos componentes do soro, uma das mais promissoras técnicas € a
ultrafiltracdo com membranas poliméricas. A ultrafiltragdo vem sendo utilizada nas
indUstrias alimenticias, principalmente na clarificacdo de sucos de frutas, cerveja e vinhos e
na concentracdo de produtos lacteos, aonde vem sendo bastante utilizada na recuperacéo
das proteinas do soro que, depois de concentradas, sdo utilizadas em dezenas de produtos
alimenticios na forma liquida ou desidratada (OLIVEIRA, 2000; PETRUS, 1997).

A lactose é um dissacarideo que, apesar de ser o solido mais abundante encontrado
no soro, é pouco utilizado na industria alimenticia devido ao seu baixo poder adogante e
baixa solubilidade. Além disso, uma parcela da populacéo sofre de intolerancia a lactose, o
que diminui a sua absorcdo pelo organismo, causando enjoos e mal estar. Para resolver
estes problemas, a lactose pode ser hidrolisada em glicose e galactose, aglUcares com

melhores propriedades fisicas, quimicas e nutricionais.



Introdugdo

Para a quebra da lactose, dois métodos tém sido utilizados: a hidrolise acida
(homogénea ou heterogénea) e a hidrdlise enzimatica (enzimas na forma livre,
imobilizadas em suportes ou recuperadas). A hidrdlise acida requer condicdes de operacdo
extremamente rigorosas, como elevadas temperaturas e pH acido, formando diversos
subprodutos que deverao ser purificados. A hidrélise enzimética ocorre em condi¢bes mais
brandas, tanto de temperatura como pH, mas requer a utilizacdo de uma etapa posterior

para a separacdo dos produtos formados.

Diversos processos foram desenvolvidos para a hidrolise enzimética da lactose. A
utilizacdo de reatores em batelada tem sido pouco explorada, apesar do alto grau de
hidrélise obtido, devido & inativagdo das enzimas no final do processo. J& a imobilizagdo
da enzima em reatores de leito fixo, leito fluidizado e suas variantes tem sido amplamente
empregada, pois permite a utilizacdo das enzimas em modo continuo. Diversos suportes,
técnicas de imobilizacdo da enzima ao suporte e tipos de reatores com caracteristicas

préprias para a hidrolise da lactose tém sido estudados.

Especial atencdo vem sendo dada a utilizacdo da ultrafiltracdo em reatores a
membrana com a enzima na forma sollvel para a hidrélise da lactose. A utilizagdo destes
reatores é uma tecnologia recente e ainda pouco estudada. A principal vantagem ¢ a
separacao continua dos produtos, que permeiam a membrana, dos reagentes e enzimas que,

devido a sua elevada massa molecular, ficam retidas no reator.

A hidrolise pode ser influenciada por diversos fatores, entre eles podemos destacar
as condicOes operacionais, como temperatura, pH e pressdo, e a concentracao de reagentes
e produtos, que podem inibir a atividade da enzima. Diversos modelos cinéticos foram
desenvolvidos para o estudo da hidrélise enzimatica, sendo o mais utilizado a equacgédo de

Michaelis-Menten com inibi¢do competitiva pelo produto.

Na hidrolise enzimatica da lactose utiliza-se a enzima lactase (B-galactosidase).
Esta enzima pode ser extraida de diversas fontes como animais, fungos, bactérias,
leveduras e vegetais, como broto de alfafa, péssego e rosas selvagens. Porém, nem todas as
lactases podem ser utilizadas. Enzimas extraidas de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e
Saccharomyces sp (lactis ou fragilis) sdo consideradas seguras, devido ao histdrico de suas
aplicacdes e aos numerosos estudos realizados (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).



Introdugdo

Neste trabalho, ensaios de hidrolise enzimatica da lactose foram realizados em um
reator a membrana utilizando como substrato o soro de leite. A hidrdlise foi realizada em
uma célula de ultrafiltracdo com a enzima na forma sollvel. A enzima B-galactosidase
Kluyveromyces lactis Maxilact® L-5000 foi utilizada em diversas condicdes operacionais
de temperatura, pH e concentracdo, determinando-se o grau de hidrdlise para cada
condigdo. A conversdo da lactose também foi realizada em um reator em batelada,

comparando-se a eficiéncia do mesmo em relagéo ao reator a membrana.



Capitulo 2

OBJETIVOS

O desenvolvimento deste trabalho consistiu em estudar a hidrolise enzimatica da
lactose do soro de leite em um reator a membrana utilizando a enzima lactase (B-D-

galactosidase) Kluyveromyces lactis Maxilact® L-5000. Os objetivos principais foram:

1. Obter os parametros 6timos para a realizacdo da hidrolise enzimatica da lactose
em um reator a membrana utilizando a ultrafiltracdo tangencial para separagdo

dos produtos glicose e galactose.

2. Analisar a influéncia de parametros como temperatura, pH e concentracdo de

enzima na conversao da lactose em glicose e galactose.

3. Comparar o grau de hidrdlise obtido na realizacdo da hidrolise da lactose em um
reator a membrana e um reator em batelada sob as mesmas condi¢bes

operacionais.

4. ldentificar a ocorréncia de interacdo entre o polimero constituinte da membrana

e a enzima utilizada nos ensaios de hidroélise.

E importante salientar que a disponibilidade desses dados é imprescindivel para
futuros esforgos de pesquisa e desenvolvimento na area de reatores a membrana e
separacdo por ultrafiltracdo. Com efeito, como 0s parametros variam muito, mesmo para
uma Unica enzima, em funcdo de sua origem e condi¢Bes operacionais, ndo se pode

simplesmente utilizar dados da literatura como parametros de referéncia.



Objetivos

Este trabalho visa, sobretudo, colaborar para a obtencdo desses dados,
estabelecendo parametros de referéncia com os quais se podera no futuro comparar outros
experimentos para a avaliacdo de novos materiais (membranas, outras enzimas, etc.), novas

concepgdes de reatores a membrana, e enzimas produzidas em laboratério.

Pode-se dizer, portanto, que embora os resultados aqui alcancados possam ser
fenomenologicamente preditos, os dados aqui gerados constituem um valioso recurso para
a exploracdo de novas alternativas no importante processo de degradacdo enzimatica da

lactose.



Capitulo 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Soro de leite

O soro de leite é um subproduto da industria de laticinios, resultante,
principalmente, da producdo de queijo. E um liquido quase opaco e de cor tendendo ao
verde, que contém proteinas de alto valor nutritivo, aproximadamente metade dos solidos
do leite, muitos com significativo valor nutricional, e apresenta boas propriedades
funcionais (MAWSON, 1994; ZADOW, 1986).

O soro pode ser definido como a porgao aquosa que se separa do coagulo durante a
fabricacdo convencional do queijo ou manufatura da caseina. Consiste em
aproximadamente 85 a 90% do volume do leite usado para a transformagdo em queijo e
retem cerca de 55% dos nutrientes do leite (MIZUBUTI, 1994).

ZALL (1984) define o soro como o fluido obtido pela separagdo do coagulo do leite
integral, creme ou leite desengordurado. O soro é um diluente liquido que contém lactose,
proteinas, minerais e tragos de gordura e contém aproximadamente 6% de sélidos totais,

dos quais 70% ou mais € lactose e 0,7% é proteina.

Segundo ZALL" (1992 apud FODA e LOPEZ-LEIVA, 2000), a producdo mundial
anual de soro € de aproximadamente 130 milhdes de toneladas por ano, com a producéo de

gueijo aumentando anualmente a uma taxa de 3%.

1 ZAAL, R.R. Sources and Composition of Whey and Permeate. In: Zadow JG, editor. Whey and Lactose

Processing. London: Elsevier Applied Science, 1992.



Revisdo Bibliografica

De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ), o Brasil
produz um total aproximado de 900 mil toneladas por ano de queijo (RUBEZ, 1998).
Levando em consideracdo que o soro representa 90% do volume de leite gasto para
produzir 1 kg de queijo, pode-se deduzir que sdo gerados, em média, aproximadamente 7,2
milhdes de toneladas anuais de soro.

A composicdo do soro depende ndo somente do tipo de produto elaborado (queijo,
caseina), mas também do sistema de membranas utilizado, sua configuracao, condi¢fes de
operacéo e do total de sélidos do processado (ZADOW, 1984).

Na Tabela 3.1 € apresentada a composicao média do soro lateo.

Tabela 3.1 — Composicao média dos principais componentes do soro lacteo.

Componente Teor (%)
Agua 93,4
Lactose 4,60
Proteina 0,70
Cinzas 0,65
Célcio 0,10
Faésforo 0,08
Gordura 0,05
Outros 0,42

Fonte: Modificado de MIZUBUTI, 1994.

Através de varios processos, 0 soro pode ser seco e utilizado como alimento animal
ou aditivo alimentar, ou pode ser convertido em produtos quimicos, combustiveis e outros
produtos através da fermentacdo. Um dos maiores obstaculos da utilizagcdo do soro € a
grande quantidade de lactose presente, a qual contribui para sua baixa solubilidade, baixo
poder adogante e sua pobre digestibilidade quando utilizado como alimento. A lactose
também é pouco fermentavel quando comparada a outros acucares (YANG e OKOS,
1989).
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O soro pode ter basicamente trés destinos principais. O primeiro € o0 seu
processamento até produtos diversos, incluindo soro em pd, bebida lactea, ricota,
concentrado protéico, formulacdes de alimentos infantis, iogurte, doce de leite, alimentos
dietéticos, sopas, molhos, produtos de panificagdo, confeitarias, sorvetes e bebidas, molhos
de carne e salsichas, entre outros (Tabela 3.2). O segundo seria 0 seu uso na alimentacéo
animal, podendo ser utilizado na forma liquida, condensada, seca ou como produtos de
soro seco. Finalmente, o terceiro destino seria 0 seu tratamento para posterior despejo no
esgoto (BRANDAO, 1994; MATHUR e SHAHANI, 1979).

Tabela 3.2 — Algumas possibilidades de aproveitamento de soros lacteos.

e Bebidas carbonatadas e fermentadas

e Bebidas energéticas

e Producdo de biscoitos, alimentos lacteos em p6

e Precipitados de albuminas e globulinas como aditivos alimentares

e Preparados de albuminas utilizados como suplemento de valor nutritivo de alguns
elementos

e Preparados cosméticos e farmacéuticos

e Fabricacdo de alcool

e Producdo de lactose

e Fabricacédo de queijo de soro, Ziger, Urda, Ricotta, etc

e Fabricacdo de acido lactico para a industria farmacéutica ou alimenticia

e Meio de fermentagdo para a fabricacéo de antibidticos, combustiveis (metano)

e Biomassa para a producéo de alimentos

Fonte: Modificado de OLIVEIRA, 2000.

O soro de leite é utilizado na alimentacdo animal e humana ha milénios, sendo que
seu uso foi mais intensificado apos a 22 Guerra Mundial. Porém, estima-se que apenas 50%
do total de soro produzido ¢ aproveitado, retornando a alimentacdo animal ou humana, bem

como para producdo de medicamentos e outros produtos (MIZUBUTI, 1994).
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Na alimentacdo humana o soro pode ser utilizado na forma liquida, condensada ou
em po, sendo que a forma em pd é geralmente preferida por apresentar maior tempo de
armazenamento, podendo ser modificado e/ou misturado com outros produtos servindo a
propositos especificos (MATHUR e SHAHANI, 1979).

O soro pode ser utilizado de diferentes formas: soro fresco, pasteurizado ou néo;
soro condensado, contendo de 35 a 60% de sélidos, soro condensado adocicado, contendo
38% de solidos e 38% de acucares; soro seco e, finalmente, pode-se utilizar os

componentes individuais do soro, como a lactose e proteinas (GILLIES, 1974).

O fracionamento do soro em lactose e proteinas do leite representa um expediente
que permite a utilizacdo dos constituintes de maior importancia comercial presentes no
soro de leite. A lactose tem varias propriedades funcionais Uteis que tornam sua aplicacao

desejavel em industrias alimenticias e farmacéuticas (MATHUR et al., 1980).

A quantidade de proteinas encontradas no soro corresponde a 0,7% da sua
composi¢do média e equivale a cerca de 20 a 25% do total de proteinas encontradas no
leite (MIZUBUTI, 1994).

O soro é geralmente utilizado devido as suas proteinas como suplemento para racao
animal e, mais recentemente, devido as suas propriedades funcionais e nutricionais, em
alimentos processados (MAWSON, 1994).

O maior desenvolvimento de tecnologias de separacdo solido-liquido tem sido
utilizado pelas industrias de laticinios para a recuperacéo das proteinas. Entre estas técnicas
podemos citar a filtracdo em gel, a adsorcdo em suporte insolUvel, a precipitacdo pelo
calor, a precipitacdo por agentes complexantes e a ultrafiltragdo com membrana
(MIZUBUTI, 1994; MATTHEWS, 1984).

As proteinas do soro, devido ao seu alto valor nutricional, estdo sendo utilizadas em
diversos produtos, como leite desproteinizado, queijos, ricota e bebidas lacteas, conferindo
aos mesmos boas propriedades funcionais, nutricionais e aromaticas (BRANDAO, 1994;
MATTHEWS, 1984).
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Além de utilizar o soro diretamente na alimentagdo humana e animal, outra
alternativa é utilizar o soro como substrato para a producdo de proteinas unicelulares por
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus ou para a producéo de biomassa de
cogumelos comestiveis, como, por exemplo, Pleorotus ostreatus e Lentinula edodes, que
podem ser utilizados como fonte de alimento ou ragéo animal (RABELLO, 1997; CRUZ,
1997; BARINOTTO, 1995).

Um dos principais problemas do soro € seu alto poder poluente. A maior parte
produzida € enviada a estacdo de tratamento de efluentes ou, muitas vezes, despejada
diretamente em rios ou sobre o solo. A carga poluente, representada pela Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), varia de 32000 a 60000 mg.L™, dependendo do processo
de fabricacdo do queijo (BRANDAO, 1994; MARWAHA e KENNEDY, 1988; DEMOTT
etal., 1981).

Uma das vérias alternativas para diminuir a carga poluente do soro é utilizar
microrganismos, como Kluyveromyces sp, para a conversdo da lactose em biomassa ou,
através da fermentacéo do soro, em etanol (PONSANO e CASTRO-GOMEZ, 1995).

A fermentagdo do soro, dependendo dos microrganismos utilizados, pode produzir
diversos compostos diferentes, dependendo da disponibilidade de um processo seguro para
converter a lactose na substancia desejada e da sua viabilidade econdmica. Dentre as
substancias possiveis de serem produzidas encontram-se a proteina “single-cell”
(biomassa), o é&cido latico, o alcool etilico, a riboflavina (vitamina B;), metano,
antibioticos, bebidas lacteas fermentadas, entre outras (BRANDAO, 1994).

Diversos processos tém sido desenvolvidos para a diminuicdo do poder poluente do

residuo da producdo de queijo, através do tratamento do soro ou da lactose.

HOBMAN (1984) relatou estudos que utilizaram o soro integral ou ultrafiltrado na
manufatura de produtos fermentados, como alcodis, solventes (etanol, cetona, butanol),
acidos e derivados, enzimas, leveduras de panificacdo, gomas, vitaminas, aminoacidos e

proteinas unicelulares (biomassa).

10



Revisdo Bibliografica

BARFORD e colaboradores (1986) utilizaram digestores semicontinuos para
promover a digestdo anaerobia do soro, com a adicdo de floculantes quimicos, obtendo

uma eficiéncia na remocao de DQO na ordem de 99%.

KISAALITA e colaboradores (1987 e 1989) estudaram a conversdo da lactose em
acidos organicos em escala laboratorial em um fermentador agitado, determinando o0s
parametros cinéticos 6timos para esta conversdo. A fermentacdo formou principalmente

acido acético e butirico.

YANG e colaboradores (1988) investigaram a geracdo de metano através da
fermentacdo da lactose proveniente do soro de leite em p6. Uma cultura mista de bactérias
homolaticas, homoacéticas e metanogénicas, a temperatura mesofilica (35 — 37 °C) e pH
em torno de 7,0 foi utilizada, obtendo uma boa conversdo de lactose em metano (5,3 mol

metano/mol de lactose). O biogas pode ser utilizado no processo como fonte de energia.

3.2 - Lactose

A lactose (4-O-(B-D-galactopiranosil)-D-glicose) ou “aclcar do leite”, como €
comumente conhecido, é o carboidrato caracteristico do leite de vaca, sendo que no leite
cru ele é responsavel por 40% do total de solidos. A lactose € o composto sélido em maior
guantidade no leite desnatado, aproximadamente 50%, e no soro em torno de 70 a 80%
(HOBMAN, 1984).

Este acucar é encontrado no leite de todos os mamiferos, em diferentes teores e é
responsavel pelo seu sabor levemente adocicado. Outras fontes de origem séo raras, sendo
0 Unico dos agucares comuns nao encontrado em plantas. Fisiologicamente a lactose € uma
substancia energética e seus monossacarideos entram na constituicdo de cerebrosidios,
abundante na massa cerebral e mielina nervosa (BEHMER, 1991; ESKIN, 1990).

No organismo humano, a lactose age como uma promotora na absorgao e retencéo

de célcio no intestino e absorcdo de magnésio e manganés (MANAN et al., 1999).

11
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Este dissacarideo, devido a sua baixa solubilidade, seu fraco poder adocante
(Tabela 3.3) e sua incapacidade de ser fermentado por diversos microrganismos, tem sua
utilizacdo limitada tanto em nivel alimentar quanto industrial, além de existirem casos
estatisticamente ndo negligenciaveis de sua intolerancia ou de sua mé absor¢do (PETRUS,
1990).

Tabela 3.3 — Poder adogante relativo de acUcares.

Acucar Poder adogante relativo
D-Frutose 173
Sucrose 100
D-Glicose 74
D-Galactose 32
Lactose 16

Fonte: Modificado de ZADOW, 1984.

Uma das desvantagens da lactose € a de ndo ser facilmente digerida por uma parte
da populacdo humana. No intestino humano, a lactose € geralmente hidrolisada pela
enzima lactase, sendo absorvida como glicose e galactose. Porém, esta enzima ndo esta
presente em todas as pessoas, de modo que a ingestdo de lactose pode levar a fermentacéo
da mesma, gerando distensdes, desconfortos e, em alguns casos, diarréias. A administracao
oral de lactase tem sido utilizada, mas nem sempre obtendo resultados satisfatorios,
ocorrendo algumas vezes reacdes alérgicas (BODALO et al., 1991; ZADOW, 1984).

A hidrdlise enzimatica da lactose, formando glicose e galactose, com a recuperacéo
simultanea de proteinas, tem se mostrado um dos métodos mais promissores para remover

a lactose do leite e de seus sub-produtos, como o soro (BODALO et al., 1991).

Por suas propriedades quimicas, fisicas e funcionais, € da maior importancia a
manufatura e utilizacdo da lactose em produtos derivados da industria de laticinios. A
lactose € comumente utilizada em alimentos para bebés e na industria farmacéutica, onde
sua capacidade de ser moldada em tabletes e pilulas é importante. Além disso, a
transformacéo da lactose tem sido frequentemente considerada como um meio de superar

o0s problemas gerados no descarte do soro da industria laticinia (ZADOW, 1984).

12
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A obtencdo da lactose a partir do soro € feita envolvendo tipicamente a remocéo de
proteinas (por coagulacdo ou ultrafiltracdo), a evaporacéo sob vacuo, a refiltracdo seguida
de mais evaporacdo, a inducdo a cristalizacdo por semeadura, a centrifugacao para remocao
dos cristais e a secagem até p6 em secador de leito fluidizado. Em geral, aproximadamente
50% da lactose é recuperada, enquanto que o liquido resultante pode ser vendido como
soro em po6 deslactosado (BRANDAO, 1994; ZADOW, 1984).

O soro sem solubilizagdo quimica da proteina é concentrado e resfriado para efetuar
a cristalizacdo da lactose, que € separada por filtracdo. Finalmente, recebe ar seco para
formar a lactose bruta. A lactose bruta é refinada, descolorada e filtrada, apresentando o
produto final alto grau de pureza (GILLIES, 1974).

Muitas aplicacdes podem ser propostas para a utilizacdo da lactose, principalmente
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas em relacdo a outros agucares. Na industria de
alimentos pode ser utilizada na preparacdo de condimentos, de produtos para confeitarias,

padarias e para uso como xarope (ZADOW, 1984).

Para ser transformada em lactose grau farmacéutico, a lactose em p6 é concentrada
e parcialmente acidificada. Este concentrado devera ser tratado com carvao para a remogao
de corantes, filtrado e, ap6s passar por um cristalizador evaporativo, seco e moido. Para a
producdo da lactose farmacéutica sdo importantes a coloracdo da solugdo, o teor de
proteinas, metais pesados, calcio, sulfato, cloretos e a presenca de microrganismos
(BRANDAO, 1994).

Segundo BRANDAO (1994), a lactose pode ser utilizada como matéria-prima para

diversos produtos, incluindo:

a) Lactosil urea, que é preparada pela condensacgdo da lactose e uréia. Ele pode ser

usado como alimento de ruminantes para a sintese de proteinas.
b) Lactitol, que é um adocante ndo-nutritivo, semelhante ao sorbitol.

c) Lactulase, que é um isémero da lactose obtido pelo tratamento do agucar do
leite em meio alcalino. A lactulase favorece o crescimento de Bifidusbacterium
bifidus na flora intestinal, sendo também recomendado no combate a

constipagéo infantil.

13
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d) Ligante: Um uso interessante da lactose em p6 € como ingrediente principal no

processamento de finos de minério de ferro, capturado em equipamentos de

controle de poluicdo, reduzindo o uso de energia gasta na formacao de “pellets”.

A molécula de lactose contém um numero de sitios ativos (ligacdes glicosidicas,

grupos redutores, grupos hidroxila livres, ligagdes carbono-carbono) que a tornam sensivel

a modificacbes enzimaticas e/ou quimicas, sendo esta uma caracteristica comum aos

carboidratos. Na Tabela 3.4 é apresentada uma variedade de processos para a modificacao

enzimatica e/ou quimica que tem sido estudados para utilizacdo na industria de alimentos

(HOBMAN, 1984).

Tabela 3.4 — Produtos obtidos por modificagdo enzimatica e/ou quimica da lactose.

Derivado

Processo

Uso potencial

Xarope hidrolisado
Lactulose
Acido lactobidnico

Lactobionamidas

Lactitol

Lactitol palmitato

Polimeros

Acido ascérbico

Hidrolise &cida ou enzimatica
Isomerizacéo
Oxidacéo

Reacéo de lactobiono-lactose
com amida

Hidrogenacéo

Esterificacdo de lactitol com
acido graxos

Polimerizagdo

Sintese

Alimentos doces
Alimentos para bebés
Uso medicinal

Agente seqUestrante
alcalino ou agente quelante

Acucar

Emulsificantes em
alimentos e detergentes

Espuma de poliuretano

Vitamina C

Fonte: HOBMAN, 1984,
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3.3 - Lactase

Lactase é o nome utilizado para a enzima -D-galactosidase ou mais formalmente
B-D-galactosidase galactohidrolase. Tipicamente a lactase catalisa a hidrélise de lactose e
arabinoses, sendo capaz ainda de catalisar a sintese de certos oligossacarideos
(RICHMOND et al., 1981).

Na Tabela 3.5 estdo possiveis fontes para a obtencdo da lactase, como plantas,
organismos animais, bactérias, enzimas intracelulares, como por exemplo leveduras, e

enzimas extracelulares, como por exemplo fungos (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

Tabela 3.5 — Possiveis fontes de obtengdo de -galactosidase.

Plantas Péssego
Améndoa
Algumas espécies de rosas selvagens

Organismos animais  Intestino
Cérebro e tecido da pele
Leveduras Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis
Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis
Candida pseudotropicalis
Bactérias  Escherichia coli

Lactobacillus bulgaricus
Bacillus sp
Streptococcus lactis

Fungos  Aspergillus foetidus
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus phoenecis

Fonte: Modificado de SHUKLA, 1975.

Diversos estudos sobre a lactase foram conduzidos, incluindo topicos como: fontes
para obtencdo da enzima, métodos de isolamento e purificacdo, técnicas de ensaio,
propriedades fisico-quimicas (tamanho, forma, desnaturagdo pelo calor, influéncia do pH),
problemas relativos a hidrdlise da lactose (bioldgicos e industriais) e disposicdo dos
residuos gerados na hidrolise (RICHMOND et al., 1981).
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As propriedades das B-galactosidases dependem da sua fonte. A lactase extraida da
Escherichia coli possuiu a maior massa molecular (520 kDa a 850 kDa), enquanto que as
de menor massa molecular sdo as extraidas de Saccharomyces fragilis (201 kDa) e
Aspergillus oryzae (90 kDa) (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

A temperatura e o pH étimos diferem de acordo com a fonte e obtencdo de cada
enzima (Tabela 3.6) e também de acordo com o método de preparacdo comercial. A
imobilizacdo das enzimas, 0 método de imobilizag&o e o tipo de suporte podem influenciar
as condicdes 6timas de operacdo (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

Tabela 3.6 — Propriedades das lactases.

Temperatura  Massa molecular

Fontes pH 6timo 6tima (°C) (kDa)
Aspergillus niger 3,0-4,0 55 -60 124
Aspergillus oryzae 5,0 50 -55 90
Kluyveromyces fragilis 6,6 37 201
Kluyveromyces lactis 6,9-7,3 35 135
Escherichia coli 7,2 40 540
Bacillus circulans 6,0 60 — 65
Bacillus sp 6,8 65
Lactobacillus bulgaricus 7,0 42 — 45
Lactobacillus thermophilus 6,2-7,1 55 - 57 530
Streptococcus thermophilus 6,5-7,5 55 500 - 600
Mucor pucillus 45-6,0 60
Thermus aquaticus 45-55 80 570

Fonte: Modificado de GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985.

Nem todas as lactases s&o aceitas ou reconhecidas como seguras para utilizagdo na
industria de alimentos. Enzimas extraidas de A. niger, A. oryzae e Saccharomyces sp (lactis
ou fragilis) sdo consideradas seguras, devido ao historico de suas aplicacbes e aos
numerosos estudos realizados (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).
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A lactase pode ser utilizada em processos com 0s mais diversos tipos de reatores,
incluindo reatores em batelada, reatores de leito empacotado, reatores de reciclo e reatores
de leito fluidizado. A atividade da enzima é afetada pela temperatura, fluxo do substrato,
material do suporte de imobilizacdo, método de imobilizacdo e componentes do substrato
(FINOCCHIARO et al., 1980).

A remocdo da lactose do leite tem sido extensamente estudada devido aos
problemas nutricionais (intolerancia a lactose) e aos interesses tecnoldgicos (solubilidade,
poder adocante e funcionalidade) envolvidos no desenvolvimento de produtos baseados na
industria laticinia (RICHMOND et al., 1981). Alguns produtos desenvolvidos com a

utilizacdo de B-galactosidase estdo apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 — Produtos desenvolvidos com a utilizagdo de -galactosidase.

Leite deslactosado

Produtos derivados de leite com baixa concentracgdo de lactose
logurtes com baixa concentracao de lactose

logurte adocicado

Concentrado para sorvete com baixa concentracdo de lactose
Xaropes alimenticios e produtos adocicados

Tratamento enzimatico com lactase durante a producao de queijo

© N o g bk~ 0w o PP

Processamento de lactose extraida de soro doce e acido

Fonte: Modificado de SHUKLA, 1975.

As enzimas comumente utilizadas para a hidrolise da lactose sdo extraidas de
leveduras como Kluyveromyces lactis, que apresenta pH 6timo entre 6 e 7 e temperatura
Otima de 35 °C, ou Kluyveromyces fragilis, com pH 6timo de 6,5 e temperatura 6tima de
40 °C. Ainda podem ser obtidas de fungos como A. niger, com pH 6étimo de 4,8 e
temperatura 6tima de 50 °C (ZADOW, 1984).
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3.4 - Hidrolise da lactose

A lactose é um dissacarideo, que ao sofrer hidrélise, forma como produtos glicose e
galactose. Os dois monossacarideos sdo unidos por uma ligacdo entre o carbono-1 da
galactose e o carbono—4 da glicose (ZADOW, 1984).

Em principio, a reacdo de hidrolise da lactose forma uma mistura isomolecular de
glicose e galactose. Na pratica, dependendo das condi¢des, a mistura isomolecular néo é
alcancada, pois a galactose pode polimerizar ou se unir a lactose para formar
oligossacarideos (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

As estruturas da lactose, galactose e glicose estdo representadas na Figura 3.1.

CH,OH CH,OH
(0] 0]
HO A H H
OH H 0 OH H
H H OH
H OH H OH
Lactose
CH,OH CH,OH
(@) (@)
HO A, OH H A H
OH H OH H
H H HO OH
H OH H OH
Galactose Glicose

Figura 3.1 — Estruturas da lactose, galactose e glicose.
Fonte: ZADOW, 1984.

A hidrolise da lactose pode ser aplicada para evitar a intolerdncia a lactose em
humanos, prevenir a cristalizacdo da lactose na producdo de sorvete, ou na producao de
produtos fermentados, como iogurte. Dependendo do nivel da hidrolise, o leite com lactose
pré-digerida terd um gosto ligeiramente mais doce. Isto é causado pelo poder adogante
mais elevado da glicose + galactose em comparacio com a lactose (OBON et al., 2000).
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O xarope produzido pela hidrélise da lactose pode ser utilizado como fonte de
acucar e, em alguns casos proteinas, em produtos de panificacdo, produtos de confeitaria,
sorvetes, sobremesas, sucos de frutas, bebidas energéticas para atletas ou base para a
producéo de alcool (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

3.4.1 - Formacéo de oligossacarideos

A lactose é o componente principal de diferentes tipos de soro (soro doce, soro
acido, soro permeado de ultrafiltracdo). Durante a hidrolise enzimatica da lactose, alem dos
principais produtos da hidrolise — glicose e galactose, quantidades consideraveis de
oligossacarideos s3o também formadas (LOPEZ-LEIVA e GUZMAN, 1995).

Oligossacarideos sdo polimeros compostos de residuos de monossacarideos unidos
por ligagcdes hemiacetalicas, neste caso denominadas liga¢Ges glicosidicas, em nimero que
variam de duas até, aproximadamente, dez unidades (BOBBIO e BOBBIO, 1989).

A fonte das enzimas, o tempo de reacdo e a concentragéo inicial de lactose tém uma
forte influéncia sobre a quantidade de oligossacarideos formados (LOPEZ-LEIVA e
GUSMAN, 1995).

Dependendo da lactase utilizada, existem grandes diferencas entre a quantidade,
tamanho e tipo dos oligossacarideos formados. A lactase obtida de Bacillus circulans
produz diversos oligossacarideos em grandes quantidades, enquanto que as extraidas de

Kluyveromyces sp produzem principalmente trissacarideos (BOON et al., 2000).

Estes oligossacarideos sdo usualmente subprodutos da hidrolise enzimatica, mas
pouca atencdo tem sido dada a este problema no planejamento de processos hidroliticos.
Isto ocorre essencialmente por duas razfes: os oligossacarideos podem ser eventualmente
hidrolisados, quando um tempo de reacdo suficientemente longo € permitido; e os métodos
necessarios para deteccdo de oligossacarideos sdo complicados e tediosos (PRENOSIL et
al., 1987a).
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A ingestdo de oligossacarideos favorece a proliferacdo de Lactobacillus bifidus no
intestino. Os efeitos fisiologicos da bifidobactéria no corpo humano vao desde a
recuperacdo da flora intestinal apds um tratamento com antibiéticos até a producdo de

vitaminas e outros compostos utilizados no trato intestinal (WIJSMAN et al., 1989).

Um ndmero de oligossacarideos compostos de diferentes monossacarideos, entre
eles os galacto-oligossacarideos, contendo de 3 a 10 moléculas de galactose e glicose, sdo
atualmente utilizados em adocantes de baixas calorias, ingredientes de produtos
alimenticios (bebidas, derivados de leite e ingredientes para panificadoras) e aditivos de
cosméticos (SHIN et al., 1998).

BURVALL e colaboradores (1979) estudaram a formacdo de oligossacarideos
durante a hidrdlise da lactose a diferentes concentracdes utilizando Saccharomyces lactis.
A anélise demonstrou que a quantidade de oligossacarideos formados aumentou com a
concentracdo inicial da lactose e alcangou um valor méximo (5-13% do peso total do

acucar) quando cerca de 65-75% da lactose foi hidrolisada.

PRENOSIL e colaboradores (1987b) utilizaram [-galactosidases extraidas de
fungos (A. niger e A. oryzae) e de leveduras (K. fragilis e K. lactis) para comparar a
producdo de oligossacarideos na hidrolise enzimatica da lactose. Os resultados obtidos
mostraram que a lactase obtida de A. oryzae é a que fornece a maior quantidade de

polissacarideos, especificamente trissacarideos e tetrassacarideos.

LOPEZ-LEIVA e GUSMAN (1995) analisaram a formagio de monossacarideos
(glicose + galactose) na hidrdlise de soro permeado ultrafiltrado pela lactase extraida de A.
oryzae imobilizada em um filme poroso. O reator produziu uma grande conversdo em um
curto tempo de residéncia (60% de conversdo em 1 minuto). O aumento da concentracao
inicial de lactose provocou um aumento da conversdo de oligossacarideos, enquanto que
com o aumento do tempo de residéncia, a concentracdo de oligossacarideos diminuiu,

ocorrendo a formacdo de mono e dissacarideos.

SHIN e colaboradores (1998) estudaram a producdo de oligossacarideos utilizando
a lactase extraida de Bullera singularis imobilizada em um suporte de “chitopearl” em um
reator de leito empacotado a partir da lactose. Um rendimento de 55% em peso de

oligossacarideos foi obtido mantendo o sistema operando continuamente durante 15 dias.
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BOON e colaboradores (1999) desenvolveram modelos para descrever
simultaneamente a sintese de oligossacarideos e a hidrolise da lactose. Aproximacgoes
baseadas em conceitos de engenharia e conceitos bioguimicos foram utilizadas. Os
resultados da simulagdo foram comparados com os dados obtidos em batelada a vérias
concentrac@es iniciais de lactose catalisadas por B-galactosidase extraida de B. circulans.
Nenhuma dependéncia com a concentragéo inicial da lactose foi encontrada quando foram

considerados parametros envolvendo a inibicdo da hidrdlise por formacéo de produtos.

FODA e LOPEZ-LEIVA (2000) utilizaram soro permeado (contendo 14, 20 e 23%
de lactose) para a producdo continua de oligossacarideos por hidrélise com Maxilact® 2000
L. Nos experimentos, dois tipos de reatores a membrana foram utilizados, um reator em
batelada Amicon (escala laboratorial) e um reator em escala piloto com membrana de fibra
oca. No reator em batelada a producdo méxima de oligossacarideos (~ 20%) foi obtida em
um tempo aproximado de 2,45 horas, independente da concentragdo inicial de lactose,
enquanto que para o reator em escala piloto, um rendimento maximo de 31% foi obtido

para o soro contendo inicialmente 20% de lactose em um tempo aproximado de 4 horas.

BOON e colaboradores (2000) desenvolveram um modelo cinético para descrever a
sintese de oligossacarideos utilizando diversas temperaturas e varias lactases. O efeito da
temperatura é pequeno quando comparado com a influéncia da concentracdo inicial da
lactose. Os resultados mostraram que a utilizacdo de enzimas provenientes de varias fontes
altera a quantidade e o tipo dos oligossacarideos formados. O modelo pode ser utilizado no
projeto de um reator para a sintese de oligossacarideos levando em conta os efeitos da

temperatura e da origem das lactases.

3.4.2 - Métodos de hidrolise da lactose

Existem dois métodos utilizados para a hidrdlise da lactose: 0 método acido e o
método enzimatico (Figura 3.2). A reacdo € muito rapida quando &acidos sdo utilizados
como catalisadores. A temperatura da reacdo no tratamento acido é muito maior que no
tratamento enzimatico (150 °C e 30 — 40 °C, respectivamente), mas 0s produtos adquirem
cor e odor que impedem sua utilizagdo direta em alimentos. A hidrolise enzimatica pode
ser aplicada no leite ou soro sem um tratamento prévio e os produtos obtidos preservam as

suas propriedades, aumentando seu poder adocante relativo (LADERO et al., 2000).
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Processos de Hidrolise da Lactose

Enzimaético Acido
l
Enzima Enzima
Enzima Livre Recuperada Imobilizada Homogéneo Heterogéneo
(Ultrafiltracao)

Figura 3.2 — Processos de hidrolise da lactose.
Fonte: HOBMAN, 1984.

O uso de enzimas permite condi¢cbes mais moderadas de temperatura e pH e nédo
causa problemas nos produtos obtidos, como a desnaturacdo das proteinas — que podem
estar presentes na solucdo de lactose; a producdo de uma cor marrom na solucdo, e o
rendimento de subprodutos indesejaveis, normais nos métodos &cidos. Assim, para
aplicacdes na indastria de alimentos, o método mais recomendavel é o enzimatico
(SANTOS et al., 1998).

3.4.2.1 - Hidrolise acida

Na hidrélise &cida é necessaria a utilizacdo de &cidos minerais fortes a altas
temperaturas. A utilizagdo de condicOes severas causa problemas no produto obtido, como
por exemplo, formagdo de sabores e odores estranhos. Desta maneira, processos de
hidrolise &cida sdo geralmente utilizados em produtos desproteinizados, tais como
permeados da ultrafiltracdo de leite ou de soro (ZADOW, 1984).

A hidrdlise acida em fase homogénea (uma fase) utiliza ions hidrogénio em solugéo
(pH 1,0 a 1,5) para catalisar a hidrolise da lactose durante tratamento térmico (24 h a 60 °C
ou 11 min a 140 °C). J& o processo heterogéneo (duas fases) utiliza uma resina de troca
catibnica, onde os ions hidrogénio estdo ligados. O processo heterogéneo é o mais
utilizado, devido a possibilidade de regeneracdo da resina de troca catidbnica (HOBMAN,
1984).
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Na hidrolise acida, um alto grau de conversdo é obtido em um curto espaco de
tempo sob condicGes severas. Um exemplo € a obtencdo de 80% de hidrolise em 3 minutos
a pH 1,2 e 150 °C. Durante este periodo, uma coloracdo marrom é formada, implicando
numa etapa final de clarificagdo utilizando, por exemplo, carvdo ativo (DEBOER e
ROBBERTSEN, 1981).

Segundo GEKAS e LOPEZ-LEIVA (1985), as desvantagens da hidrélise acida sio:

a) Nao pode ser aplicada na hidrdlise de leite e em solu¢Ges contendo proteinas,
pois a alta temperatura e baixo pH provocam a desnaturacao das proteinas

b) A presenca de sais no soro causa a desativacio do acido. E necesséaria a
desmineralizacdo do soro (retirada de 90 a 95% dos sais)

c) O aparecimento de coloracdo marrom implica na necessidade de se utilizar um
descolorante

d) Formacdo de sub-produtos indesejaveis

e) Alto custo dos materiais para a construcdo da planta, devido aos agentes

quimicos extremamente agressivos.

3.4.2.2 - Hidrolise enzimatica

A hidrdlise enzimatica da lactose € um processo complexo que envolve uma grande
quantidade de reacOes sequenciais, formando sacarideos como produtos intermedidrios.
Durante a reagdo, outros agucares, alem da glicose e galactose, sdo formados, dependendo
da origem da -galactosidase utilizada (PRENOSIL et al., 1987a).

Com o desenvolvimento das lactases comerciais, houve uma grande melhora nas
técnicas empregadas na hidrolise enzimatica. A enzima pode ser utilizada de trés maneiras:
em batelada (“single use”), recuperada por membrana ou imobilizada. Nos processos em
batelada, a enzima adicionada no inicio do processo de hidrélise € perdida quando o
hidrolisado é pasteurizado. A recuperacdo por membrana é utilizada quando se tem
interesse em impedir que a enzima seja perdida, de modo a poder reutiliza-la. Neste
processo, a enzima € mantida na forma livre. No processo de imobilizacdo, a enzima é
fixada fisicamente ou quimicamente a um suporte sélido, de modo a impedir a sua livre
circulacdo (FODA e LOPEZ-LEIVA, 2000).
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Existem poucos trabalhos publicados que descrevem o processo em batelada
(enzimas livres), pois diversos fatores influem em sua aplicacdo em nivel industrial,
tornando-a inviavel comercialmente. Os altos custos referentes a aquisicdo de enzimas,
associado aos efeitos da temperatura, pH e quantidade de sais, tornam esta técnica muito
pouco aplicada (ZADOW, 1984).

Um dos meios de se evitar a perda da enzima é a aplicacdo de reatores com
membrana, utilizando o processo de ultrafiltracdo para separar a lactase dos produtos de
baixa massa molecular formados na hidrolise. As vantagens deste metodo séo: utilizacéo
das enzimas na forma livre, possibilidade de reutilizacdo das enzimas e menor inibicédo da
reacdo pelos produtos formados, pois 0s mesmos sdo retirados continuamente do reator. A
desvantagem é a necessidade de utilizar dois processos: hidrdlise da lactose e separacdo
dos produtos (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

Devido a diferenca entre o tamanho da enzima e dos solutos (glicose, galactose,
oligossacarideos), a enzima pode ser mantida na unidade de ultrafiltracdo, enquanto os
aclcares permeiam a membrana, sendo recolhidos fora do reator (FODA e LOPEZ-
LEIVA, 2000).

Apesar do alto custo, os sistemas em que ocorre a imobilizacdo da enzima sdo mais
viaveis economicamente do que o0s sistemas em que permanecem sollveis, pois 0s
processos em que sdo mantidas imobilizadas podem ser executados continuamente e
oferecem a possibilidade de reutilizacdo das mesmas (SZCZODRAK, 2000).

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na
imobilizacdo de enzimas, ndo ha um método Unico aplicavel para todas. Isto se deve as
diferentes caracteristicas e composicao quimica das enzimas, diferentes propriedades do
substrato e do produto e a finalidade de aplicacdo do produto obtido. Assim, para cada
aplicacdo de enzima imobilizada é necessario escolher o procedimento mais simples e mais
barato, que resulte numa imobilizacdo com boa retencdo de atividade e alta estabilidade
operacional (BASSETTI, 1995).

Na Tabela 3.8 estdo listadas as principais vantagens da utilizacdo de enzimas

imobilizadas.
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Tabela 3.8 — Principais vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas.

e Uso da mesma enzima por um periodo maior de tempo

e Processos podem ser operados continuamente e podem ser facilmente controlados
e Facilidade de separacao do produto final

e Reducao do volume do reator (alta concentragdo enzimatica em menor volume)

e Condicg0es de operacao mais brandas

e Facilidade de interrupcédo da reagao

e Maior estabilidade ao pH e a temperatura

Fonte: Modificado de BASSETTI, 1995.

Apos a imobilizacdo, a atividade da enzima é reduzida, sendo necessarios cuidados
especiais para evitar a contaminacéo, que pode provocar a sua perda (LOPEZ-LEIVA e
GUZMAN, 1995).

Os principais componentes de um sistema de enzimas imobilizadas s&o: a enzima, o
suporte e 0 modo de ligacdo ao suporte. Como componentes adicionais que contribuem
para o melhor desempenho da enzima, e que devem ser levados em consideracdo na
avaliacdo do sistema, tem-se: pH, temperatura, forca idnica, pressao, agitacao, liberacdo de
cofatores e liberacdo do substrato com a remoc¢édo dos produtos. Estes fatores influem na
performance do suporte e, portanto, afetam o comportamento da enzima (BASSETTI,
1995).

O material do suporte deve ser efetivamente inerte, conter um grande numero de
sitios para a imobilizacdo da enzima e impor a menor quantidade de limitacbes para a
ocorréncia da reacdo. Os suportes mais utilizados para a imobiliza¢do das enzimas incluem

vidro poroso, resinas de troca ionica, poliacrilamida e colageno (BAKKEN et al., 1989).

A estabilidade da enzima pode ser melhorada dramaticamente se uma técnica
adequada de imobilizacdo for empregada. No caso das B-galactosidases, existem varios
procedimentos para imobilizacdo: fixacdo ou unido a suportes porosos por adsorcao,
interagdo ionica, afinidade, formacdo de complexos com metais (quelagcdo) e formagéo de
ligacGes covalentes (LADERO et al., 2000).
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As principais vantagens e desvantagens de algumas técnicas de imobilizacao estdo

citadas na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 — Comparacéo entre diferentes técnicas de imobilizacéo.

Técnica

Vantagens

Desvantagens

Adsorcao Fisica

e Simples, barata

¢ Reagentes quimicos nédo séo
necessarios

o Baixa probabilidade de
desnaturacdo das enzimas

Pode ocorrer desor¢do devido a
ligacdo fraca

O suporte tende a absorver
outras espécies, como proteinas

Adsorcédo +
Ligacédo Cruzada

e A desvantagem da adsor¢édo
simples é evitada

Né&o é tdo simples como a
adsorcao

Sdo utilizados reagentes

quimicos
Ligacao e Ligacdo muito forte o Utilizag&o de reagentes
Covalente « Nio solta enzimas do suporte quimicos nao aceitos no
processamento de alimentos
¢ Os suportes utilizados sdo
caros.
Fixacdo em e Poucas alteragdes nas e LimitacOes difusionais
Gel propriedades cataliticas e Limitada a substratos de baixa
e Grande quantidade de células massa molecular
podem ser imobilizadas
e Reagentes quimicos ndo séo
necessarios
Fixacdo em e A enzima € extremamente ¢ Baixo rendimento
Fibras estavel

Fendmeno controlado pela
difusdo nos poros

Fonte: GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985.

YANG e OKOS (1989) estudaram a hidrolise da lactose utilizando B-galactosidase

(obtida de A. niger) imobilizada em uma resina de fenol-formaldeido. Os ensaios foram

realizados a temperaturas e concentracdo inicial da lactose variando entre 8a 60 °C e 2,5 a

20%, respectivamente. Os resultados indicaram que a temperatura 6tima de operacao para

este método depende do tempo de operacdo, mas é independente da concentracao inicial ou

da conversao da lactose.
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BAKKEN e colaboradores (1989) utilizaram a lactase extraida de A. oryzae
imobilizada em um reator de fluxo espiral para estudar a hidrolise da lactose contida em
leite desnatado. Os dados de tempo de residéncia foram utilizados para avaliar a dispersdo
longitudinal. A 30 °C e um tempo de residéncia de 7 minutos, 80% da lactose presente foi
convertida em glicose e galactose.

BAKKEN e colaboradores (1990) imobilizaram a [-galactosidase obtida de A.
oryzae em um reator de fluxo axial-anular para hidrolisar a lactose presente em leite
desnatado. Os dados foram obtidos a trés temperaturas (30, 40 e 50 °C). Utilizando um
tempo de residéncia de 10 min e a temperatura de 40 °C, 70% da lactose foi hidrolisada

utilizando o reator de fluxo axial-anular.

PETERSON e colaboradores (1989a e b) estudaram a hidrdlise da lactose utilizando
lactase imobilizada em um reator continuo de leito capilar operando a 30 °C. Solucdes
contendo 50, 100 e 150 g de lactose foram utilizadas no reator. A andlise dos dados indicou
uma converséo da lactose de 24 a 99% para tempos de reac¢do variando de 0,06 a 6,3 min.

3.4.3 - Cinética da hidrolise da lactose

A hidrdlise da lactose em glicose e galactose tem sido modelada por diversos
autores utilizando enzimas obtidas de bactérias, leveduras e fungos. Em geral, a
modelagem utiliza alguma forma da equacdo de Michaelis-Menten, que fornece a relacdo
entre a velocidade de hidrdlise V do substrato e a concentracdo do substrato Cs limitante
(SORENSEN e NOVAK, 1996; GHALY e BEM-HASSAN, 1995).

Na Tabela 3.10 estdo alguns dos modelos utilizados, onde:

V = Velocidade de hidrélise (umol.mg™.min™)

Vm = Velocidade méaxima de hidrélise (umol.mg™.min™)
Cs = Concentracdo do substrato (umol.L™)

Cp = Concentracdo do produto (umol.L™?)

Km = Constante de Michaelis-Menten (umol.L™)

K, = Constante de inibigdo (umol.L™)
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Tabela 3.10 — Alguns modelos cinéticos enzimaticos.

Modelo cinético Equacao
Michaelis-Ment inibica = InCs 3.1
ichaelis-Menten sem inibicao = K. + Cs (3.1)
Michaelis-Menten com inibigéo V = Vin -Cs
competitiva por produto Cs + K, _(1 n (lipj (3.2)
|
Michaelis-Menten com inibigéo V = Vin *Cs
acompetitiva por produto K, + Cg .(1 + (I;Pj (3.3)
|
Michaelis-Menten com inibigéo V = Vin - Cs
x .. Cp Co (3.4)
ndo-competitiva por produto Knll+ - |+Cq-|1+ "
KI1 KIZ

Fonte: Modificado de SANTOS et al., 1998.

Os parametros Vy, e Kp, caracterizam as reacdes enzimaticas que sdo descritas pela
cinética de Michaelis-Menten. V, é dependente da concentracao total da enzima, enquanto
K € independente (FOGLER, 1992).

O modelo cinético geralmente utilizado para descrever a hidrdlise enzimética da
lactose € a equacdo de Michaelis-Menten com inibi¢do competitiva por produto - galactose,
que é apresentada através da equacao 3.2 na Tabela 3.10 (YANG e OKOS, 1989).

Na Tabela 3.11 sdo apresentados os parametros cinéticos obtidos por diversos
autores para a enzima B-galactosidase obtida de varias fontes na forma sollvel e insoltvel
em diversas condi¢cdes de temperatura. Analisando os dados, verifica-se a existéncia de
uma grande diferenca entre os valores de Vy, e K. Isto se deve principalmente & forma
como a enzima € utilizada. Solubilidade, método de imobilizacdo, tipo de suporte,
concentracdo inicial da enzima e condicdes de operacdo (temperatura, pH, fluxo) podem

alterar significativamente a atividade da enzima.
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Tabela 3.11 — Parametros cinéticos obtidos utilizando a enzima -galactosidase.

T Parémetros cinéticos
Fonte Referéncia
(°C) Vin Kin
(umol.mg™.min®)  (mmol.L™)

Aspergillus oryzae 30 0,94 52 PETERSON et al., 1989a
Bacillus circulans 60 - 41,7 NAKANISHI et al., 1983
Aspergillus niger 40 383 70,5 YANG e OKOS, 1989
Kluyveromyces lactis 37 123 17,3 CAVAILLE e COMBES, 1995
Kluy_v_eromyces 40 1170 5,76 MAHONEY e WHITAKER,
fragilis 1977
Escherichia coli 21 570 0,23 HENG e GLATZ, 1994
Kluyveromyces 40 580 23 SANTOS et al., 1998.
fragilis
Aspergillus oryzae 30 2,2-4,5 105-150 PORTACCIO etal., 1998
Kluyveromyces 43 2 436  CARRARA e RUBIOLO, 1996

fragilis

BAKKEN e colaboradores (1989, 1990 e 1992) empregaram reatores de fluxo
espiral e de fluxo axial-anular e lactases de A. oryzae e B. circulans para descrever o
desempenho dos reatores e calcular os pardmetros cinéticos para a hidrolise enzimatica da

lactose utilizando o0 modelo de Michaelis-Menten com diversos mecanismos de inibicao.

PETERSON e colaboradores (1989a e b) estudaram o desempenho de um reator de
leito capilar na hidrdlise da lactose dissolvida em uma solucdo tampdo de acetato e
modelaram a reacdo de hidrdlise bem como a desativa¢do da enzima durante o tempo de
operagdo. O modelo de Michaelis-Menten com inibicdo competitiva por produto foi

utilizado para obter os parametros cinéticos da hidrolise no reator.

LADERO e colaboradores (2000) utilizaram o modelo de Michaelis-Menten com
inibicdo competitiva por produto (galactose) para determinar os parametros cinéticos da
hidrolise da lactose utilizando B-galactosidase de K. fragilis imobilizada em um suporte de
silica-alumina. A influéncia de um grande nimero de variaveis envolvendo temperatura,

concentracdo do substrato e produtos, e concentracdo da enzima foi analisada.
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3.5 - Processos de separacdo com membranas

Os processos de separacdo com membranas semi-permeaveis vém, cada vez mais,

tornando-se importantes alternativas aos processos convencionais de separacdo nas

industrias quimicas, farmacéuticas, biotecnoldgicas e de alimentos (MAZID, 1988). A

Tabela 3.12 apresenta alguns exemplos de aplicac¢des utilizando membranas.

Os principais atrativos para estes processos sao 0 baixo consumo de energia, a

reducdo no nimero de etapas em um processamento, a maior eficiéncia na separacéo e a
maior qualidade do produto final (PETRUS, 1997).

Tabela 3.12 — Exemplos de aplicagdes de processos de separacdo com membranas.

Area Aplicacdes
Quebra do azebtropo benzeno/hexano
Quimica Fracionamento CO,/CH,4

Fracionamento do ar: obtencdo de gas inerte e de corrente
rica em oxigénio

Biotecnoldgica
e
farmacéutica

Desidratacéo de etanol
Purificacdo de enzimas
Fracionamento de proteinas

Alimenticia Concentracdo de leite e do soro de queijo
e Concentracdo e clarificacdo de suco de frutas
bebidas Clarificacéo e desalcoolizagdo de vinhos e cervejas
Tratamento Dessalinizacéo de aguas
de Tratamento de esgotos municipais
aguas Desmineralizacdo de aguas p/ caldeiras
Tratamento Recuperacdo de ions metalicos — Couro

de despejos

Recuperacéo de proteinas — Laticinios

industriais Tratamento &guas — Papel e Celulose
Rim artificial - Hemodialise
Medicina Pulmao artificial — Oxigenadores

Ar enriquecido em oxigénio

Fonte: Modificado de HABERT et al., 1997.
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Membranas podem ser consideradas como peliculas poliméricas ou inorganicas
semi-permeaveis, que atuam como barreiras seletivas para uma filtracdo em nivel
molecular, separando duas fases e restringindo, total ou parcialmente, o transporte de uma

ou varias espécies quimicas (solutos) presentes na solucdo (OLIVEIRA, 2000).

As membranas sintéticas comerciais sdo produzidas a partir de duas classes
distintas de material: os polimeros, na sua grande maioria materiais organicos (poliamidas,
polissulfonas, poliacrilonitrila, polieterimida, polifluoreto de vinilideno), e os inorgénicos,

como metais e ceramicos (alumina, zirconia, silica e hematita) (HABERT et al., 1997).

A eficiéncia da membrana depende de varios fatores, tais como: propriedades da
membrana, propriedades da solucédo, polariza¢do, bem como das condi¢cdes operacionais.
A estrutura morfologica, por sua vez, refere-se essencialmente a densidade e porosidade
(tamanho, numero e distribuicdo dos poros) das camadas constituintes da membrana
(MAZID, 1988).

A porosidade, a espessura, o diametro de poros e a permeabilidade sdo importantes
para a escolha da membrana. Estas caracteristicas dependem do material de que ¢ feita e
também da técnica de fabricacdo da membrana (JULIANO, 2000).

De um modo geral, as membranas podem ser classificadas em duas grandes
categorias: densas e porosas. Tanto as membranas densas como as porosas podem ser
isotrdpicas ou anisotropicas, ou seja, podem ou ndo apresentar as mesmas caracteristicas
morfoldgicas ao longo de sua espessura. As membranas anisotrépicas se caracterizam por
uma regido superior muito fina, mais fechada (com poros ou ndo), chamada de “pele”,
suportada em uma estrutura porosa. Quando ambas as regides sdo constituidas por um
unico material, a membrana é do tipo anisotrépica integral. Casos materiais diferentes
sejam empregados, a membrana sera do tipo anisotropica composta (HABERT et al.,
1997).

No caso de membranas porosas, o tamanho dos poros e sua distribuicdo de
tamanhos irdo determinar quais moléculas ou particulas serdo retidas pela membrana e

quais poderdo passar através de seus poros (HABERT et al., 1997).
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A Tabela 3.13 apresenta como 0s processos de separacdo com membranas podem
ser classificados quanto ao tipo de membrana utilizada na separacao, principio de operacao,

fendmenos envolvidos ou forca motriz promotora da separacao.

Tabela 3.13 — Principais processos com membranas e for¢a motriz necesséria a separacao.

Processos com membranas Forca motriz na separagéo
Osmose Inversa Diferenca de pressao
Ultrafiltragéo Diferenga de presséo
Microfiltracédo Diferenca de pressao
Pervaporacéao Diferenga de concentracgdo + pressdo (vacuo)
Dialise Diferenca de concentracao
Eletrodialise Diferenca de potencial elétrico

Fonte: PETRUS, 1997.

A aplicagédo de uma forga motriz, promotora de movimento, sob uma membrana em
contato com uma solugdo, promove o fluxo de solvente e/ou soluto atraves desta
membrana. A parte da solucdo conhecida como “permeado” ou “filtrado” consiste em
moléculas menores do que o tamanho médio dos poros da membrana que, juntamente com
o0 solvente, passam através da membrana. A outra parte da solucdo a ser tratada, que fica
retida, &€ denominada “concentrado”, e € composta por solutos de alta massa molecular, tais

como as macromoléculas e particulas coloidais (OLIVEIRA, 2000).

Entre os processos que utilizam como forca motriz de separagdo a diferenca de
pressdo, a osmose inversa € utilizada na retencdo de ions metalicos, sais em solucdo e
acucares de baixa massa molecular. A microfiltracdo é normalmente utilizada para remover
particulas em suspensdo e células em processos fermentativos e na clarificacdo de liquidos.
Ja a ultrafiltracdo exerce um papel intermediario entre estes dois processos, pois é uma
técnica efetiva para a concentracdo ou fracionamento de macromoléculas ou quando se

deseja um permeado cristalino, livre de qualquer particula em suspensdo (PETRUS, 1997).

Aplicacbes importantes para a osmose inversa, ultrafiltracdo e microfiltracdo nas

industrias de alimentos sdo mostradas na Figura 3.3.

32



Revisdo Bibliografica

Osmose Inversa Ultrafiltracéo Microfiltracao
e Y Potabilizacdo de Clarificagdo de
Purlf!cagao de Agua solugdes
agua
M v i
Concentracdo de Clarificagdo de Recuperacéo de
sucos e de sucos efluentes
produtos lacteos
Dessalcolizagdo Fracionamento e Concentragio de
de cerveja concentragéo de células

proteinas

Figura 3.3 — Principais aplica¢Ges para a osmose inversa, ultrafiltracdo e microfiltracéo.
Fonte: PETRUS, 1997.

3.5.1 - Separacdao por ultrafiltracéo

Os processos de ultrafiltracdo sdo, talvez, os processos com membranas mais
amplamente utilizados, juntamente com a diélise e a microfiltragdo. A ultrafiltracdo pode
ser utilizada para clarificacdo de alimentos, concentracdo de solutos indesejaveis
(rejeitados) e fracionamento de solutos (JULIANO, 2000). Algumas aplicacdes da

ultrafiltracdo estdo relacionadas na Tabela 3.14.

Tabela 3.14 — Aplicacdes da ultrafiltracdo em processos industriais.

e Concentracdo e fracionamento de solutos

e Recuperacdo de tintas coloidais utilizadas na pintura de veiculos
e Producdo de queijo

e Recuperacdo de proteinas do soro de queijo

e Recuperacao da goma na industria téxtil

e Clarificacao de sucos

e Tratamento de efluentes
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A ultrafiltracdo € um processo de separacdo utilizado quando se deseja purificar e
fracionar solugbes contendo macromoléculas. As membranas de ultrafiltracdo apresentam
poros na faixa entre 1 e 100 nm. Como os poros das membranas de ultrafiltracdo séo
menores, é necessaria uma maior forca motriz para se obter fluxos permeados elevados o

suficiente para que o processo possa ser utilizado industrialmente (HABERT et al., 1997).

Num equipamento de ultrafiltracdo industrial (fluxo tangencial), a solucéo a tratar
circula sob pressdo em contato com uma membrana finamente porosa. Sob efeito desta
pressdo, o solvente (normalmente a agua) e os solutos de baixa massa molecular passam
através da membrana, constituindo o permeado, e as macromoléculas e particulas coloidais
séo retidas (PETRUS, 1997).

Durante a ultrafiltracdo ocorrem fenbmenos responsaveis pelo declinio do fluxo de
permeado. Este declinio geralmente é decorrente de fendmenos resistivos. Um destes
fendmenos é conhecido por fouling, que é geralmente caracterizado pela associacdo dos
fendmenos da camada de gel (adsorcdo de particulas na superficie da membrana) e da

colmatagem, que é o bloqueamento dos poros (OLIVEIRA, 2000).

Segundo CHERYAN (1986), o fouling é provocado pelo acumulo de particulas
macromoleculares na superficie da membrana, e/ou cristalizacdo e precipitacdo de solutos

menores na superficie e nos poros da membrana.

A formacdo da camada de gel ocorre quando a concentracdao de particulas junto a
superficie filtrante atinge um determinado valor, ndo variando mais. Ocorre entdo uma
precipitacdo de macromoléculas sobre a membrana, formando a camada de gel. Esta
camada perturba o funcionamento hidrodinamico do sistema pelo aparecimento de uma

resisténcia suplementar e de novas caracteristicas de permeacdo (PETRUS, 1997).

A colmatagem é caracterizada pela penetracdo e pelo acumulo de particulas
presentes em solucBes macromoleculares nas paredes internas dos poros das membranas. A
intensidade da colmatagem depende da membrana e do soluto, das condigOes operacionais
e do tempo de operacdo (OLIVEIRA, 2000).

34



Revisdo Bibliografica

Este problema pode ser revertido pela limpeza da membrana. Porém, alguns
foulings séo irreversiveis, necessitando assim, da troca da membrana apos determinado
tempo de uso (JULIANO, 2000).

Outro fendmeno responsavel pelo declinio do fluxo de permeado é a “polarizacéo
por concentracdo”, que é a maior concentracdo de macrossolutos proxima a superficie da
camada da membrana. Quando uma solugdo, contendo solutos dissolvidos, total ou
parcialmente e sob pressdo, entra em contato com uma membrana, soluto é levado a
superficie desta pelicula seletiva por transporte convectivo. O solvente e as particulas de
dimens6es menores do que o didmetro dos poros da membrana atravessam-na. Isto leva ao
aumento na concentracdo de macrossolutos na superficie da membrana em relacdo a
concentracdo no seio da solucdo que esta sendo ultrafiltrada. O aumento da concentracao
de particulas na superficie da membrana leva ao estabelecimento de um gradiente de
concentracdo entre estes dois pontos: superficie da membrana e seio da solucdo. Com o
objetivo de dissipar este gradiente, moléculas de soluto se difundem no sentido contrario
ao do solvente que permeia a membrana (OLIVEIRA, 2000).

O estabelecimento e o controle de pardmetros operacionais como temperatura,
velocidade de escoamento da solucdo, pressao e turbuléncia, além das propriedades fisicas
da solucdo como a viscosidade, difusividade e densidade sdo fatores importantes para
reduzir os efeitos dos fendmenos de formacdo da camada de gel, colmatagem e polarizacéo
por concentracdo (OLIVEIRA, 2000).

O aumento da temperatura, dentro de limites toleraveis pela membrana e pelo
produto, promove um aumento no fluxo de permeado pela reducdo da viscosidade da
solucdo e pelo aumento da difusdo através da camada de gel e da prépria membrana.
Temperaturas entre 30 e 60 °C sdo frequentemente utilizadas. Dependendo do tipo de
membrana, altas temperaturas podem agravar a sua compactagdo e mesmo alterar as suas

caracteristicas fisicas e propriedades seletivas (PETRUS, 1997).

Alta velocidade de escoamento da solugdo junto a superficie da membrana também
favorece um maior fluxo de permeado por reduzir o perfil de concentragdo na zona de

polarizagéo e controlar o crescimento da camada de gel (PETRUS, 1997).
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Quanto a pressdo, de uma maneira geral, o fluxo permeado aumenta linearmente
com o0 aumento da mesma. Todavia, na pratica, observa-se um desvio consideravel desta
relacdo tedrica. Pressdes elevadas podem provocar a compactacdo da membrana, tanto da
camada superficial quanto da subestrutura porosa, resultando na diminuigdo do tamanho de
poros, com conseqiente aumento na resisténcia hidraulica e diminuicdo da taxa de
permeacdo (OLIVEIRA, 2000).

O desenvolvimento dos processos com membranas experimentou uma grande
expansdo, sendo uma area com grande potencial de desenvolvimento. Na Tabela 3.15 estdo

relacionadas algumas areas que tem recebido maior enfoque.

Tabela 3.15 — Novos enfoques relativos a processos com membranas.

e Desenvolvimento de membranas mais resistentes mecénica e quimicamente,
através da pesquisa de novos materiais ceramicos ou poliméricos

e Preparacdo de membranas através de blendas poliméricas ou pela adicdo de
aditivos poliméricos ou inorganicos

e Preparagdo de membranas microporosas assimetricas que tenham pouca ou
nenhuma capacidade de adsorcao de microparticulas e sejam de facil limpeza

e Preparagdo de membranas com alta densidade de poros superficiais, com alta
permeabilidade e altos niveis de retengédo

e Melhor entendimento e equacionamento dos fendmenos que promovem reducéo
do fluxo de permeado e utilizacdo de dispositivos e técnicas que possam reduzir a

zona de polarizacédo e a formacédo da camada de gel

Fonte: PETRUS, 1997.
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Capitulo 4

MATERIAIS E METODOS

4.1 - Materiais

4.1.1 - Substrato

O substrato utilizado foi o permeado resultante da ultrafiltracdo do soro de leite
desnatado, obtido de trabalho em andamento no Laboratdrio de Processos de Separacdo por
Membranas — LABSEM, do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos — EQA, da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, em Floriandpolis,
SC.

Todo o permeado do soro de leite utilizado foi obtido em um Unico ensaio de
ultrafiltracdo realizado sob as condic¢des de operacdo de pH 6,5, temperatura de 50 °C e
pressdo de 3 bar. O permeado do soro foi armazenado em recipientes com capacidade para

500 mL e conservado a temperatura de -18 °C.

Analise realizada no Laboratorio de Bromatologia da Universidade Estadual de
Campinas, UNICAMP — Campinas, SP, obteve uma concentracdo de 4,0% de lactose no

soro de leite ultrafiltrado.

4.1.2 - Enzima

Em todos os experimentos a enzima utilizada foi lactase (p-D-galactosidase)
Kluyveromyces lactis, um produto comercializado com o nome de Maxilact® L-5000, Gist-
Brocades, Holanda, gentilmente fornecida pela empresa Global Food, S&o Paulo, Brasil. A
enzima lactase estava a uma concentracdo de aproximadamente 5%, sendo armazenada em

refrigerador a temperatura de 5 °C.
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Cada grama do produto contém 5000 unidades de lactose neutra (Neutral Lactose
Units — NLU). Uma NLU é definida como a quantidade de enzima que pode liberar 1,0
umol de o-nitrofenol por minuto sob as condicGes do teste. A quantidade de proteinas é da

ordem de 54,9 mg.mL™.

4.1.3 - Membrana

Todos os ensaios realizados utilizaram a mesma membrana, obtida de trabalho em
andamento no Laboratorio de Processos de Separacdo por Membranas — LABSEM, do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos — EQA, da Universidade

Federal de Santa Catarina — UFSC, em Floriandpolis, SC.

A membrana foi preparada através do método de inversdo de fases por difusao
induzida pela coagulagdo da solucdo polimérica em banho de ndo-solvente, utilizando-se
um suporte de poliéster-propileno (Viledon Filter — Carl Freudenberg, Alemanha). A

membrana foi preparada com a seguinte composicao:
e 10% de PVDF - Polifluoreto de vinilideno comercial, Aldrich
e 3% de LiCl - Cloreto de Litio, Synth

e 87% de DMF — N’N’-dimetilformamida (CH3sH;NO), Merck.

4.1.4 - Equipamentos utilizados na caracterizacdo da membrana

e Espectrometro de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Perkin Elmer

e Microscdpio Eletronico de Varredura (MEV), modelo XL-30, Phillips.

4.1.5 - Equipamento utilizado no ensaio de ultrafiltracéao

Todos os ensaios realizados em escala laboratorial utilizaram uma célula de

ultrafiltracdo, cujo esquema esta representado na Figura 4.1.
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Ar sob

Pressao '

Camisa de

Soro de Leite Aquecimento

Ultrafiltrado
+ Enzima

—— Retentado
Membrana

Suporte perfurado
para barra metélica

Permeado +——— (ITTT]

= - Agita,d_or
Magnetico

Figura 4.1 — Célula de ultrafiltracdo com fluxo perpendicular.
Fonte: Reproduzido e modificado de PETRUS, 1997.

A celula foi confeccionada em aco inoxidavel ANSI 316 com capacidade
volumétrica de 170 cm?® e 4rea (til filtrante de 15,9 cm?, sendo a mesma apoiada sobre um
dispositivo de agitacdo mecénica, que permitiu a movimentacdo do substrato através da

utilizacdo de uma barra metalica (“peixinho”).

Um banho termostatizado com circulacdo de agua através da camisa da célula de
ultrafiltrac&o foi utilizado para manter a temperatura do ensaio no nivel desejado.

O controle de presséo pode ser realizado pela utilizagéo de ar comprimido, injetado
pelo topo do dispositivo. Um mandmetro foi utilizado para indicar a pressao no interior da

célula de ultrafiltracao.

Duas amostras foram obtidas simultaneamente através dos pontos de coleta de

permeado e retentado para analise.
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4.1.6 - Materiais utilizados na anélise dos produtos

e Kit Enzimatico para determinacdo de Glicose Enzimética da empresa Analisa
Diagnostica, Minas Gerais.

e Espectrofotbmetro analégico CELM E225D, com cubetas de vidro de 1 cm de
didmetro.

e Banho termostatizado.

4.2 - Métodos

4.2.1 - Caracterizacdo da membrana

A caracterizagdo da membrana foi realizada para determinar a ocorréncia de alguma
interacd0 membrana-enzima, o que pode provocar diminuicdo do fluxo de permeado. As

técnicas utilizadas na caracterizacao estdo descritas a seguir.

4.2.1.1 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Permite uma caracterizacdo rapida e precisa da superficie e das subestruturas
porosas da membrana. A area a ser analisada é bombardeada por um feixe de elétrons, de
intensidade variada. A interacdo do feixe de elétrons com a superficie da amostra emite
uma série de radiacdes, que fornecem informacdes sobre a composicdo, topografia da

membrana, etc.

Para a observacdo da secdo transversal e da superficie, a membrana foi
cuidadosamente fraturada em nitrogénio liquido (-160 °C). O suporte de poliéster-
propileno foi retirado quando da imersdo da membrana no nitrogénio liquido, pois o
mesmo € de dificil fratura. Devido a alta voltagem empregada para a aceleracdo dos
elétrons, as amostras foram metalizadas. O processo consiste em recobrir o material com
uma fina camada de ouro, para evitar que ocorra alteragdo ou mesmo queima da

membrana.
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Os ensaios de microscopia eletronica de varredura foram realizados no Laboratorio
Interdisciplinar de Materiais — LABMAT, do Departamento de Engenharia Mecénica da

Universidade Federal de Santa Catarina — Florianopolis, SC.

4.2.1.2 - Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

No estudo dos polimeros, a Espectroscopia na Regido do Infravermelho permite
analisar os compostos presentes na estrutura dos mesmos e a interacdo entre eles. Exceto

para isbmeros Oticos, ndo se conhecem compostos com um mesmo espectro.

A Espectroscopia por Reflexdo Interna (FTIR-ATR) foi utilizada devido a baixa

transmisséo (opacidade) da membrana.

A técnica mede o nivel vibracional das moléculas através do contato da amostra
com um cristal com alto indice de refracdo e baixa absorc¢do na regido do infravermelho.
Geralmente, a radiacdo atinge uma profundidade variando entre 0,1 a 5,0 micra,

dependendo, principalmente, do angulo de incidéncia e do comprimento de onda.

As analises foram realizadas na Central de Analises do Departamento de Quimica

da Universidade Federal de Santa Catarina — Floriandpolis, SC.

4.2.2 - Ensaios laboratoriais

Os ensaios laboratoriais para determinacdo da hidrolise da lactose em glicose e
galactose utilizando a lactase (B-galactosidase) K. lactis foram realizados utilizando a
célula de ultrafiltracdo com fluxo perpendicular esquematizada na Figura 4.1, sob
diferentes condicOes operacionais, atraves da alteracdo das varidveis temperatura, pH e
concentracdo de enzima. As condi¢cdes de operacao estdo especificadas na apresentacao dos

resultados.
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Apo6s a membrana ser fixada ao dispositivo de ultrafiltragdo, 150 mL de permeado
do soro foram acrescentados ao sistema, juntamente com a enzima. O reator foi entdo
fechado e a pressdo dentro da célula foi controlada através da injecdo de ar comprimido.
Uma rotacdo de 200 rpm foi utilizada para manter o contetdo do reator em constante
agitacéo.

Os ensaios foram realizados durante um periodo de 4 horas. A primeira amostra foi
retirada com 1 minuto de ensaio e as demais em intervalos de 15 minutos, sendo coletadas
amostras simultaneamente do retentado e do permeado, que foram imediatamente
mergulhadas em banho-maria a 90 °C durante 5 minutos para provocar a inativacdo das

enzimas que tivessem permeado a membrana.

Apds encerrar 0 experimento, uma amostra do permeado e outra do retentado foram
coletadas, inativadas e armazenadas em refrigerador a -18 °C. O conteudo restante do
permeado do soro foi eliminado e a membrana utilizada no ensaio foi retirada, seca e

numerada para posterior caracterizacao.

Nos ensaios realizados a temperaturas diferentes da ambiente, a célula foi mantida
na temperatura especificada através da utilizacdo de um banho termostatizado. A enzima
foi acrescentada apenas apds o permeado do soro atingir a temperatura de realizacdo do

ensaio, iniciando-se entdo o experimento.

Em intervalos regulares de tempo foram coletadas amostras e pesadas em balanca
analitica para a quantificagdo do fluxo de permeado. Procurou-se manter um fluxo

constante de 20 kg.m2h™ em todos os experimentos, controlando-se a presséo do sistema.

Na realizacdo da hidrdlise da lactose em reator batelada, a célula de ultrafiltracdo
foi modificada através da utilizagdo de um plastico no lugar da membrana, o que impediu a
permeacdo do substrato. As amostras retiradas do retentado foram colocadas em banho-
maria a 90 °C para inativar as enzimas e armazenadas para posterior determinacdo da

conversdo de lactose em glicose e galactose.
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4.2.3 - Analise das amostras retiradas

4.2.3.1 - Determinacao da concentracao de glicose

Nas amostras de permeado e retentado, o objetivo principal foi determinar a
concentracdo de glicose presente. Todas as amostras foram analisadas utilizando-se o kit de

Glicose Enzimatica da empresa Analisa Diagndstica, Minas Gerais.

O kit contém os reagentes acondicionados em frascos. Para o preparo do reagente
de cor, dissolveu-se o conteudo do frasco em 250 mL de agua destilada, juntamente com o
contetdo de um frasco de enzimas. O reagente permanece estavel durante 2 meses em um
recipiente de vidro ambar entre 2 — 8 °C. O frasco que contém o padréo de 100 mg.dL™ de

glicose foi mantido em refrigerador entre 2 e 8 °C.

a) Principio do método

O método baseia-se na oxidacdo da glicose a acido gluconico e perdxido de
hidrogénio com a enzima glicose oxidase atuando como catalisador. O peroxido de
hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, formando um complexo de cor
vermelha. A coloracdo é determinada em espectrofotdmetro ajustado para absorbéancia a

505 nm. As reacBes que ocorrem durante a realizacéo do teste sdo:

Glicose + O, + H,0 —=22 5 Acido glucénico + H,0,

2 H,O, + 4-Aminoantipirina + Fenol L N H.O + Antipirilquinonimina

A linearidade do método é garantida até uma concentracdo de glicose maxima de 4
mg.dL™. Acima disso, foram realizadas diluicdes para a adequagdo da amostra & faixa de

analise do teste.

b) Analise das amostras

As amostras com concentragdo superior a 4 mg.dL™ foram diluidas sucessivas

vezes para se adequarem a faixa de operacdo do método.
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Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL do reagente de cor e 20 uL da amostra
obtida nos ensaios e previamente descongelada. Apos a retirada da quantidade necessaria

ao teste, a amostra foi novamente congelada para realizacdo de novas determinacdes.

Paralelamente, em outro tubo de ensaio, preparou-se um branco, contendo apenas 2
mL do reagente de cor, e um padrdo, contendo 2 mL do reagente de cor e 20 uL do padréo
de glicose. O branco foi utilizado para a calibracdo do zero do espectrofotdmetro e o
padrdo, que continha uma concentracdo conhecida de glicose, para determinar a curva de
calibracdo do teste. Devido a linearidade do teste, apenas uma leitura do padrdo foi

realizada.

Os tubos de ensaio preparados foram colocados em banho-maria. A amostra foi
incubada a temperatura de 37 °C durante 10 minutos. A leitura foi realizada em no méximo

uma hora apés a incubacdo em espectrofotdmetro ajustado para absorbancia a 505 nm.

A absorbéncia obtida é diretamente proporcional & concentracdo de glicose na
amostra, devendo ficar entre os valores de 0,000 a 0,800, que é a precisdo maxima do
espectrofotdbmetro utilizado. Quando a absorbancia for maior do que 0,800, a amostra deve
ser diluida e realizada nova leitura. O valor da concentracdo de glicose obtido deve ser

multiplicado pelo fator de diluicdo da amostra.

Para a obtencéo dos resultados foi utilizada a equacéo (4.1):

_ At-Cpa
Ap

Ct (4.1)

onde:
Ct = Concentragdo do teste (mg.dL™)

Cpa = Concentrago do padrdo (100 mg.dL™)
At = Absorbancia do teste
Ap

Absorbancia do padrédo

Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
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4.2.4 - Determinacao do grau de hidrolise

O grau de hidrdlise foi determinado através da estequiometria da reacéo,
considerando que para cada molécula de lactose degradada sdo formadas uma molécula de

glicose e uma molécula de galactose, segundo a reacdo:

Lactase

Lactose —=* 5 Glicose + Galactose

Através da determinacdo da concentracdo de glicose, foi possivel calcular a
quantidade hidrolisada pela diferenca da lactose presente no inicio do ensaio e no instante
da coleta da amostra. Estes valores, convertidos para percentagem, foram utilizados na
construcdo dos gréaficos grau de hidrélise versus tempo apresentados nos resultados para as

condicgdes operacionais testadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A hidrolise enzimatica do permeado do soro de leite ultrafiltrado utilizando lactase
(B-D-galactosidase) Maxilact® L-5000 foi realizada utilizando-se em todos os ensaios a
célula de ultrafiltracdo esquematizada na Figura 4.1. Este dispositivo, para fins préaticos,
pode ser considerado como um reator a membrana, permitindo a permeacao dos produtos

da reacdo, e retencdo, principalmente da enzima, devido a sua elevada massa molecular.

A célula de ultrafiltracdo utilizada permitiu o estudo da hidrolise da lactose sob
diversas condi¢bes operacionais. As variaveis analisadas foram temperatura, pH e

concentracdo da enzima, conforme descritas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Condicdes operacionais utilizadas nos ensaios de hidrolise da lactose.

Temperatura Concentracao de enzima
(°C) il (mg.L")
30
35
40 6 1250
45
50
4
40 ° 1250
6
7
400
40 6 1250
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Resultados e Discussao

5.1 - Comparacao da hidrolise enzimatica da lactose em

um reator em batelada e um reator a membrana

Foram realizados dois ensaios para determinacdo da conversdo maxima de lactose
em glicose e galactose. Os dois experimentos hidrolisaram o permeado do soro de leite a
uma temperatura de 40 °C, pH 6 e concentracdo de enzima de 1250 mg.L™. A Unica
diferenca entre os ensaios foi a utilizacdo da célula de ultrafiltracdo.

No primeiro ensaio, o dispositivo operou como um reator em batelada. Uma
amostra do substrato foi retirada a cada 15 minutos para analise. No outro experimento, a
célula foi utilizada como um reator a membrana, ocorrendo a permeacao dos produtos
formados — glicose e galactose e retencdo da enzima. Duas amostras foram obtidas, uma de

permeado e outra de retentado, para analise do grau de conversao.

Analisando os valores para o grau de hidrdlise da lactose em glicose, representados
na Figura 5.1, percebe-se que a conversdo maxima para a hidrolise da lactose realizada em
um reator a membrana alcanca um valor na ordem de 92%, enquanto que no reator em

batelada a conversdo maxima obtida foi de 82%.
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Figura 5.1 — Comparagdo do grau de hidrolise da lactose em glicose realizada em um
reator em batelada e um reator a membrana (temperatura 40 °C, pH 6,

concentracdo de enzima 1250 mg.L™).
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As conversbes maximas para ambos o0s reatores foi alcancada com
aproximadamente 60 minutos de ensaio, permanecendo praticamente constante durante o

periodo restante (3 horas) do experimento.

A menor conversdo para o reator em batelada ocorre devido a permanéncia dos
produtos dentro do reator, diminuindo a velocidade de conversdo. Este fenbmeno néo
ocorre no reator a membrana, pois 0s produtos de reacdo, glicose e galactose, permeiam a

membrana, sendo retirados continuamente do sistema.

Analisando os dados de conversdo para o reator em batelada, nota-se que proximo
aos 240 min comeca a ocorrer uma queda na conversao. Esta queda ndo é significativa,
mas pode indicar o inicio da “polimerizacdo” da glicose e galactose, diminuindo assim a
eficiéncia do reator, ocorrendo um principio de reversibilidade. Os monossacarideos

competem com a lactose pelos sitios ativos da enzima, formando oligossacarideos.

Para comprovar que o produto formado permeou a membrana, as amostras retiradas
do permeado e do retentado foram analisadas em fungdo da conversdo de lactose em
glicose e galactose. A Figura 5.2 apresenta os dados para o experimento realizado nas
condigdes operacionais de temperatura de 40 °C, pH 6 e concentracdo de enzima de 1250

mg.L™.
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Figura 5.2 — Comparacdo do grau de hidrdlise da lactose do permeado e do retentado

(temperatura 40 °C, pH 6, concentracio de enzima 1250 mg.L™).
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A anélise das curvas da Figura 5.2 demonstra que o grau de hidrdlise é praticamente
idéntico para as duas amostras. Isto indica que o produto formado no reator permeia a

membrana, sendo retirado da célula de ultrafiltracdo (reator) como permeado.

A membrana utilizada a base de PVDF e DMF foi escolhida por ser uma membrana
de baixo custo. As concentracdes dos reagentes utilizados em sua elaboracdo permitem
obter uma membrana com uma excelente permeabilidade, requisito fundamental na
hidrélise de permeado do soro, devido a grande quantidade deste produto derivado da

industria de laticinios.

Na Figura 5.3 € apresentada uma microfotografia de uma membrana microporosa e
assimétrica de PVDF, identificando as diferentes regides morfologicas. Nessa figura nao
aparece o suporte de poliéster-polipropileno, retirado da membrana devido a dificuldade de
fraturar 0 mesmo para a realizagdo da microfotografia. Percebe-se que os poros da pele
filtrante existentes na sub-estrutura da membrana séo relativamente grandes. Isto permite a
permeacdo de lactose, glicose e galactose e parte da enzima no inicio do processo,
produzindo uma continuidade da hidrolise enzimatica no permeado, necessitando assim de
uma etapa posterior para a inativacao da enzima. Ap6s algum tempo de processo, forma-se
sob a pele filtrante uma camada de gel, composta por moléculas que adsorvem na

membrana, impedindo a passagem de moléculas grandes, como as enzimas.
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Figura 5.3 — Microfotografia da fratura de uma membrana assimétrica de ultrafiltracdo

indicando suas diferentes regiées morfoldgicas.
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Para verificar se ocorreu a permeacdo dos produtos, reagentes e enzima, um ensaio
foi realizado analisando-se o grau de hidrolise alcancado. A diferenca dos outros ensaios
consistiu em dividir a amostra do permeado. Uma parte da amostra foi inativada
imediatamente e analisada, enquanto a outra metade foi mantida em banho-maria a
temperatura de 37 °C durante 1 hora. Ao fim deste periodo, esta amostra também foi
inativada e analisada. Para comprovar a ocorréncia da permeacdo da enzima, os valores

obtidos para o grau de hidrolise deveriam ser diferentes.

A Figura 5.4 apresenta os resultados obtidos na verificacdo da permeabilidade da
membrana as moléculas de elevada massa molecular, como as enzimas. As condicdes de

operacdo foram temperatura de 40 °C, pH 6 e concentracdo de enzima de 1250 mg.L™.
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Figura 5.4 — Comparacdo do grau de hidrolise da lactose da fracdo do permeado
imediatamente inativada e da fracdo do permeado mantido em condicdes

Otimas (37 °C) e inativada apés 1 hora.

Analisando a Figura 5.4, observa-se que no inicio a fragdo da amostra de permeado
mantida em condicGes 6timas durante 1 hora e posteriormente inativada obteve um grau de
hidrélise de aproximadamente 70%, muito superior ao valor de 32% obtido para a amostra
imediatamente inativada. Esta diferenca demonstra que somente no inicio do processo

ocorreu a permeacdo da enzima juntamente com lactose e suas fracGes, glicose e galactose.
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Analisando os dados das amostras coletadas ao se chegar ao maximo de
concentracdo de glicose, aproximadamente 30 minutos apds o inicio do ensaio, o grau de
hidrolise para as duas condi¢cdes do permeado praticamente tornam-se iguais. A provavel
explicagdo estd na ocorréncia dos fendmenos de entupimento da membrana, como a

colmatagem e fouling, explicados na Revisdo Bibliografica.

A ocorréncia destes fendbmenos diminui a permeabilidade da membrana através da
formagdo de uma camada superficial de gel sobre a pele filtrante da membrana
(colmatagem) ou atraves da diminuicdo do diametro efetivo dos poros (fouling), impedindo

a passagem dos reagentes de massa molecular elevada.

Para confirmar esta hipdtese, foi realizada a Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR, em duas membranas utilizadas nos
ensaios. A primeira membrana foi analisada antes de ser realizado qualquer teste, isto &,
uma membrana nova, sem uso, enquanto a segunda membrana foi utilizada em um ensaio
de hidrolise enzimatica nas condi¢cdes operacionais de temperatura de 40 °C, pH 6 e

concentragdo de enzima de 1250 mg.L™.

Na Figura 5.5 sdo apresentados os espectros no infravermelho obtidos na analise de
FTIR para as duas membranas. A regido do espectro analisada esta compreendida entre 0s
nimeros de onda de 1100 a 1800 cm™, pois a absorbancia do PVDF e das proteinas,
através do radical NH", encontra-se nesta regido.

O pico correspondente & regido de 1630 cm™ é decorrente da vibracéo do radical
NH" da proteina dissolvida na superficie da membrana com o fliior, pois as proteinas tém

uma forte afinidade por superficies hidrofébicas, como é o caso da membrana de PVDF.

A andlise da Figura 5.5 demonstra que durante a utilizacdo da membrana na
ultrafiltracdo do soro de leite ocorre uma ligacdo a nivel estrutural entre os polimeros
formadores da membrana e algumas moléculas presentes no substrato, em especial as da
enzima, o que provoca a modificagdo da andlise do espectro do FTIR, aparecendo uma
banda referente a proteina (radical NH* da lactase) na membrana utilizada. A ocorréncia
desta interacdo diminui a permeabilidade da membrana através da diminuicdo do diametro
efetivo dos poros, o que provoca a formacdo de uma camada superficial de gel sobre a pele

filtrante da membrana, impedindo a passagem dos reagentes de massa molecular elevada.
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Figura 5.5 — Anélise de FTIR da membrana nova e da membrana utilizada no ensaio de
hidrélise (temperatura 40 °C, pH 6, concentracdo de enzima 1250 mg.L™).

5.2 - Influéncia da temperatura, pH e concentracdo da

enzima na hidroélise da lactose

5.2.1 - Influéncia da temperatura

As reacdes enzimaéticas sdo fortemente dependentes de uma temperatura 6tima. Esta
temperatura 6tima influencia diretamente a atividade da enzima, aumentando a velocidade
da reacéo e, por consequiéncia, a conversao do substrato em produtos. Temperaturas abaixo
ou acima desta faixa inibem a atividade enzimatica e, a temperaturas muito superiores,
ocorre a inativagcdo da enzima, devido a desnaturacdo da enzima. Como consequéncia, o
conhecimento da faixa de atividade Otima para cada enzima é fundamental para a

otimizacdo dos processos envolvendo reacfes enzimaticas.
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Para determinar a faixa de temperatura 6tima da enzima [B-galactosidase, foram
realizados ensaios a diversas temperaturas, conforme especificadas na Tabela 5.1,
mantendo-se o pH em 6,0 e a concentracdo de enzimas em 1250 mg.L™. A concentracéo da
glicose, através da andlise da quantidade encontrada no permeado, foi utilizada como
parametro para verificar a melhor faixa de temperatura, pois a maior conversdo é obtida na

faixa de maior atividade enzimatica.

A Figura 5.6 apresenta os resultados obtidos para a conversédo da lactose em glicose
e galactose a diversas temperaturas. O grau de hidrélise obtém seu maximo em
aproximadamente 60 minutos, permanecendo constante durante o resto do ensaio. Na faixa
de temperatura entre 30 e 40 °C ocorreram as melhores conversdes, obtendo-se valores

préximos a 100% de hidrolise.
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Figura 5.6 — Grau de hidrolise da lactose em funcéo do tempo a temperaturas de 30, 35,
40, 45 e 50 °C (pH 6, concentragdo de enzima 1250 mg.L™).

Com o aumento da temperatura, a conversao da lactose reduziu sensivelmente. A
45 °C a conversdo méaxima obtida foi de aproximadamente 70%, enquanto que para a
temperatura de 50 °C, apenas 35% da lactose hidrolisou. Pode-se concluir que a medida
que se aumenta a temperatura, a atividade enzimatica diminui, chegando & completa

inativacdo a aproximadamente 90 °C, devido a desnaturagdo das enzimas.
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Analisando os dados da Figura 5.6, verifica-se que a conversdo manteve-se
constante ap6s alcancar o ponto méaximo. Isto € uma evidéncia de que a hidrolise
enzimatica da lactose em um reator com utilizacdo do processo de ultrafiltracdo ndo sofre

nenhum tipo de inibicdo da conversdo por produtos ou reagentes.

Os dados obtidos estdo de acordo com LADERO e colaboradores (2000) que
obtiveram uma atividade maxima para a enzima na faixa de temperatura proxima de 40 °C

utilizando a lactase imobilizada obtida de K. fragilis.

5.2.2 - Influéncia do pH

Quatro diferentes valores de pH foram utilizados: 4, 5, 6 e 7. O permeado do soro
inicialmente em pH 6 foi acidificado com a utilizacdo de &cido citrico 0,1 mol.L™,

enquanto que o pH 7,0 foi alcancado com a utilizagdo de hidréxido de sédio 0,1 mol.L™.

A Figura 5.7 apresenta os valores para o grau de hidrdlise da lactose obtidos nos
ensaios com pH 5, 6 e 7. As condicdes operacionais de temperatura (40 °C) e concentracao

de enzima (1250 mg.L™) foram mantidas constantes durante os trés experimentos.
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Figura 5.7 — Grau de hidroélise da lactose em fungdo do tempo a pH 5, 6 e 7 (temperatura

40 °C, concentracdo de enzima 1250 mg.L™).
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A analise dos dados demonstra que o grau de hidrolise foi praticamente igual
quando a reagdo ocorreu em pH 6 e 7. A conversdo maxima obtida foi da ordem de 90%.
Analisando mais detalhadamente os valores, verifica-se que 0 tempo necessario para
alcancar a conversdao maxima em pH 6 foi de aproximadamente 60 min, enquanto que para

pH 7 foi de 90 minutos.

Nos ensaios realizados em pH &cido os valores para o grau de hidrélise puderam
ser praticamente desconsiderados. Para pH 4 ndo se conseguiu verificar a formacéo de
glicose pelo teste utilizado, enquanto que para pH 5 o valor maximo obtido foi de 1%.
Estas variacGes do grau de hidrolise permitem concluir que a faixa ideal de pH é entre 6 e
7. A medida que o pH é alterado, a atividade da enzima comega a diminuir, sendo que a

maior diminuigdo ocorre em pH &cido.

A variagdo de 1 grau na escala de acidez resultou em valores acentuadamente
diferentes. Enquanto a atividade enzimatica foi pouco reduzida com a utilizagdo do
permeado do soro ajustado para pH neutro, a atividade em pH 5 diminuiu sensivelmente, e

a enzima foi praticamente inativada em pH 4.

5.2.3 - Influéncia da concentracéo da enzima

A Figura 5.8 apresenta os dados relativos aos ensaios de hidrolise enzimatica da
lactose realizados a diferentes valores de concentracdo de enzima: 400 mg.L™, 1250 mg.L™

e 2000 mg.L™. As condigdes operacionais utilizadas foram temperatura de 40 °C e pH 6.

Analisando os dados, percebe-se que para a concentragéo de enzima de 1250 mg.L™
obteve-se 0 mais alto grau de hidrdlise nos instantes iniciais da hidrolise (tempo de 5 min),

enquanto que para as outras concentragdes de lactase ocorreu uma hidrdlise inicial menor.
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Figura 5.8 — Grau de hidrolise da lactose em funcdo do tempo a concentracBes de enzima
de 400, 1250 e 2000 mg.L™ (temperatura 40 °C, pH 6).

O tempo necessario para atingir o maximo grau de hidrolise foi de 60 minutos para
as concentracdes de 400 e 1250 mg.L™?, enquanto que para 2000 mg.L™, o tempo foi de 45
minutos. Neste ponto, os graus de hidrdlise obtidos para os valores da concentracdo de
enzima de 1250 e 2000 mg.L™ foram praticamente idénticos, alcancando uma convers&o
méaxima na ordem de aproximadamente 90%, enquanto que para a concentracdo de 400

mg.L ™ houve um rendimento expressivamente menor, na ordem de 40%.

A anélise dos dados permite concluir que ndo existe uma significativa melhora na
taxa de conversdo quando sdo utilizadas concentracdes maiores do que 1250 mg.L™. O
excesso de enzimas no meio ndo aumenta o grau de hidrolise, apenas diminui o tempo para

obtenc¢édo do rendimento maximo de 60 para 45 min.

A utilizacdo de 400 mg.L™ de enzima diminuiu consideravelmente o grau de
hidrolise maximo obtido. Isto ocorre devido a menor quantidade de sitios ativos
disponiveis para ocorrer a hidrélise, diminuindo o grau de conversao da lactose em glicose

e galactose.
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Capitulo 6

CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 - Conclusoes

Do que foi apresentado no capitulo anterior, e considerando-se os resultados

reportados na literatura, podemos concluir que:

1.

2.

3.

A utilizacdo de um reator a membrana permite uma conversédo maior de lactose
em glicose e galactose em comparacdo a um reator em batelada, pois no reator a
membrana os produtos séo continuamente retirados, ndo ocorrendo a inibi¢éo da

atividade enzimatica pela acdo dos produtos formados.

VariagOes nas condigOes operacionais de temperatura, pH e concentragdo de
enzima influenciaram consideravelmente o grau de hidrélise da lactose. Quanto
mais proximas as condi¢cdes operacionais estiveram das condi¢des naturais do
permeado do soro, isto é, temperatura de 37 °C e pH 6,0, maior foi o rendimento
da hidrolise, o que estd em concordancia com o que se espera de um processo

enzimatico.

A influéncia da temperatura comega a ter maior importancia a partir de 40 °C.
Em temperaturas menores o grau de hidrélise mantém-se praticamente
constante, mas em temperaturas superiores a 40 °C, a atividade da enzima é

fortemente influenciada, ocorrendo uma queda significativa na taxa de hidrolise.

Na hidrolise enzimatica da lactose em pH’s &cidos inferiores a 6,0, ocorre uma
queda significativa de rendimento, sendo que em pH 4 ocorre a inativagdo da
enzima. Em pH 7 a atividade enziméatica mantém-se muito proxima da atividade
do pH 6timo, 6,0.
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5. Para os valores testados, a concentracdo Otima de enzima se estabeleceu em
1250 mg.L™*. O grau de hidrélise manteve-se praticamente igual para a
concentracdo de 2000 mg.L™ e reduziu-se acentuadamente quando 400 mg.L™

de enzima foram utilizados.

6. Para a hidrolise enzimatica da lactose em reator a membrana utilizando-se
Kluyveromyces lactis, o maior grau de hidrolise observado foi de
aproximadamente 100% em 1 hora de ensaio, com as seguintes condi¢des de
operacdo: temperatura de 30 °C, pH 6 e concentracdo de enzima de 1250

mg.L™.

7. A membrana utilizada permitiu a passagem de compostos com baixa massa
molecular, glicose, galactose e lactose, impedindo, quase que totalmente, a

permeacao da enzima.

8. No inicio da hidrdlise ocorreu a permeacdo da enzima e da lactose juntamente
com os produtos formados devido a alta porosidade da membrana. Apds 30
minutos de operacdo ocorreu a formacdo do fendmeno da colmatagem,
impedindo a passagem da enzima. Este fendmeno produz a reducéo do fluxo de

permeado e precisa ser melhor estudado.

6.2 - Sugestoes

1. Determinar o grau de hidrolise da lactose em outras condi¢des operacionais de
temperatura, pH e concentracdo de enzima, para determinar as condi¢Ges étimas

para realizar a hidrélise enzimatica da lactose.

2. Utilizar B-galactosidases provenientes de outras fontes, como Aspergillus niger,
para determinar a influéncia da origem da enzima no processo enzimético da

lactose em um reator a membrana.
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Estudar a influéncia da variagdo do fluxo de permeado no grau de hidrdlise,
identificando parametros que possibilitem o scale-up do processo de

ultrafiltracdo em nivel industrial para a hidrolise da lactose.

Analisar as condicGes para a imobilizacdo da enzima no interior de uma
membrana, verificando assim, a possibilidade de recuperar simultaneamente as

proteinas do soro e hidrolisar a lactose do permeado.

Estudar um método para separar os produtos formados — glicose e galactose
durante a reacdo de hidrolise enzimatica da lactose, permitindo uma melhor

utilizacdo da glicose na industria alimenticia.

Verificar a queda da atividade da lactase em um sistema continuo de hidrolise,
com o objetivo de realizar a troca da enzima no interior do reator apds a queda

da atividade tornar-se significativa.
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