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RESUMO

Nas Ultimas décadas, devido a necessidade de alcancar maior sustentabilidade em
processos industriais, mais atencdo vem sendo conferida ao tratamento de residuos
provenientes da Industria de Alimentos. Um importante setor dessa industria é o de
laticinios, que ocupa lugar de destaque devido ao grande volume de produtos
processados. O soro de leite, principal subproduto da fabricacdo de queijos, possui
nocividade ambiental considerdvel, especialmente pela lactose residual presente,
tornando indispensavel seu pré-tratamento antes de ser descartado como efluente.
Dentre as alternativas promissoras para a utilizagdo desse soro, destaca-se seu emprego
como matéria-prima para a producdo biotecnologica de produtos com maior valor
agregado, o que poderia incluir a hidrolise enzimatica da lactose presente para sintese de
oligossacarideos e substancias com funcéo prebidtica, como a lactulose. Essa ultima
substancia tem recebido muita atencdo nas pesquisas cientificas devido aos seus
diversos usos na industria de alimentos e farmacéutica, atuando, por exemplo, no
tratamento de constipacdo e na prevencgdo e o tratamento de encefalopatia hepética. O
objetivo do presente estudo, de acordo com as alegacdes citadas anteriormente, foi
avaliar o aproveitamento de soro de leite para a produgdo de lactulose por via
enzimatica, utilizando a enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis. Os resultados
levaram a determinacdo das condicBes 6timas para a producdo de lactulose utilizando,
inicialmente, meio sintético a base de lactose e frutose, que foram: razdo lactose/frutose
de 15/30 % (m/v); concentracdo inicial dos substratos (lactose e frutose) de 200 g/L,
temperatura de 50 °C, carga enzimatica de 7 U/mL, pH 7 e adi¢cdo de 0,01% m/v de
Mg“*. A concentracdo méaxima alcancada foi de 22,59 + 0,11 g/L de lactulose. A partir
de entdo, investigou-se a producdo de lactulose por via enzimatica (tanto com a enzima
solivel como imobilizada no suporte previamente selecionado — quitosana) utilizando-
se 0 soro de leite como matéria-pima. Os experimentos apresentaram resultados
promissores, uma vez que elevadas concentracOes de lactulose foram obtidas a partir do
soro. Concluiu-se que a maior producdo foi alcancada no soro de leite tratado para
precipitacdo e eliminacdo de proteina, atingindo-se uma concentracgdo total de 17,32 +
0,88 g/L de lactulose. Também se avaliaram os ciclos de reuso utilizando a enzima
imobilizada, observando-se elevada estabilidade operacional, com sintese, em relacdo
ao ciclo inicial, de 63% de lactulose no terceiro, e cerca 25% ao final do sexto ciclo de
reuso. A partir da hidrélise da lactose, além da galactose liberada, geraram-se altas
quantidades de glicose no meio reacional, assim, no intento de aproveitar essa glicose,
avaliou-se a producdo em uma Unica batelada de lactulose e etanol via enzimatica (por
B-galactosidase de K. lactis) e fermentativa (por Saccharomyces cerevisiae),
respectivamente. Os resultados encontrados foram potencialmente promissores, visto
que foi possivel produzir lactulose e etanol em uma mesma batelada nas concentragdes
méaximas de 17,50 + 0,76 g/L e 8,79 £ 0,65 g/L, respectivamente. Conclui-se, portanto,
que é possivel a utilizacdo da lactose presente no soro de leite residual da Industria de
Alimentos para a producdo de lactulose, o que proporcionaria um destino adequado a
esse residuo, com a reducdo dos danos ambientais e de custos que pode causar. Além da
producdo de uma substancia com maior valor agregado devido a seu extenso uso em
industrias alimenticias e farmacéuticas.

Palavras-chave: Imobilizacdo. Reaproveitamento de soro de leite. Lactulose.



ABSTRACT

In the last decades, due to the need to assure higher sustainability in industrial
processes, the treatment of the waste deriving from the food industry has received
unprecedented attention. An important sector in the business is dairy, which holds a
prominent ranking due to the large volume of products processed. Whey, the main by-
product of cheese, imposes considerable environmental risks, especially due to its the
residual lactose, deeming pretreatment operations indispensable before disposal as an
effluent. Among the promising alternatives for whey utilization, it can be highlighted its
use as a raw material for the biotechnological production of products with high-added
value, which includes the enzymatic hydrolysis of the lactose present for synthesizing
oligosaccharides and other molecules with prebiotic function, such as lactulose. The
latter has received considerable attention in scientific research due to its numerous uses
in the food and pharmaceutical industries, for example, in the treatment of constipation
and in the prevention and treatment of hepatic encephalopathy. Given the
aforementioned scenario, the objective of the present study was to evaluate the
employment of whey in the production of lactulose by an enzymatic route, using p-
galactosidase from Kluyveromyces lactis. The results led to the determination of optimal
conditions for the production of lactulose using a lactose/fructose-based synthetic
medium, which initially were: lactose/fructose ratio of 15/30% (w/v); initial substrate
concentration (lactose and fructose) of 200 g/L, temperature of 50 °C, enzymatic load of
7 U/mL, pH 7.0 and with the addition of 0.01% w/v Mg?*. The maximum concentration
achieved was 22.59 + 0.11 g/L of lactulose. Thereafter, the enzymatic lactulose
production was investigated (with enzymes soluble and immobilized onto the
previouslyselected support chitosan) using whey as raw material. The experiments
presented promising results, given the high concentrations of lactulose obtained in the
whey. It was concluded that the highest production was achieved when the whey had
been treated for protein precipitation and elimination, yielding a total concentration of
17.32 £ 0.88 g/L of lactulose. The reuse cycles were also evaluated using the
immobilized enzyme, with a high operational stability, with a synthesis of 63% of
lactulose in the third cycle and about 25% at the end of the sixth cycle of reuse. From
the hydrolysis of lactose, in addition to the liberated galactose, high amounts of glucose
were generated in the reaction medium. As such, in an attempt to take advantage of
these, the production of lactulose and ethanol was also evaluated in a single batch using
enzymatic (by B -galactosidase from K. lactis) and fermentative (by Saccharomyces
cerevisiae) routes, respectively. The results were potentially promising, since it was
possible to produce lactulose and ethanol in the same batch at the maximum
concentrations of 17.50 + 0.76 g/L and 8.79 + 0.65 g/L, respectively. Therefore, it can
be concluded that it is possible to use the lactose present in the residual whey from the
food industry for the production of lactulose, providing an appropriate destination for
this waste, and consequently, reducing the environmental impact it can exert.
Furthermore, this practice would result in the production of a substance with higher
added value due to its extensive use in the food and pharmaceutical industries.

Keywords: Immobilization. Reutilization of whey. Lactulose.
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1. INTRODUCAO

Com o constante crescimento populacional no planeta, também ocorre o
aumento da geracdo de residuos despejados no ambiente, que sdo produzidos, em sua
grande parte, devido a intensa atividade industrial necessaria para manter a demanda
desse crescimento global. Dentre os principais residuos gerados pela Industria de
Alimentos, mais especificamente no setor latico, esta o soro de leite, um subproduto do
processo de fabricacdo de queijos que, tipicamente, contém de 5 a 8% (m/m) de sélidos,
dos quais cerca de 60-80% s&o lactose e de 10-20% séo proteinas (VAMVAKAKI et
al., 2010). Na ultima década, o total de geracao de soro de leite foi de aproximadamente
140 milhGes de toneladas (SEO; PARK; HAN, 2015). Esse residuo, quando descartado
sem tratamento prévio, pode causar substanciais problemas ambientais devido a sua alta
Demanda Bioldgica de Oxigénio (DBO) (50000 mg/L) e Demanda Quimica de
Oxigénio (80000 mg/L) (SHIPHRAH et al., 2013). Em alguns casos observa-se a
aplicacdo do soro de leite residual como fertilizante, no entanto, é relatado que esse uso
pode trazer mais danos do que beneficios ao solo, resultado na diminuicdo do
rendimento dos cultivos (SEO; PARK; HAN, 2015). Assim, sdo necessarias maneiras
benéficas de gerenciar o soro de leite, buscando-se aproveitar a lactose contida em sua
composigdo. Exemplos representativos do uso industrial dessa lactose incluem o
emprego em aditivos alimentares e como ingrediente funcional em formulac@es infantis.
Também tem sido relatado a utilizacdo da lactose presente no soro de leite para a
producdo de enzimas, como a B-galactosidase (FREITAS, 2013; LIMA et al., 2013).
Outra alternativa promissora é produzir derivados da lactose com valor agregado, como
lactulose, lactitol, acido lactobionico, lactose-uréia, galacto-oligossacarideos (GOS) e
lactosacarose (SPALATELU, 2012).

A lactulose (formula molecular Ci2H22011), um dissacarideo composto de
frutose e galactose, é um dos prebidticos mais importantes e amplamente utilizados
(WANG, 2009). A lactulose e os GOS séo prebioticos derivados da lactose, ambos
representando uma excelente oportunidade para o reaproveitamento da lactose
(GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). As misturas de GOS-lactulose podem ser
produzidas por biocatalise enzimatica, de modo que a sua performance como uma
mistura requer estudos mais consistentes (GUERRERO et al., 2015). Esse dissacarideo

€ um composto bastante versatil que possui aplicacfes significativas nos campos
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alimenticio e farmacéutico, sendo as aplicacbes médicas destacadas entre 0s compostos
derivados da lactose, que prevé um futuro promissor em termos de crescimento do
mercado, aceitacdo do consumidor e impacto social.

A producéo industrial atual de lactulose ocorre em grande parte por via quimica,
utilizando-se catalisadores quimicos que conduzem o processo a diversos
inconvenientes, como a necessidade de varias etapas posteriores (downstream) para
obtencdo de um produto em uma forma mais purificada para ser utilizado. Isso faz
também com que mais residuos toxicos sejam gerados, formando um problema
ambiental que, ao longo dos anos, se torna cada vez maior. Uma alternativa promissora
para esse processo utilizado atualmente seria 0 emprego de bioprocessos via enzimatica,
por ser considerado um método de alta seletividade e uma tecnologia “verde”, uma vez
que os procedimentos sdo mais brandos e geram menos residuos, tornando 0s processos
de purificacdo menos dispendiosos.

A formacdo de lactulose por catalise enziméatica pode ocorrer por um rearranjo
molecular da lactose ou pela formac¢do de uma ponte B-glicosidica entre galactose e
frutose (PANESAR et al. 2013; WANG et al., 2013), sendo essa ultima forma
catalisada por pB-galactosidases (SCHUSTER-WOLFF-BUHRING; FISCHER;
HINRICHS, 2010 PANESAR et al., 2013). As B-galactosidases (EC 3.2.1.23) sdo 0s
biocatalisadores mais adequados por serem enzimas robustas prontamente disponiveis e
com um amplo registro de uso como catalisador na indudstria de alimentos para hidrélise
de lactose na producdo de leite com baixo teor de lactose e outros produtos lacteos
(PANESAR; KUMARI, 2011, PLOU; SEGURA; BALLESTEROS, 2007).

Dessa forma, a presente tese buscou, em um momento inicial, reunir
informacdes a respeito do que esta compilado na literatura sobre o tema citado acima. O
texto foi divido em uma primeira parte, intitulada, Revisdo Bibliogréafica. Entdo, o
estudo seguiu com a parte experimental, buscando avaliar a imobilizacdo da enzima -
galactosidase em diferentes suportes e, em seguida, otimizar a producéo de lactulose por
via enzimatica, a partir de lactose e frutose. Como etapa final para o reaproveitamento
do soro de leite residual da industria de alimentos e, conhecendo as condi¢des Gtimas
para a producdo com a enzima avaliada, buscou-se desenvolver um processo que
envolve o0 uso dessa enzima para 0 consumo do soro de leite como substrato na reacéo,
sintetizando como produto final a lactulose. A seguir, sdo apresentados os objetivos,

tanto o geral como especificos, do presente estudo.
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1.1.0BJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar o processo de producdo enzimatica de lactulose a partir de soro de leite

pela enzima (-galactosidase de Kluyveromyces lactis.

1.1.2 Objetivos Especificos

v' Avaliar a imobiliza¢do enzimdtica de B-galactosidase de K. lactis e Aspergilus
oryzae em suportes adequados (quitosana e agarose-Manae, respectivamente)
visando a producao de lactulose;

v' Avaliar os efeitos da razdo lactose/frutose, concentracdo inicial de substrato,
temperatura, carga enzimatica, pH e concentracdo de ions na producéo de lactulose a
partir de lactose e frutose utilizando a enzima [-galactosidase de Kluyveromyces
lactis;

v’ Estudar a producdo de lactulose diretamente no soro de leite por via enzimatica a
partir das condi¢cfes 6timas descritas com a enzima livre e imobilizada;

v Avaliar a estabilidade operacional do derivado enzimético obtido na producédo de
lactulose a partir do soro de leite;

v" Analisar a possibilidade da producdo conjunta de lactulose e etanol em mesma

batelada a partir de soro de leite por via enzimatica e fermentativa, respectivamente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nas Ultimas décadas tem se observado uma intensa preocupacdo com 0S
aspectos relacionados a protecdo ambiental, especialmente no que diz respeito a geracédo
de residuos industriais e o tipo de tratamento que os mesmos devem receber antes de
serem lancados ao ambiente.

Com o passar dos anos, as caracteristicas da economia mudaram, passando
da agricultura para o setor industrial devido ao rapido crescimento econdémico e
desenvolvimento nesse campo. Tal nivel de desenvolvimento industrial resultou na
geracdo de elevadas quantidades de residuos industriais complexo e danosos. O termo
residuo industrial refere-se a todos os subprodutos produzidos a partir de atividades e
processos de fabricacdo industrial. Um dos rapidos desafios do rapido desenvolvimento
industrial é como reduzir os impactos negativos desses despejos industriais
(KOOLIVAND; MAZANDARANIZADEH; BINAVAPOOR, 2017).

No passado, os geradores de residuos industriais despejavam seus residuos
no ambiente sem qualquer tratamento prévio, contudo, atualmente, industrias e outros
geradores sdo legalmente responsaveis pelo gerenciamento dos seus rejeitos, assim, as
indUstrias devem tratar seus residuos ou buscar companhias qualificadas para esse
procedimento. Com o intuito de preservar o ambiente, processos de minimizacao,
separacdo e reciclagem de residuos devem ser desenvolvidos e aplicados da forma mais
eficaz possivel. Em contrapartida, o interesse nos residuos industriais como uma fonte
de energia e material tem aumentado cada vez mais (NASRULLAH et al., 2014).

A hierarquia do gerenciamento de residuos é um dos principais guias das
praticas de desperdicio zero (Figura 2.1). Por analogia com esse principio, o
desenvolvimento de processos de producdo verde pode ser alcangado seguindo curtos,
médios ou longos prazos.

A minimizacdo de residuos, racionalizacdo e recuperacdo de matérias
recuperaveis e utilizaveis tem sido tradicionalmente tratadas como partes integrantes na
fase de planejamentos dos desenhos de plantas industriais. Contudo, uma vez que o
processo de producdo é estabelecido, o gerenciamento dos residuos formados e sua
coordenacdo com o processo de producdo exerce um papel crucial na alocagdo 6tima
dos recursos a partir de perspectivas econdmicas e ambientais (BARBOSA-POVOA,
2007).
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Figura 2.1: Hierarquia do gerenciamento de residuos de alimentos
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Fonte: Elaborado pelo autor (Adaptado de Kosseva, 2009)

A questdo do gerenciamento de residuos € usualmente tida como um
problema de tratamento de redes de dgua residuais, 0 que € apenas uma pequena parte
dos problemas relacionados ao tratamento de efluentes (JEZOWSKI, 2008). Efluentes
liquidos, originados a partir de atividades industriais, contém contaminantes e certas
substancias, como solventes organicos, com material e energia com potencialidade de
recuperacdo. Além isso, a gestdo de residuos ndo € apenas um problema de fim de linha,
mas também uma potencial origem de reservas, que pode resultar em beneficios
significativos se a integracdo de material e energia sdo utilizadas (CAPON-GARCIA;
PAPADOKONSTANTAKIS; HUNGERBUHLER, 2014).

Residuo alimenticio é um tipo de residuo organico descartado a partir do
processamento de alimentos em plantas industrias, cozinhas domésticas ou comerciais,
lanchonetes e restaurantes que representam uma consideravel proporcdo dos residuos
solidos municipais ao redor do mundo. A quantidade desses residuos é crescente devido
ao rapido crescimento da populacdo e economias globais, como Brasil (KIRAN;
TRZCINSKI, LIU, 2014a). Sua producdo abrange todo o ciclo de vida dos alimentos:
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desde a fase agricola, até o processamento e fabricagcdo industrial, varejo e uso
domeéstico (MIRABELLA; CASTELLANI; SERENELLA, 2014).

Os residuos na industria de alimentos sdo caracterizados por uma alta
proporcéo de produtos especificos, o que torna inevitavel ndo somente a geracao desse
tipo de produto, mas também podem alterar a quantidade e tipo de produtos residuais,
que consistem primariamente de residuos organicos de matérias primas processadas. A
utilizacdo e remanejamento de residuos especificos é complexa, devido a sua
estabilidade bioldgica inadequada, potencial natureza patogénica, alto contetdo de agua,
potencial para rapida oxidacgdo e alto nivel de atividade enzimética. Os diversos tipos de
residuos gerados por varios ramos da industria de alimentos podem ser quantificados
com base no seu respectivo nivel de producdo (JAYATHILAKAN et al., 2012). Esses
residuos sdo compostos principalmente por carboidratos (amido, celulose e
hemicelulose), proteinas, lipideos e acidos organicos. O conteudo de carboidratos e
proteinas totais encontram-se na faixa de 35,5 — 69% e 3,9 — 21,9%, respectivamente
(KIRAN; TRZCINSKI, LI1U, 2014b).

O gerenciamento de residuos e subprodutos na industria de alimentos
apresenta problemas nas areas de protecdo ambiental e sustentabilidade. Geralmente, as
matérias primas e coadjuvantes, bem como os acidos processados, entram no processo
de producdo e saem como 0s seguintes produtos: um produto desejado, um produto ndo
especifico ou um residuo de produto especifico. Esses ultimos sdo acumulados como
resultado do processamento de matérias-primas e sao obtidos durante as varias etapas de
producdo, nas quais 0s compostos de interesse sdo extraidos a partir das matérias
primas. Ap6s a extracdo, frequentemente existem outros compostos usualmente
potenciais presentes nos materiais renascentes (JAYATHILAKAN et al., 2012).

Sistemas fechados sdo a base da chamada simbiose industrial, em que o
objetivo é utilizar residuos de um setor como insumo para outros. A grande quantidade
de residuos produzidos pela inddstria alimenticia, além de acarretar em uma grade perda
de materiais de valor, também levam a sérios problemas de gerenciamento, ambos do
ponto de vista econbmico e ambiental. Muitos desses residuos, no entanto, tém um
potencial para serem reutilizados, em outros sistemas de producdo, como em
biorefinarias (MIRABELLA; CASTELLANI; SERENELLA, 2014).

No contexto do aproveitamento de residuos, o surgimento da Engenharia de
Bioprocessos é uma ferramenta (til para a pesquisa académica e industrial, que possuem

um desafio revolucionario para a producdo de biomoléculas de alto valor (DORAN,
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2012). Pré-tratamentos com agentes fisicos e biologicos, seguidos por reacfes de
purificagcdo controladas, conferem valor agregado a antioxidades naturais, agentes
antimicrobianos, vitaminas e macromoléculas (enzimas, celulose, amido, lipideos,
proteinas e pigmentos), que tém imenso interesse para as inddstrias quimica,
petroquimica, farmacéutica, cosmética e alimenticia. Além disso, muitos outros
compostos, que sdo obtidos com a utilizacdo de pré-tratamento por meio de hidrdlise de
subprodutos ou residuos, podem ser convertidos em processos biotecnologicos
(MURTHY; NAIDU, 2012).

Dentre as industrias que mais geram residuos no mundo, encontra-se a industria
de laticinios, uma das mais importantes globalmente dentro do setor agroindustrial,
representando o maior e mais importante contribuinte para geracéo de residuos liquidos
da industria de alimentos (FERNANDEZ-GUTIERREZ et al., 2017).

Atualmente, pesquisas inovadoras sobre a producéo industrial de baixo custo ndo
poluente e atividades de recuperacdo sdo necessarias para fornecer um ambiente
industrial sustentavel, aliviando efeitos ambientais desfavoraveis (AYDINER et al.,
2016). A industria lactea é uma das fontes mais importantes de geracdo de aguas
residuais de processamento de alimentos (PRAZERES et al., 2012). Soro de leite,
considerado um subproduto valioso, € o principal componente das aguas residuais de
produtos lacteos que é avaliado como um material recuperavel em relacdo a
disponibilidade de alimentos (AYDINER et al., 2013).

Estudos também tém mostradado a viabilidade para a recuperacdo da agua
presente no soro de leite. E possivel, por exemplo, com o uso combinado de sistemas de
ultrafiltracdo e osmose, recuperar cerca de 47% da agua. No entanto, esses
procedimentos para purificacdo desse efluente ainda se mostram muito custosos para a
indUstria (MENESES; FLORES, 2016).

Diante disso, na secdo a seguir, contextualiza-se a importancia da industria de

laticinios, bem como a producdo de um dos seus principais residuos, o soro de leite.

2.1. A indUstria de laticinios

2.1.1. Producéo no setor de laticinios

O leite e os produtos lacteos sdo comumente utilizados na alimentagdo em

diversas formas. Mesmo assim, os constituintes do leite também encontram numerosas
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alternativas de aplicagdes além de alimentos, como fabricacdo de plasticos, fibras
téxteis, colas ou producgéo de etanol e metanol (AUDIC; CHAUFER; DAUFIN, 2003).
No entanto, a principal inddstria que utiliza o leite como matéria-prima segue sendo a
industria de alimentos.

A industria de produtos lacteos ndo somente possui um impacto econémico,
mas cria centenas de empregos diretos e indiretos, representando beneficios econdmicos
local e regionalmente. No Brasil, observa-se uma grande importancia do setor de
laticinios na economia nacional. Em 2016, por exemplo, estima-se que a producdo de
leite de vaca foi 35 milhGes de litros, sendo 0 consumo per capita nesse mesmo ano
estimado em 174 litros por habitante (IBGE, 2016).

Essa indlstria estd subdividida em muitos setores que, juntos, sdo
responsaveis por uma elevada producdo de aguas residuais. Esses efluentes possuem
diferentes caracteristicas, de acordo com o produto obtido (iogurte, queijo, manteiga,
leite, sorvete, etc.). Além disso, o gerenciamento de residuos, clima, condicGes
operacionais e tipos de higienizacao, influenciam nas caracteristicas dos efluentes de
laticinios, contribuindo substancialmente para a poluicéo da superficie das aguas e solo.

Dentre os pardmetros chave que caracterizam esses residuos, os efluentes
oriundos de laticinios se apresentam relativamente com altas cargas orgéanicas
monitorados por Demanda Bioldgica de Oxigénio (DBO) e Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) na faixa entre 0,1 e 100 kg/m® com um indice de biodegrabilidade
(DBO5/DQO) tipicamente na faixa de 0,4 e 0,8. Além disso, o contetdo lipidico (0,1 a
10,6 Kg/m®), sélidos suspensos (0,1 e 22 Kg/m®) e nutrientes (N e P) também
contribuem para os niveis de contaminacdo (KOSSEVA, 2009).

A natureza mutavel dos efluentes de produtos lacteos tornam o seu
tratamento uma tarefa dificil. Sem o tratamento apropriado, esses efluentes podem levar
a graves perigos ambientais (RIVAS; PRAZERES; CARVALHO, 2011). Processos
biol6gicos e fisico-quimicos sdo usualmente sugeridos para manejar os efluentes de
produtos lacteos (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).

Os efluentes da produgdo de sorvetes, manteigas e queijos séo as fontes
mais importantes de contaminagdo organica da industria de produtos lacteos. A
producéo de queijos é responsavel pelos trés principais tipos de efluentes: soro de leite
(resultante da producdo de queijos), segundo soro de leite (resultante da producgéo de
queijo tipo cottage) e terceiro aguas residuais de soro de leite (dgua de lavagem que

contem diferentes fragdes de soro de leite).
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Segundo Mirabella, Castellani e Serenella (2014) existem diversos
compostos que podem ser obtidos a partir do processamento de produtos lacteos (Figura
2.2), 0 que aumenta o potencial dessa industria para a geracao de residuos. Efluentes da
producdo de queijos, por exemplo, representam um significativo impacto ambiental em
indUstrias de produtos lacteos devido as suas carateristicas fisico-quimicas, como a sua
concentracdo de minerais (0,46 e 10%), s6lidos totais suspensos (0,1 e 22 Kg/m®), pH
(3,3 e 9,0), fésforo (0,006 e 0,5 Kg/m®), nitrogénio total Kjeldahl (0,01 e 1,7 Kg/m®),
carga organica (0,6 e 102 Kg/m®), etc. O elevado valor de matéria organica é devido a
lactose (0,18 e 60 Kg/m®), proteina (1,4 e 33,5 Kg/m®) e contetdo de lipideos (0,08 e

10,58 Kg/m®). Essa matéria organica é em torno de 99% biodegradavel (PRAZERES,
CARVALHO; RIVAS, 2012).

Figura 2.2. Principais compostos de valor derivados da indudstria de produtos lacteos

Industria de Produtos Lacteos :

Fonte: Elaborado pelo autor (Adaptado de Mirabella, Castellani e Serenella (2014)).

2.1.2. Soro de leite e seu reaproveitamento

O soro de leite é o maior subproduto da industria de fabricacdo de queijos e

apresenta um importante problema ambiental uma vez que seu despejo é altamente
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contaminante (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). O soro ¢ uma mistura heterogénea
de diferentes tipos de proteinas, como imunoglobulinas, a-lactoalbumina, [-
lactoalbuminas, albumina do soro bovino, lactoferrina e glicomacropeptideos (NATH et
al., 2015).

O soro tem diversas definicdes, uma vez que € a parte sérica ou aquosa do
leite remanescente apds a separacdo da coalhada resultante da coagulagdo do leite por
enzimas proteoliticas ou acido. O tipo e a composicdo do soro em industrias lacteas
dependem principalmente da técnica de processamento, resultando em remocdo de
caseina do leite fluido (Tabela 2.1).

O tipo de soro mais frequentemente encontrado origina-se da producgédo de
queijo, onde o processamento baseia-se na coagulacdo da caseina por coalho, uma
preparacdo industrial que contém quimiosina ou outras enzimas coagulantes de caseina.
Uma vez que a coagulagéo induzida ocorre em pH 6,5, aproximadamente, este tipo de
soro é referido como soro de leite doce. O segundo tipo de soro de leite, soro acido (pH
<b), resulta de processos que utilizam fermentacdo ou adicdo de acidos organicos ou
minerais para coagular a caseina, como na fabricacdo de queijos frescos (KOSSEVA,
2009).

Tabela 2.1. Composicdo tipica de soro de leite doce e acido

Componentes Soro de leite doce (g/L) Soro de leite acido (g/L)
Sélidos totais 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactose 46,0-52,0 44,0-46,0
Proteinas 6,0-10,0 6,0-8,0
Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6
Fosfasto 1,0-3,0 2,0-4,5
Lactase 2,0 6,4
Cloreto 11 11

Fonte: Kosseva, 2009.

O soro apresenta uma alta carga orgénica (DQO em torno de 68 g/L) e,
dessa forma, deve ser tratado antes de ser liberado no ambiente como agua residual
(SADDOUD; HASSAIRI; SAYADI, 2007). Esse residuo pode ser valorizado na
producdo de produtos com alto valor agregado como compostos nutricionais (como por

exemplo, aditivos para alimentos infantis) e usado na fabricagdo de medicamentos. A
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Figura 2.3 apresenta uma representacao esquematica geral da producdo de queijo e soro
de leite a partir da transformacdo do leite. O leite cru é submetido a um tratamento
térmico de pasteurizacao (que objetiva reduzir a populacdo de patogénicos). Apos essa
etapa, uma cultura de micro-organismos, como do género Lactobacillus ou
Streptococus, é inoculada no leite pasteurizado para converter a lactose em acido latico.
Entdo ocorre, finalmente, um processo de coagulacdo enziméatica (com atuacdo de
quimosinas e pepsinas) e, assim, é gerado o soro de leite, que deve ser separado da
massa de proteinas precipitadas (coalhada), que forma o queijo (FERNANDEZ-
GUTIERREZ, 2017).

Figura 2.3. Esquema da producdo de soro de leite durante a producgéo de queijo

: Leite cru

! Pasteurizago

Enzimas /acido latico

Fonte: Elaborado pelo autor (Adaptado de Fernandez-Gutiérrez, 2017)

O soro de leite é composto principalmente por 4gua, que representa de 93 —
95% (m/m) e contém cerca de 50% de nutrientes do leite (LIEVORE et al. 2015). Para
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cada 1 L de soro, hé entre 60 e 70 g de solidos. A fracdo de matéria seca é composta
aproximadante de 66 — 77% (m/m) de lactose, 8 — 15% (m/m) de proteinas e 7 — 15%
(m/m) de minerais, além de uma porcdo menor de nitrogénio nao proteica (como
aminoéacidos), vitaminas (como, A, D e B5), elementos tracos (como zinco) e enzimas
(como lactoperoxidase) (PANESAR et al. 2007). As proteinas do soro de leite sdo
albuminas (acima de 90% m/m), lactoferrima e imunoglobulinas, que representam
aproximadamente 20% (m/m) das proteinas do leite. Essas proteinas possuem
propriedades antiviral, antimicrobiana e antioxidante e, portanto, tornaram-se um
produto de alto valor agregado para a inddstria alimenticia (PATEL, 2015).

Uma vez que a lactose é o principal componente de soro de leite, além de
vitaminas, minerais e proteinas sollveis em agua, varios processos biotecnoldgicos,
usando diferentes micro-organismos/enzimas, tém sido desenvolvidos para utilizar o
soro para a producdo de alguns produtos Uteis da industria (KOSSEVA, 2009). O soro
de leite também pode ser usado como matéria-prima para obtencdo de produtos com
alto valor agregado. Assim, esses residuos podem ser utilizados como substrato para
obtencdo de proteinas com alto valor bioldgico, por meio de tratamentos fisico-
quimicos que envolvem separacdo por membranas ou ultrafiltracdo (SALTIKA et al.,
2017), ou tratados biologicamente, sendo convertidos em biogas (H;) (POWELL et al.,
2013), peptideos bioativos (YADAV et al., 2015), goma xantana (NIKNEZHAD et al.,
2015), acido hialurénico (AMADO et al., 2016) e alcoois, como etanol (PARASHAR et
al., 2016). A seguir, na Tabela 2.2, estdo apresentados diversos produtos obtidos a partir
da utilizagéo do soro de leite como matéria-prima, visando, assim, a agregacdo de valor

a esses materiais.
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Tabela 2.2. Produtos obtidos a partir de soro de leite como matéria-prima em processos biotecnoldgicos

Cond|§6e5 utlllzadaS Concentragéo
Micro- _ . o
_ Bioprodutos Temperatura Agitacdo méaxima do Referéncia
OrganlsmOS pH Tempo
(°C) (rpm) produto
K. marxianus ) Conde-Baéz et
2-fenil-etanol 4.8 30 180 96h 0,96 g/L
ITD00262 al. (2017)
Lactobacillus,
Candidate Poli- ) Gouveia et al.
o ) ) 4-7 25 250 325 dias 0,68 g DQO /gDQO
division TM7 e  hidroxialcanoatos (2017)
Lactococcus.
) Avci, Cagri-
Bacillus sp. o Por tamanho de halo
Bacteriocinas 8 33 125 24 h o mehmetoglu e
ZBP4 de inibicao
Arslan, (2017)
C. curvatus ] ] Carota et al.
Lipideos 55 30 185 5 dias 6,83 g/L
NRRL Y-1511 (2017)
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. Alonso,
Pseudomonas Acido
o 6,5 30 250 50h 78 g/L Rendueles e
taetrolens lactobidnico ]
Diaz (2015)
Aspergillus ) ) Karthika et al.
Lovastatina 6,5 28 180 3 dias 183,54mg/L
terreus (2013)
Mortierella . Demir et al.
_ ) Acidos graxos 6,0 28 180 24h 3,65 g/L.
isabellina (2013)
Lactobacillus L Shiphrah et
] Acido latico 4,6 37 150 36h 33,73 g/L
casei al.(2013)
Kluyveromyces Jedrzejewska;
) Etanol 4,76 25 - 48h 8,61 g/L
marxianus Kozak (2011)
Rhodotorula Nasrabadi e
[3-caroteno 5,88 23 - - 10,69 mg/g

acheniorum

Razavi (2011)
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_ Biomassa Aguirre-
Lactobacillus ) )
) (Lactobacillus 55 37 300 23h 3,50/L Ezkauriatza et
casei
casel) al. (2010)
Lactobacillus o ] Nadal et al.
) Diacetil e acetoina 55 37 100 48h 1,4 g/L
casei (2009)
Aspergillus o . WAN et al.
_ Acido succinico 6,8 38 200 48h 21,2 g/L
succinogenes (2008)
Khodaiyan,
Dietzia ) ) Razavi, e
) Cantaxantina 7,6 30 200 8 dias 2871+76 pg/L )
natronolimnaea Mousavi
(2008)
Ashraf, Soudi
Xanthomonas _
_ Goma xantana 6 28 250 72h 8,84 g/L e Sadeghizadeh
campestris

(2008)
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Bacillus ] Joshi et al.
) ) _ Biosurfactante 7 45 160 72h 34-37 mN/m
licheniformis (2008)
Santos,
Leuconostoc _
) Dextrana 55 35 150 14h 8,56 g/L Rodrigues e
mesenteroides o
Teixeira (2005)
Lactococcus o Liu et al.
_ Nisina 6,5 30 160 12h 92,132 mg/L
lactis (2003)
Lactobacillus _ Briczinski e
Exopolisacarideos 5,0 38 200 28h 325 mg/L

delbrueckii

Roberts (2002)
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Alguns estudos, em quantidade relevante em relacdo ao emprego de micro-
organismos, também demonstram a utilizagdo de enzimas na converséo de soro de leite
em produtos com maior valor agregado. Na literatura pode-se encontrar diversos
processos que alcancaram éxito na utilizacdo de enzimas para conversdo de soro de leite
em outros produtos. Corzo-Martinez et al. (2016), por exemplo, estudaram um novo
método de bioconversdo para a utilizacdo de soro de leite, como um precursor de
ingredientes de alto valor agregado, como fruto-oligossacarideos e o-galactosidases
frutosiladas. Para tal, utilizaram o preparado enzimatico industrial Pectinex Ultra SP-L
(uma mistura de pectinases de Aspergillus aculeatus) e, dessa forma, foi possivel
converter a sacarose, rafinose e estaquiose em fruto-oligossacarideos prebidticos, que
possuem grande importancia nutricional.

Nath et al. (2015) compilaram diversos estudos sobre a sintese e
funcionalidade de proteinaceos a partir de soro de leite como forma de buscar
alternativas para reducdo dos impactos ambientais causados pela geracao desse residuo.
Esses autores relatam que diferentes tipos de enzimas, como tripsinas, quimotripsinas,
alcalases, pepsinas e quimosinas tém sido utilizadas para hidrolise enzimaticas das
proteinas do soro de leite. Proteinas do soro, como a e B-lactoalbumina, aloumina de
soro bovino, lactoperoxidase, lactoferrina e imunoglobulinas tém funcgdes fisioldgicas,
medicinais, funcionais e nutricionais especificas. E esperado que mesmo sem um
tratamento especifico do soro (como com a coagulacao ou a sedimentacdo de proteinas),
a sintese de bioativos proteinaceos por meio enzimatico possa conduzir a uma potencial
reducdo da descarga de efluentes.

Koutinas, Menelaou e Nicolaou (2014) exploraram o potencial para o
desenvolvimento de um processo fermentativo e enzimatico (processo hibrido) para a
producdo de lactato de etilo a partir de soro de leite. Utilizaram-se culturas de
Kluyveromyces marxianus e Lactobacillus bulgaricus para produzir etanol e acido
lactico, respectivamente. Subsequentemente, os produtos de fermentacdo foram
transferidos para uma fase organica através de extracdo liquido-liquido e formou-se
lactato de etilo numa reacéo de esterificacéo catalisada por lipases.

Diez-Municio et al. (2012) estudaram a sintese de trissacarideos com
potencial prebiotico a partir de soro de leite e sacarose pela enzima dextrana-sacarase
(2-a-D-glicopiranosil-lactose) de Leuconostoc mesenteroides. Os resultados indicaram
que o soro de leite € um material com potencial de utilizagdo para a sintese das

substancias citadas, alcancando rendimento em torno de 50%, sob as condi¢fes Gtimas
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de reacdo. De acordo com sua estrutura, esse trissacarideo € um excelente candidato a
novo ingrediente prebidtico devido a alta resisténcia das ligagdes a-(1— 2) as enzimas
digestivas em humanos e animais, bem como ao seu potencial de estimulagdo seletiva
de bactérias benéficas no intestino grosso.

Ademais, alguns estudos também investigam a producdo de enzimas a partir
de soro de leite como substrato. Barbosa et al. (2014), por exemplo, analisaram o
potencial de utilizacdo de soro de leite e farinha de casca de maracuja para a producao
de proteases por Bacillus sp. SMIA-2, uma bactéria termofilica, obtendo-se uma
atividade enzimatica maxima de 12,4 U/mL. Lima et al. (2013), por sua vez,
selecionaram cepas para a produgdo de B-galactosidase a partir de soro de leite residual
da industria de alimentos. Também ha relatos da producdo de lipases a partir de soro de
leite, como no caso de Silva et al. (2014), que estudaram, por meio de planejamento
experimental, a estabilidade de lipases produzidas por cultivo submerso de Yarrowia
lipolytica em soro de leite, glicerol e azeite de oliva como indutores. Esses
pesquisadores concluiram que foi necessario um tempo de 120 h para a producdo da
enzima sob as condic¢des 6timas alcancadas.

Nos ultimos anos, alguns trabalhos também tém citado a producéo
biotecnoldgica de lactulose (4-O-B-D-galactopiranosil-D-frutofuranose), que € um
dissacarideo composto de galactose e frutose unidas por uma ponte B-1,4-glicosidica
(PANESAR; KUMARI, 2011). Recentemente, a lactulose tem recebido uma atencao
particular devido ao seu amplo uso nos campos da industria alimenticia, farmacéutica e
de alimentacdo animal (WU et al., 2017). Devido a grande relevancia dessa substancia e
ao seu grande leque de utilizagdes, considerou-se necessario um maior levantamento de
dados a seu respeito. Portanto, na secdo a seguir, apresenta-se um estudo mais detalhado
sobre a literatura de pesquisas cientificas desenvolvidas nos ultimos anos visando a

producdo de lactulose, bem como diversos processos de producdo dessa substancia.

2.2. Lactulose

2.2.1. Caracteristicas, importancia e aplicagdes

Lactulose (4-O-B-d-galactopiranosil-d-frutose) é um dissacarideo sintético
(formado por uma molécula de frutose e uma de galactose) ndo digerivel no qual ambos
mondmeros estdo ligados por uma ponte B-glicosidica (SCHUMANN, 2002). A ligacéo

B 1-4 entre ambos os carboidratos permite a existéncia de cinco formas anoméricas de
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lactulose (KIM; PARK; OH, 2006). Essa substancia é 50% mais doce que a lactose e
60% a mais que a sacarose (PANESAR; KUMARI, 2011). Lactulose é 15 vezes mais
soluvel que a lactose em propanol, isopropanol, etanol e metanol a 30 °C, o que permite
sua purificacdo a partir de solucdes alcodlicas nas etapas finais do seu processamento
(MONTANES; OLANO; IBANEZ, 2007).

Desde os anos de 1950, a lactulose tem sido usada como um medicamento
para o tratamento de encefalopatia e constipagdo tanto em humanos como em animais
(SILVERIO et al., 2016). Nas ultimas décadas, tem-se conferido maior atencdo ainda,
devido as suas propriedades terapéuticas e promovedoras de salde, sendo considerada
um dos compostos derivados da lactose com maior valor comercial (WANG et al.,
2013). Como um carboidrato prebidtico, pode promover o crescimento de algumas
bactérias benéficas no intestino, como as do género bifidobactérias e lactobacilos
(AIDER; HALLEUX, 2007) e inibir o crescimento de bactérias patogénicas como a
Salmonella (PANESAR; KUMARI, 2011). No setor alimenticio, devido ao seu baixo
teor caldrico, é utilizada como um acgucar substituto e como um promotor de salde
(PANESAR; KUMARI, 2011; SONG et al., 2013).

2.2.2. Aplicacdes médicas e farmacéuticas da lactulose
Diversos estudos demonstram a aplicabilidade da lactulose no campo
médico e farmacéutico. A seguir sdo apresentadas diversas utilizacdes que fazem da

lactulose uma substancia de grande interesse cientifico atualmente.

2.2.2.1. Constipacao

Em alguns casos de constipacdo é necessario o uso de laxantes em quantidade
variavel. Atualmente existe uma enorme variedade de laxantes disponiveis no mercado,
sendo que os modos de agdo geralmente consistem no aumento da massa fecal
(formacdo de massa), no estimulo dos nervos coldnicos ou na lubrificagdo com
substancias osmoticamente ativas, como a lactulose (AIT-AISSA; AIDER, 2014a).
Desde a década de 1960, lactulose vem sendo administrada para tratar a constipacdo em
pacientes de todas as idades, incluindo bebés. E utilizada para alivio da constipagéo,
incluindo constipacdo cronica, funcionando por cerca de 24-48 h. A lactulose
permanece inalterada quando atinge os intestinos e, uma vez alcance-os, sera dividida
nos seus componentes ativos pelas bactérias presentes (como Lactobacillus acidophilus

e Lactobacillus bifidus), aumentando a acdo dos intestinos e mantendo o bolo liquido,
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de modo a colaborar para a impulsédo das fezes (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al.,
2012).

2.2.2.2. Terapia de encefalopatia porto sistémica

Apds o0 uso contra constipacdo, o uso de lactulose na prevencdo e tratamento
da encefalopatia hepéatica € a aplicagdo farmacéutica mais importante. Esse quadro
representa uma sindrome neuropsiquiatrica que pode progredir na forma de transtornos
mentais, chegando ao coma (SCHUMANN, 2002; BRUZZESE et al., 2006;
MACFARLANE; STEED; MACFARLANE, 2008). Essa doenca € induzida por altas
concentracfes de amoénia do sangue, que é consequéncia de um mau funcionamento
hepético que ndo permite a remoc¢do adequada. A aménia € produzida pela degradagéo
da proteina causada por bactérias intestinais e, quando insuficientemente removido no
nivel hepatico, atua como um composto neurotoxico no cérebro (BRUZZESE et al.,
2006; MACFARLANE; STEED; MACFARLANE, 2008; AIT-AISSA; AIDER,
2014b).

2.2.2.3. Portadores de Salmonella e doenca inflamatdria intestinal

E comprovado o potencial de lactulose para uso clinicamente significativo
como um poderoso prebidtico em portadores de Salmonela n&o tifoide. Para esses casos,
a lactulose é utilizada em dosagens de até 60 g por dia. Acredita-se que a acdo se deve a
uma queda acentuada do pH do c6lon, o que torna a sobrevivéncia da Salmonela dificil
(SCHUMANN, 2002). A doenca inflamatdria intestinal diz respeito a um conjunto de
condigdes inflamatérias do colon e intestino. A colite ulcerativa e a doenga de Crohn
sdo duas doencas cronicas importantes da doenca inflamatoria intestinal (TALLEY et
al., 2011). Os efeitos da lactulose tanto nas bactérias como em endotoxinas bacterianas
no intestino fornecem uma base tedrica para a sua utilizagdo no tratamento da doenca
inflamatoria intestinal. A terapia oral de pacientes com lactulose leva ao aumento na
producdo de &cidos orgénicos de baixo peso molecular no célon com consequente
diminuicdo no pH fecal, criando assim, condi¢Ges favordveis para o crescimento de
Lactobacillus acidophilus, que inibem coliformes, bacterdides, Salmonella e Shigella
(AIT-AISSA; AIDER, 2014a).

2.2.2.4. Lactulose e endotoxinas
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Ateracdes na microbiota intestinal estdo associadas a saude intestinal
(PAUL,; VERMA; VERMA 2007), reducdo das infec¢Bes urinarias e respiratorias
(LIAO et al., 1994) e reducgdo na producéo e absorcdo de endotoxinas no intestino, que é
um aspecto chave na resposta inflamatoria intestinal (PANESAR; KUMARI, 2011). A
lactulose tem propriedades de anti-endotoxinas. O papel da lactulose também tem sido
investigado em doentes com ictericia obstrutiva submetidos a cirurgia. Os estudos
mostraram que o tratamento com lactulose antes de cirurgias pode prevenir
complicacdes dependentes de endotoxina, tais como disfuncédo renal (KOUTELIDAKIS
et al., 2003). O efeito anti-endotoxina da lactulose também ¢é aplicavel no tratamento de
distarbios metabdlicos, como a sindrome hepatorrenal (SCHUSTER-WOLFF-
BUHRING; FISCHER; HINRICH, 2010), disfuncdo pancreatica exocrina (MACK et
al., 1992), diabetes mellitus (TABATABAIE et al., 1997) e hipercolesterolemia (LIAO;
FLORIN, 1995).

2.2.2.5. Reducdo dos niveis de amonia no sangue

A lactulose reduz a producdo bacteriana de amoénia nos intestinos e atrai
amonia do sangue para o colon, drenando-a como residuo. A degradacéo de lactulose
em &cidos graxos de cadeia curta produzidos no célon por Bifidobacterium e
Lactobacillus reduz o pH intestinal, reduzindo a produc¢do do amoniaco, deslocando o
equilibrio para a formacdo do ion de aménio, enquanto a proliferacdo das cepas
probidticas inibe o crescimento de bactérias produtoras de amoniaco (WRIGHT;
CHATTREE; JALAN, 2011). Como a am0nia é toxica no nivel do cérebro, a lactulose é
eficaz no tratamento da encefalopatia hepatica (BRUZZESE et al., 2006;
MACFARLANE; STEED; MACFARLANE, 2008).

2.2.2.6. Carcinogénese do célon e prevencdo tumoral

O cancer do colon se desenvolve a partir do revestimento do intestino
grosso, como resultado de alteragbes bioquimicas no Iumen, mucosa e tecidos
adjacentes do intestino grosso. No contexto do carcinoma do célon, tem-se observado
baixas concentragdes fecais de sais biliares secundarios quando a lactulose é
administrada a voluntarios saudaveis, assim foi relatado que a taxa de recorréncia de
adenomas de cdlon no intestino grosso foi reduzida apos a administracdo de lactulose
(VERMA,; SHUKLA, 2013).
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A microbiota do cdlon e os produtos metabdlicos gerados podem influenciar
o0 desenvolvimento do cancer de coélon. J& foi mostrado que a ingestdo de bactérias
probidticas vivas e prebioticos, como a lactulose, reduz o risco de céancer de célon
(MOORE; MOORE, 1995; MACFARLANE; STEED; MACFARLANE, 2008;
PANESAR; KUMARI, 2011; AIT-AISSA; AIDER, 2014b). Diferentes trabalhos sobre a
prevencdo de tumores tém sido realizados e muitos desses estudos foram orientados
sobre os efeitos das bifidobactérias na prevencdo do carcinoma, descrevendo inimeros
efeitos antitumorais especificos e inespecificos e efeitos imunoldgicos exercidos pelos
bifidobactérios (SCHUMANN, 2002).

2.2.2.7. Aumento da absor¢do mineral

A lactulose pode aumentar significativamente a absorcdo de calcio (se a
alimentacdo contém pelo menos 0,3% de calcio). Realizando-se experimentos em ratos,
tem sido demonstrado que a lactulose promove a absorgéo e retencdo no organismo de
varios minerais como calcio, magnésio, zinco, cobre e ferro. Também foi avaliado o
efeito da lactulose sobre a absorcao de célcio (Ca) e magnésio (Mg) em homens adultos
e evidenciou-se que a absorcdo destes elementos aumentou com quantidades crescentes

de administracéo de lactulose, aumentando a forca 6ssea (SEKI et al., 2007).

2.2.2.8. Utilizacdo em alimentos

A lactulose tem muitas vantagens no desenvolvimento de alimentos
funcionais, que promovem beneficios a salde, pode ser adicionada a diversos tipos de
formulagBes alimenticias, aumentando a sua funcionalidade e estimulando o
crescimento e atividade de micro-organismos benéficos ao organismo.

No campo alimenticio pode-se dizer que é crescente a utilizacdo desse
carboidrato, uma vez que estimula a proliferacdo de bactérias col6nicas, como
lactobacilos e bifidobactérias em adultos e lactentes. Devido a este efeito de promocao
da saude, a lactulose é um ingrediente ideal para o desenvolvimento de alimentos
funcionais destinados a apoiar ou manter o bem-estar geral.

Prebidticos como a lactulose sdo substratos nutricionais para o0
desenvolvimento de bactérias benéficas dos géneros Lactobacilos e Bifidobacterium,
que sdo favoraveis para a microbiota intestinal (SHORTT; O’BRIEN, 2003). Os
substratos sdo fermentados por essas bactérias, resultando na formagao de acidos graxos

de cadeia curta. A partir da reducdo do pH intestinal mais baixo, ocorre a inibi¢do do
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crescimento de micro-organismos potencialmente nocivos (como Escherichia coli e
Clostridum).

Alguns pratos e alimentos destinados a um grupo especial de pessoas com
necessidades nutricionais especificas podem conter lactulose. Por exemplo, a
incorporacdo de 0,5 % de lactulose na formula para lactentes € considerada adequada
para estimular a flora de bifidobacterias, enquanto a presenca de lactulose a 1% na
férmula também pode proporcionar um efeito laxativo parcial (OLANO; CORZO,
2009). Estudos de armazenamento para avaliar a estabilidade da formula alimentar para
lactentes mostraram que a adicdo de lactulose ndo influenciou na aceitabilidade do
produto e ndo alterou nenhuma caracteristica de armazenamento do produto, o que foi
aceitavel até 16 semanas de armazenamento a 38 °C (KOKKE et al., 2008). A adicéo de
lactulose a iogurtes pode levar a reducdo do periodo de incubagdo com aumentos na
quantidade de células de bifidobactérias (OZER; AKIN; OZER, 2005).

Devido ao seu poder prebidtico, a lactulose melhora o balanco natural da
microbiota intestinal e, assim, exerce um efeito benéfico no sistema imunoldgico,
atuando com brandura e eficiéncia no intestino, sendo possivel 0 uso em todos 0s
grupos de idade, podendo ser utilizado em longos periodos de tratamento. A Figura 2.4
resume as diversas aplicagdes da lactulose.

Figura 2.4. Aplicac@es de lactulose nos setores alimenticio e farmacéutico
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Fonte: Elaborado pelo autor (Adaptado de Guerrero et. al. (2015)
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2.3. Producéo de lactulose

A lactulose ndo € encontrada naturalmente em leite cru, contudo pode ser
obtida em pequenas quantidades em leites que passaram por processos de tratamento
térmicos, como em leites pasteurizados, originando-se a partir da isomerizacdo da
lactose. Essa sintese ocorre durante o aquecimento do leite e sua quantidade dependera
tanto da temperatura como do tempo de aquecimento no tratamento (CLAEYS;
LUDIKHUYZE; HENDRICKX, 2001), funcionando, assim, como um indicador e
caracterizador do tratamento térmico conduzido (MARCONI et al., 2004). Inicialmente,
a International Dairy Federation (IDF) e a Unido Europeia definiram a lactulose como
um indicador quimico da qualidade do leite, identificando o tratamento térmico ao qual
0 leite foi submetido. De fato, de acordo com o teor de lactulose no leite tratado
termicamente, o tratamento térmico utilizado pode ser estabelecido, seja Ultra High
Temperature (UHT) direta ou indireta, esterilizacdo ou pasteurizagdo (MARCONI et
al., 2004).

A lactulose pode ser sintetizada utilizando métodos quimicos ou
enzimaticos (SILVERIO et al., 2016), sendo a producdo comercial geralmente realizada
por isomerizagéo alcalina da lactose (AIDER; HALLEUX, 2007), por via das chamadas
reacOes de Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein (ANGYAL, 2001). A producao
comercial de lactulose se iniciou em 1953 e, considerando-se o volume de producéo,
pode ser considerada o derivado mais importante da lactose (HAJEK et al., 2013). A
Figura 2.5 apresenta um esquema que resume as principais vias de producdo de
lactulose.
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Figura 2.5. Representacdo esquematica das diferentes metodologias empregadas para
produzir lactulose a partir da lactose: (A) processos gerais; (B) por sintese enzimatica

usando B-galactosidase e (C) por celobiose-2-epimerase.
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A catalise quimica (Figura 2.5-A-C), que utiliza substancias tais como &cido
borico e carbonato de calcio, possui alta eficiéncia devido ao aumento da taxa de
isomerizagdo da lactose que proporciona (PANESAR; KUMARI, 2011). Sob condig¢Ges

béasicas, a aldose (glucose) epimeriza a cetose (frutose), e quando a cetose reage com a
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galactose forma-se a lactulose (MONTGOMERY; HUDSON, 1930). A velocidade
dessa reacdo € influenciada pelo tempo, temperatura e concentracdo do catalisador
(PASEEPHOL; SMALL; SHERKAT, 2008). No entanto, o uso de alcali forte e acido
borico pode levar a formacdo de subprodutos e uma cor acastanhada, 0 que acrescenta
enorme complexidade aos passos de separacdo e purificacdo do produto, bem como o
aumento do custo de produgdo e consumo de energia (WU et al.,, 2017). Esses
problemas limitam o desenvolvimento da sintese quimica para a producao de lactulose,
assim, a bioconversao, utilizando diversas enzimas, como serd abordado a frente, para
produzir lactulose € uma estratégia desejavel. Além dessas técnicas existentes, alguns
estudos também tém avaliado a isomerizacéo da lactose por eletro ativacdo, que € uma
operacdo que requer uma corrente elétrica, cuja intensidade da corrente deve garantir o
aumento do rendimento de lactulose, uma baixa producdo de subproduto e um baixo
custo (AISSA; AIDER, 2013).

2.3.1. Sintese Quimica

O primeiro trabalho que discutiu a producdo de lactulose foi publicado em
1930 (MONTGOMERY; HUDSON, 1930), quando se observou a sintese desse novo
dissacarideo obtido a partir da isomerizagdo da lactose. A reacdo se deu pelo
aquecimento da mistura de lactose e hidréxido de calcio a 35 °C por varias horas, tendo
sido, desde entdo, objeto de diversas investigacdes cientificas.

A sintese quimica da lactulose pode ser performada por duas rotas. A
primeira delas pela reacdo de Lobry de Bruyn—van Ekenstein, que estad baseada na
formacédo de um intermediario endlico (lactose e epilactose) em um meio alcalino onde
a glicose residual da lactose € isomerizada a frutose produduzindo lactulose (HAJEK et
al., 2013). A segunda rota esta baseada num rearranjo de Amadori, onde a lactose reage
com aménia e aminas e um complexo lactosil-amina é formado, sendo entdo hidrolisado
para produzir lactulose. Em termos préaticos, a estratégia de isomerizacdo alcalina é a
mais empregada (AIDER; HALLEUX, 2007, WANG et al., 2013), utilizando-se
hidroxido de célcio, aminos terciarios, aluminato de sddio, boratos, hidroxido de sodio,
6xido de magnésio, hidroxido de potassio, carbonato de potassio (AIT-AISSA; AIDER,
2014a), zeolitas e sepiolites (VILLAMIEL et al., 2002) como catalisadores.

Paseephol, Small e Sherkat (2008) avaliaram a producdo de lactulose a
partir de permeado concentrado de leite, um subproduto de baixo custo da industria

lactea, utilizando um catalisador a base de carbonato de célcio. Esses autores



46

demonstraram a eficacia do p6 de casca de ostra e do calcario para a isomerizacdo da
lactose como substituto do pd de casca de ovo, sendo possivel obter um rendimento
maximo de 18-21% de lactulose a um custo 50% inferior ao da degradacdo original da
lactose. Seo, Park e Han (2015) estudaram a producdo de lactulose a partir de soro de
leite. Investigaram a influéncia de trés fatores, como temperatura, tempo de reacéo e
concentracdo de carbonato de sddio por meio da Medologia de Superficie de resposta e
obtiveram uma concentracdo maxima de 29,6 g/L de lactulose nas condi¢des de 90 °C,
0,51% de carbonato de sédio e tempo total de 20,41 min.

Contudo, a maioria desses processos ocasionam a geracdo de um alto nivel
de produtos indesejados, que sao dificilmente removidos do xarope de lactulose obtido.
Para a producéo industrial, a formac&o desses produtos deve ser evitada. Além disso, a
presenca de monossacarideos e lactose é especialmente indesejavel para processos de
separacdo. Ainda assim, para comercializacdo, a lactulose é produzida pela
isomerizacdo alcalina da lactose, sendo o gerenciamento do residuo e purificacdo do
produto altamente dispendiosos (GUERRERO et al., 2015; ZOKAEE et al., 2002).

2.3.2. Sintese enzimatica

Lactulose também pode ser preparada por meio de rotas enzimaticas. Essa
alternativa tem recebido particular atencdo nas ultimas décadas porque pode ser uma
estratégia efetiva para transpor as desvantagens associadas com a sintese quimica, uma
vez que ndo requer substratos puros, podendo ser utilizadas matérias-primas como soro
de leite como fonte de lactose (SILVERIO et al., 2016; SCHUSTER-WOLFF-
BUHRING; FISCHER; HINRICH, 2010). Quando enzimas sio usadas como
catalisadores, as reacfes sdo conduzidas em condi¢bes brandas, o que minimiza a
degradacédo do produto e o gasto energético, tornando o processo menos oneroso. Além
disso, enzimas sdo biodegradaveis, apresentam alta especificidade e seletividade, e, em
geral, s8o bem aceitas na industria farmacéutica e de alimentos (MAYER; KRANZ;
FISCHER, 2010). Ademais, um processo enzimatico pode promover uma producgao
limpa de lactulose e, consequentemente, simplificar o processo de purificagdo (KIM,;
OH 2012).

A primeira sintese enzimatica de lactulose foi descrita em 1978 em um
trabalho publicado por Vaheri e Kaupinnen. Eles observaram a sintese de 8,6 g/L de
lactulose utilizando a enzima B-galactosidase na presenca de lactose e frutose (em pH

7,2 e 37 °C). Essa enzima é conhecida por catalisar a hidrélise de lactose, produzindo
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glicose e galactose. Assim o galactosil da lactose pode ser transferido para uma
hidroxila contendo um aceptor (frutose) levando a sintese de lactulose (B-d-galactosil-
(1-4)- p-D-frutose) (conforme a Equacdo da reacdo que estd apresentada a seguir) ou
outros possiveis isdbmeros (ponte B-1,1 ou B-1,6), dependendo da seletividade da enzima

e condicOes de reacdo utilizadas.

Equagéo 1:

B—galactosidase . .
12 etapa: C,H,,0,1 ——— > (C¢H1,04 +  — galactosidade — galactosil

(Lactose) (Glicose)

22 etapa: f — galactosidade — galactosil + CgH,Cq = C13Hy5014
(Frutose) (Lactulose)

A partir de 1978, com a publicacdo do primeiro trabalho acerca da producéo
enziméatica de lactulose, muitos pesquisadores tém investigado esse processo de
producdo, tanto com o uso de enzimas livres como imobilizadas. Diferentes
metodologias tém sido avaliadas para se alcancar as melhores condices da sintese de
lactulose. Além disso, muitas fontes microbianas, incluindo bactérias, leveduras e
fungos filamentosos, tém sido usadas para produzir enzimas utilizaveis na biossintese
de lactulose. Na Tabela 2.3 apresenta-se um apanhado geral de estudos publicados na
literatura a respeito da producdo via enzimatica de lactulose, bem como as principais
condicGes adotadas. Em geral, trés enzimas podem estar envolvidas na sintese de
lactulose (B- glicosidase, P-galactosidase e celobiose-2-epimerase), além disso,

diferentes a- galactosidases tém sido estudadas.
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Condigdes reacionais Tipo de meio
ol Producéo Produtividad
~ reaciona rodutividade
Enzima Micro-organismo Concentragao maxima de Referéncias
Temperatura . _ (Fonte do (g/L.h)
pH inicial de lactulose gL
(°C) b
substrato substrato)
) Caldicellulosiruptor
Celobiose-2- ) ) 200 g/L de ) Wu et al.
] saccharolyticus (via 7,0 80 Soro de leite 117 g/L 11,7
epimerase o . lactose (2017)
modificagdo genética)
) 300 g/L de
) Aspergillus o Cardoso et al.
[-galactosidase ) 5,0 37 lactose e 300 Sintético 2,59/L 0,1
lacticoffeatus (2017)
g/L de frutose
) Caldicellulosiruptor Chen et al.
Celobiose-2- S 200 g/L de o
] obsidiansis (via 7,5 75 Sintético 10 g/L 62,5 (2016)
epimerase o o lactose
modificacdo genética)
Lactobacillus 400 g/L de ]
) ) o Liao et al.
B-galactosidase plantarum (via 7,0 50 lactose e 200 Sintético 18,38 g/L 3,06 (2016)

modificagdo genética)

g/L de frutose
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Caldicellulosiruptor

Celobiose-2- ) ] 500 g/L de o Shen et al.
) saccharolyticus (via 7,5 80 Sintetico 57,0 g/L 14,3
epimerase L . lactose (2016)
modificagédo genética)
) Caldicellulosiruptor
Celobiose-2- ) ) 600 g/L de o Wang et al.
] saccharolyticus (via 7,5 80 Sintético 350 g/L 58,3
epimerase o . lactose (2016)
modificagdo genética)
Sitanggang,
167 g/L de
_ _ - Drews,
B-galactosidase  Kluyveromyces lactis 6,8 40 lactose e 333 Sintético 14,5 g/L 0,45
Kraumea
g/L de frutose
(2015)
] Kluyveromyces lactis 250 g/L de ) Padilla et al.
B-galactosidase i 6,5 50 Soro de leite 332 g/Kg 12,9
e marxianus lactose (2015)
) Caldicellulosiruptor
Celobiose-2- ) ] 600 g/L de o Wang et al.
] saccharolyticus (via 7,5 80 Sintético 390,59 g/L 195,3
epimerase L . lactose (2015)
modificacdo genética)
) Caldicellulosiruptor )
Celobiose-2- ) ) 700 g/L de o Kim e Oh
] saccharolyticus (via 7,5 80 Sintético 408,0 g/L 204
epimerase lactose (2012)

modificagdo genética)
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Tabela 2.3 (Continuacgéo): Producdo enzimatica de lactulose: condicGes utilizadas e produ¢cdo maxima alcancada

400 g/L de
) o Tang et al.
[B-galactosidase Arthrobacter sp. 6,0 20 lactose e 200 Sintético - -
(2011)
o/L de frutose
Adamczak,
_ 200 g/L de .
) Kluyveromyces lactis ) Charubin e
[-galactosidase N 6,5 40 lactose e 150 Soro de leite 332 g/L 360,9 )
e fragilis Bednarski
g/L de frutose
(2009)
Sulfolobus 400 g/L de )
) ) ) o Kim, Park e Oh
[-galactosidase solfataricus (via 6,0 80 lactose e 200 Sintético 50,0 g/L 8,3 (2006)
modifigdo genética) g/L de frutose
400 g/L de )
) ] o Lee, Kime Oh
B-galactosidase  Kluyveromyces lactis 7,0 60 lactose e 200 Sintético 20 g/L 6,8 (2004)

g/L de frutose
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Atualmente também existem muitas misturas de enzimas comerciais de o-
galactosidase que tém sido estudadas para a produgéo em escala industrial de lactulose.
Entre essas misturas esta Maxilacr da DSM e Lactoenzima da Novozymes,
provavelmente as mais comuns. Essas misturas enzimaticas sdo obtidas a partir de
diferentes fontes microbianas e tém sido usadas tanto na forma livre como na
imobilizada (SILVERIO et al., 2016).

A producgéo de lactulose catalisada por beta-galactosidases requer frutose
como substrato e exibe uma baixa conversdo. Assim, para um processo em batelada,
uma propor¢cdo menor de lactose/frutose € geralmente favoravel para obter uma maior
concentracdo de lactulose, uma vez que as probabilidades de frutose para atuar como
aceptor de galactosil sdo maiores em comparacdo com a agua (SITANGGANG;
DREWS; KRAUME, 2015). No entanto, em processos continuos, esse fato s6 é
considerado durante as fases iniciais da reacdo. Para reacbes com maiores intervalos de
tempo, ¢ muito mais provavel que a frutose atue como um inibidor na atividade da f-
galactosidase (prejudicando, assim, a transgalactosilacdo) do que como aceptor de
galactosil. Em estudos realizados por Guerrero et al. (2011), a concentracdo maxima de
lactulose obtida foi na proporcédo de lactose/frutose de 1/2, atingindo 15,25 + 0,52 g/L
de lactulose. Com uma proporcdo maior de lactose/frutose, 1/1, obteve-se a menor
seletividade, bem como reduziu-se a concentracdo de lactulose. Além disso, de acordo
com a variacdo da razdo lactose/frutose, deve notar-se que a sintese de galacto-
oligossacarideos (GOS) pode ser aumentada em detrimento da sintese de lactulose:
quando a razdo lactose/frutose foi igual ou superior a 1/1, a sintese de GOS foi

favorecida em vez de lactulose.

2.4. Purificacdo da lactulose

As operacdes de purificacdo podem representar até 90% dos custos
operacionais e a crescente pressao para o desenvolvimento de processos ambientalmente
sustentaveis e regulamentos mais rigorosos sobre gerenciamento de residuos tém sido
forca motriz para o desenvolvimento de vérias estratégias para a purificacéo efetiva de
carboidratos prebidticos (FENG et al., HERNANDEZ et al., PINELO; JONSSON;
MEYER, 2009; GUERRERO, C.; VERA, C.; ILLANES, 2013). Isso certamente se
aplica a producédo de lactulose. A purificacdo de lactulose, industrialmente, é feita por
cromatografia liquida de troca idnica ou de adsorcdo (FENG et al., 2009). As resinas de

troca idnica e de carvdo ativado sdo as matrizes cromatograficas mais utilizadas, com
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uma maior afinidade por di- e oligossacarideos do que pelos monossacarideos,
permitindo a remocdo do catalisador quimico (CAROBBI; INNOCENTI; RIPOLLI,
1990).

Os xaropes comerciais obtidos possuem, em geral, pureza de 50-70%
(BIMBI, 1996), sendo seus principais “contaminantes”: a propria lactose excedente da
reacdo, galactose, glicose, epilactose, acido formico e outros carboidratos (PANESAR;
KUMARI, 2012). A obtengdo de lactulose na sua forma pura, ou seja, com pureza
superior a 95%, normalmente, é feita por meio da cristalizacdo direta da lactulose, como
Bimbi (1996) demonstrou ao avaliar xaropes comerciais. Porém esse método é lento e
necessita de quantidades significativas de lactulose em sua solucéo, do contrario, outro
método de separacdo deve ser aplicado antes da cristalizagdo, visando eliminar a
presenca dos carboidratos restantes da reacdo que, na maioria das vezes, serd incompleta
na presenca desses (AIT-AISSA; AIDER, 2014a).

A purificagdo da lactulose em escala industrial é entdo uma tarefa complexa
que pode envolver vérias etapas. Um processo foi descrito considerando um primeiro
passo de remocdo de catalisador quimico usado (hidroxido de aluminio) por
centrifugacdo, o qual é entdo misturado com hidréxido de sédio e calcinado a 750 °C
para recuperar o catalisador na sua forma ativa (aluminato de s6dio). O sobrenadante
contendo lactulose e lactose ndo reagida além de alguns outros componentes menores é
submetido a varias etapas de ultrafiltracdo e nanofiltracdo, remocéo de ions com resinas
de troca i6nica e, em seguida, concentracdo; a lactose ndo reagida é entdo removida por
cristalizacédo, obtendo-se uma lactulose altamente purificada com pequenas quantidades
de contaminantes (lactose residual, epilactose e galactose) (CAROBBI; INNOCENTI;
RIPOLI, 1990; PANESAR; KUMARI, 2011).

Por ser um produto obtido a partir da isomerizacdo da lactose, 0 processo
quimico de producdo da lactulose costuma, também, gerar outros produtos indesejaveis
(AIT-AISSA; AIDER, 2014a), como a propria lactose excedente da reacéo, galactose,
glicose, epilactose, acido formico e outros carboidratos (PANESAR; KUMARI, 2012).
O crescente numero de pesquisas envolvendo a producéo de lactulose vem gerando uma
maior busca por processos de purificacdo que tornem essa substancia apta a usos
diversos: adogante substituto do acglcar comum, tratamento de constipacdes e
complicacdes no figado, anti-inflamatorio para o intestino, dentre outros (PANESAR;
KUMARI, 2011).
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Ja na sintese enzimatica por transgalactosilacdo de lactose, os contaminantes
a serem removidos s@o glicose, galactose, frutose e lactose residual. A remogédo da
frutose ndo reagida é especialmente importante, uma vez que a frutose altera a dogura e
o valor calorico do produto e induz as reacdes de Maillard (PANESAR; KUMARI,
2011; SCHUSTER-WOLFF-BUHRING; FISCHER; HINRICH, 2010).

Os métodos de separacdo mais estudados sdo: adsorcao seletiva por zedlitas
(CHAO et al., 1983), adsorcao por uso de resinas cationicas (DENDENE et al., 1995) e
a extracdo com solucBes precipitadas de agua-etanol (RUIZ-MATUTE et al., 2007).
Cada um desses métodos sera apresentado resumidamente e separadamente nesta secao.

Na maioria dos casos, o processo de purificacdo € feito em pH baixo para
evitar a degradacdo da lactulose, separando-se os principais catalisadores e a lactose,
devendo ser separada, cristalizada e reciclada no processo (SCHUSTER-WOLFF-
BUHRING; FISCHER; HINRICH, 2010). Para remover fons alcalinizantes, que podem
causar reagdes degenerativas, estudos na literatura (Hicks e Parrish, 1980) mostraram
que o acido borico é o mais indicado (utilizando a trietilamina como catalisador, que
deveréa ser removido com o uso da resina IR-120 (H+)) devendo ser removido por ciclos
repetitivos de evaporacgdo a baixa pressdo com adi¢cdo de metanol absoluto. Chao et al.
(1983) conseguiram a separacéo de lactulose e lactose por meio da adsorgéo seletiva por
formas catidnicas (especificamente bario ou potassio) de zedlita modificada Y. A
lactulose adsorvida foi recuperada por meio do eluente, preferencialmente a dgua. Ainda
assim € considerado normal para o processo que uma parte da lactose também seja
adsorvida pelas zedlitas, comprometendo a pureza do produto final.

Dendene et al. (1995), utilizaram a resina de troca catibnica Dowex
AG50W-X8 para separar trés carboidratos presentes no xarope de lactulose industrial:
79% de lactulose, 9% de galactose e 12% de lactose. Essa resina demonstrou, dentre as
trés que foram testadas, melhor poder de adsorcdo seletiva em condigdes especificas
para cada separacdo, seja Lactulose/Lactose ou Lactulose/Galactose. Ruiz-Matute et al.
(2007) separaram lactulose de lactose por meio da cristalizagdo na presenga de etanol,
por meio de uma Extracdo por Liquido Pressurizado (ELP) a 1500 psi por 30 minutos,
atingindo pureza superior a 90%, sendo, provavelmente, esse 0 método mais eficaz de

purificacdo por ser mais rapido e consumir pouco solvente.

2.4.1. Separacdo de lactulose/lactose por adsorgdo seletiva em peneiras moleculares

zeoliticas.
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Zeolitas sdo materiais cristalinos de estrutura aberta, constituidos por
tetraedros ligados por &tomos de oxigénio (SiO4 e AlO,), porém tendo sua abrangéncia
de definicdo expandida nos dltimos anos para qualquer material com essas
caracteristicas (GaOy, POy, etc.) (LUNA, 2001).

Foi com base nos estudos sobre zeolitas que Chao e Sherman (1983)
patentearam o processo de separacdo da lactulose com o uso da zedlita Y substituida
com bério (BaY), visto que a zedlita X ndo adsorve nem lactulose nem lactose
significante e Zeolita Y, substituida com Calcio, ndo separa significativamente nem a
lactulose nem lactose, obtendo um produto de baixa pureza. Seus experimentos com
adsorcéo seletiva foram realizados nas seguintes condi¢fes: uma coluna de 1,6 m de
comprimento com didmetro interno de 0,77 cm foi preenchida com zedlita Y
convencional (30x50 mesh) que foi trocada com bicarbonato e ligada com 20% de
aglutinante, utilizando-se o fluxo de 21,59 Ipm/m2 (litros por minuto por metro
quadrado) da solucdo de lactulose/lactose.

Apo6s a realizacdo dos testes, Chao e Sherman (1983) perceberam a
ineficiéncia do BaY em separar a lactulose a esse fluxo, necessitando de um fluxo mais
lento para uma separagdo que, ainda assim, demonstrou-se ineficiente, retendo 1,7 mL e
3,1 mL de acucares, lactose e lactulose, respectivamente, durantes os testes. Contudo,
ap6s um segundo teste, onde testou-se Zeolita BaSY, ou seja, zeolita modificada com
vapor de bario Y, nas mesmas condi¢cdes de granulometria, pressdo e temperatura,
notou-se uma boa eficiéncia na separacdo da lactulose, tendo retido 3,5 mLe 5,8 mL de
lactose e lactulose, respectivamente. O mesmo tipo de resultado foi observado em
zeolitas a base de potéssio, tendo a zeolita convencional substituida com potassio Y
(KY), retido apenas 2 mL de acucares em ambos os testes com lactose e lactulose
realizados e a zedlita modificada com vapor de potassio Y (KSY) retido 2,3 mL de
lactose e 3,5 mL de lactulose nos testes realizados. Mostrando que ze6litas modificadas
com vapor de bario Y sdo a melhor opg¢do para esta reacdo de adsor¢do seletiva, porém
mesmo assim, ao final do processo, ao recuperar-se 0s aglcares, notou-se que estes

ainda possuiam tragos de lactose que precisariam ser eliminados.

2.4.2. Separacdo de lactulose, lactose e galactose por meio de colunas de resinas
cationicas de troca idnica.
Dendene et al. (1995) realizaram um estudo de separacdo de lactulose,

lactose e galactose por meio de colunas com resinas de troca-i6nica. Durante o estudo,
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testaram trés resinas conhecidas pelo seu uso na separacao de aguUcares, todas na forma
cationica (Na*), para descobrir qual seria a que mais se encaixaria no processo de
separagdo da lactulose. Apds os testes preliminares, a 55 °C, a resina Duolite C
204/2078 ainda demostrava concentracGes considerdveis dos trés acucares, tendo
adsorvido lactose junto com a lactulose nos primeiros minutos da leitura e galactose nos
minutos finais. A segunda e a terceira resina, Duolite C 211/2554 e Dowex AG50W-
X8, respectivamente, obtiveram resultados similares, sem sinais de adsorcéo de lactose,
apenas com uma pequena concentracdo de galactose sendo adsorvida em paralelo a
lactulose. Contudo, a terceira resina foi escolhida para o restante do processo por
possuir menor coeficiente de distribuigdo e menor granulometria (100 pum).

Apos a selecdo da melhor resina, novos testes foram realizados com a resina
em suas formas: Na*, K* e Ca®*, e em temperaturas distintas (15 °C, 35 °C e 55 °C). Os
resultados mostraram que a galactose é melhor separada da lactulose a altas
temperaturas (55 °C) com resinas na forma Na* e K* existindo pouca diferenca entre os
coeficientes de pulso cromatografico de cada uma, dados estes recolhidos através de
gréficos que levavam em conta o tempo da adsorcdo em relacdo ao tamanho da coluna
por sua velocidade , ja que seus coeficientes a essa temperatura foram de 0,176 para a
lactulose e 0,352 para a galactose na resina em sua forma K* e 0,187 para a lactulose e
0,329 para a galactose para a resina em sua forma Na®, indicando que apesar da resina
em sua forma K" ter apresentado melhores resultados que a na forma Na*, os valores
estdo proximos o suficiente para afirmar que ambas possuem qualidades similares neste
processo. A lactose é melhor separada da lactulose em temperaturas baixas (15 °C) com
a resina na forma de Na" ou Ca*", sendo seus coeficientes de pulso cromatografico
nessa temperatura 0,172 para a lactose e 0,237 para a lactulose para a resina em sua
forma Na" e 0,160 para a lactose e 0,265 para a lactulose para a resina em sua forma
Ca®*, da mesma forma que no teste anterior, a forma Ca*? apresentou resultados

melhores, mas a diferenca entre ambos é desprezivel.

2.4.3. Purificagdo da lactulose de misturas com lactose usando extragdo por liquido
pressurizado

Ruiz-Matute et al. (2007), buscando a separacdo da lactulose/lactose,

utilizaram o metodo de Extracdo por Liquido Pressurizado (ELP), que permite uma

répida extracdo (aproximadamente em 30 minutos), mantendo os solventes permanegam

na forma liquida mesmo em temperaturas acima do seu ponto de ebulicéo,
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proporcionando, assim, uma alta temperatura de extracdo, aumentando a solubilidade,
cinética de dessorcdo e a interacdo analito-solvente. Solventes como o etanol, que
possui baixo ponto de ebulicdo, tém potencial para uso nessa técnica, ja que se tornam
mais eficientes em altas temperaturas para extracdo de materiais como antocianinas e
polifendis (SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2012; HEO et al.,2014).

Diante da qualidade da extragdo por ELP, Ruiz-Matute et al. (2007) usaram
uma solucdo lactulose/lactose (9:1) durante o experimento, no qual a amostra era
sempre colocada na célula de extracdo em excesso e no fundo dela existia um filtro de
celulose (Dionex) para evitar o recolhimento de particulas em suspenséo no frasco de
extracdo. Apos isso, a extracdo foi realizada com o solvente aquecido e pressurizado. A
pressdo utilizada foi mantida constante (1500 psi), sendo a temperatura e a concentracao
do solvente (etanol/agua) as variaveis a serem testadas no processo, variando de 40 °C a
130 °C e de 100:0 a 70:30, respectivamente. Apds os testes, os autores chegaram a
resultados varidveis de pureza, sendo estabelecidos como condigdes O6timas a
temperatura de 40 °C e a concentracdo etanol/agua de 70:30. A pureza da lactulose final
foi de 93,59%, demonstrando a alta eficiéncia deste método em separar lactulose e
lactose. Estudos posteriores também demonstraram que caso a concentracdo de etanol

seja inferior a 60%, a pureza do produto final também é comprometida.

2.4.4. Cristalizacéo da lactulose a partir de xaropes comerciais

O processo de cristalizacdo é também um método que pode ser empregado
para purificacdo de lactulose, pois permite o melhor uso de um produto devido a maior
pureza observada em um cristal. A cristalizacdo da lactulose por vezes € util para
purificacdo de xaropes industriais que possuem baixa pureza (BIMBI, 1996) e € um
processo que, normalmente, envolve alcoois (PANESAR; KUMARI, 2011). Bimbi
(1996) desenvolveu um novo método, tendo em vista que, mesmo xaropes comerciais
de lactulose tem pureza relativamente baixa, entre 50-70%. Cerca de 3-14% de sua
composicdo consiste de galactose, 3-9% consiste de lactose e 4-7% de outros
carboidratos. O método desenvolvido primeiro consiste na redugdo do teor de &gua do
xarope aquoso de lactulose até que sua concentragdo de agucares esteja entre 70 e 80
°Brix, a solucdo resultante deve estar entre 5°C-20°C, adicionando-se lactulose tri-
hidratada cristalina, para iniciar a cristalizacdo (a quantidade deve variar de 5% a 30%
da quantidade de lactulose presente na solugéo), o tempo total de processo é de 20 a 120

h. Os cristais produzidos tem teor de agua inferior a 0,5%, pureza minima de 98,5% e o
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rendimento com relacéo a lactulose incialmente presente na solucdo gira em torno dos
40%.

2.4.5. OQOutras considerac@es sobre purificacdo da lactulose

Outra estratégia para a purificacdo de lactulose é o fracionamento por
membranas de ultrafiltracdo e nanofiltracdo. Ambas as membranas inorganicas
(ceramicas) e organicas (celulose, polissulfona, poliamida) estdo disponiveis, sendo esta
ultima a mais utilizada em escala industrial (VANNESTE et al., 2011; ZHANG et al.,
2011). Por meio desse método, existe um alto potencial para a purificacdo e foram
observados avancos significativos nos experimentos conduzidos nas Gltimas décadas (LI
et al., 2008; PINELO; JONSSON; MEYER, FENG et al., 2009). No entanto, o
fracionamento da membrana de misturas de carboidratos ainda ndo é uma tecnologia
madura e mesmo que o catalisador possa ser efetivamente removido, a lactose ndo pode
ser separada da lactulose por esta estratégia (PINELO; JONSSON; MEYER, FENG et
al., 2009; NATH et al., 2013).

Outras estratégias que foram aplicadas para a purificacdo de glico-
oligossacarideos (GOS) sdo, em principio, aplicaveis a purificacdo de lactulose
sintetizada enzimaticamente. Entre elas, a oxidacdo enzimatica tem sido utilizada para a
remocdo de glicose e lactose por conversdo em &cido glucdnico e &cido lactobidnico
com glicose oxidase e celobiose desidrogenase, respectivamente, sendo esses acidos
retirados do meio por métodos como adsorcdo. Mesmo que a remocao dos acidos por
cromatografia de troca ibnica seja viavel, o custo das oxidases e a complexidade do
sistema tornam o processo ndo-realista ao nivel da producdo (SPLECHTNA et al.,
2001).

A fermentacdo seletiva de monossacarideos com Saccharomyces cerevisiae
e mono e disacarideos com K. lactis também é uma estratégia viavel para a purificacdo
de lactulose que pode ser utilizada para a purificacdo; removendo eficientemente
acucares contaminantes a um baixo custo (RABIU et al., 2001; YOON; MUKERJEA;
ROBYT, 2003; CHENG et al., 2006; LI et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2009
DUARTE et al., 2010). A fermentacao seletiva foi utilizada com sucesso na purificacdo
de GOS com S. cerevisiae e K. lactis obtendo um produto com elevada pureza
(GUERRERO, C.; VERA, C.; ILLANES, 2014). Uma variacdo dessa estratégia foi
implementada por Rada et al. (2008) utilizando estirpes de Lactobacillus para a

remocdo de carboidratos ndo-prebioticos. A fermentacdo seletiva é interessante para a
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purificacdo de lactulose, uma vez que permite a remoc¢do completa de monossacarideos
sem consumo dos produtos de sintese (lactulose e GOS). No caso da purificacdo de
lactulose, somente S. cerevisiae pode ser usado porque K. lactis também consome
lactose e lactulose.

A maioria das técnicas descritas ndo sao suficientemente eficientes para a
purificacdo de lactulose, uma vez que a separacdo da lactose é um grande problema
devido a similaridade da estrutura e propriedades fisico-quimicas de ambos. Mesmo
assim, a separacdo de monossacarideos é importante para a producdo de produtos com
baixo teor caldrico e baixa docgura, susceptiveis de serem consumidos por pessoas com
diabetes e sobrepeso (LI et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2009).

2.5. Imobiliza¢do da enzima B-galactosidase

As enzimas sdo consideradas poderosos biocatalisadores e aumentam as
taxas reacionais de varios processos bioldgicos e quimicos. Recentemente, ha um alto
requisito para os potenciais biocatalisantes e sdo considerados alternativas ecoldgicas de
alto valor para sintese quimica. A maior parte dos processos que envolvem a sintese
qguimica usam solventes organicos ambientalmente nocivos e requerem alta energia para
0s processos (MACKENZIE et al., 2015). Como as enzimas microbianas ndo possuem
nenhuma natureza ambientalmente perigosa podem fornecer solu¢bes "mais limpas"
para a sintese de produtos de interesse (MADHAVAN et al., 2017).

Muitas enzimas que catalisam reac6es de interesse ja foram descobertas, no
entanto, a quantidade de enzimas conhecidas representa apenas uma pequena fracdo da
diversidade natural disponivel na natureza. Mais de 99% da diversidade microbiana
também ndo é possivel cultivar em condi¢cbes laboratoriais (WANG et al., 2016). Um
grande numero de enzimas tem sido comercialmente utilizado em varias industrias,
como couro, téxteis, alimentos, papel, produtos farmacéuticos e detergentes. Dentre 0s
biocatalisadores industriais mais importantes estdo lipases (biocombustivel e indUstria
farmacéutica) (SANTOS et al., 2015), tripsina (industria do couro) (BHAVSAR et al.,
2013), xilanase (industria de papel e celulose) (KHATRI et al., 2016), lipoxigenase
(industria alimentar) (PLAGEMANN et al., 2013), fitase (industria alimentar)
(REBELLO et al., 2017), proteases ativas a frio e a-amilase (industria de detergentes)
(YANG et al., 2011; RAI et al., 2017), hialuronidase (enzima farmacéutica) e lactases
(industria de alimentos) (ALBUQUERQUE et al. 2016).
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O uso da tecnologia de imobilizacdo enzimatica pode melhorar ainda mais a
economia dos processos nos quais se busca a utilizacdo de residuos devido a diferentes
vantagens em relacdo aos sistemas que utilizam micro-organismos ou enzimas livres.
As enzimas imobilizadas sdo definidas como as que sdo fisicamente confinadas ou
localizadas em uma certa regido delimitada do espaco com retencdo da sua atividade
catalitica, que pode ser utilizada repetidamente e continuamente (CHIBATA; TOSA
1977). A imobilizacdo de enzimas é um pré-requisito para muitos dos seus usos como
biocatalisadores industriais, pois o principal objetivo da imobilizacdo € facilitar a
reutilizacdo enzimatica (SHELDON; PELT, 2013). No entanto, muitos pesquisadores
concentram a pesquisa em como a imobilizacdo pode melhorar outras propriedades
enzimaticas, como estabilidade, atividade ou seletividade (BRADY; JORDAAN, 2009;
RODRIGUES et al., 2013; SECUNDO, 2013). Existem muitas estratégias de
imobilizacdo por adsorcdo de proteinas em suportes, sendo um dos protocolos mais
utilizados, devido a sua simplicidade e reversibilidade (GARCIA-GALAN et al., 2011).

A adsorc¢do, o aprisionamento em gel e a ligagdo covalente sdo os métodos
mais populares de imobilizacdo utilizados em varios experimentos (Figura 2.6). Na
adsorcéo, os biocatalisadores sdao mantidos na superficie dos suportes por forcas fisicas
(Forcas Van-der-Waals) ou forcas eletrostaticas. As vantagens da adsorcdo sdo a
simplicidade nos procedimentos e a pouca influéncia na conformagéo do biocatalisador
(MARWAHA; KENNEDY, 1984). No entanto, uma grande desvantagem desta técnica
é a debilidade relativa das forcas de ligacdo adsortivas. As principais vantagens da
técnica de aprisionamento sdo a simplicidade pela qual as particulas esféricas podem ser
obtidas por gotejamento de uma suspensdo enzimatica com polimero em um meio
contendo contra-ions formadores de precipitacdo ou por meio de polimerizacdo térmica.
A principal limitacdo desta técnica € o possivel vazamento das enzimas durante a
operacdo continua a longo prazo. No entanto, as melhorias podem ser feitas usando
procedimentos de reticulacdo adequados. As limitagOes de transferéncia de massa sao
uma desvantagem significativa para muitas técnicas de células imobilizadas.

A imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos por acoplamento covalente
e coordenacdo de metais geralmente leva a preparacGes muito estaveis com vida util
prolongada em comparacdo com outros métodos de imobilizagdo. Geralmente, envolve
duas etapas, primeiramente, ativacdo do suporte e, em seguida, acoplamento da enzima
ao suporte ativado. Existe uma grande variedade de grupos funcionais capazes de serem

utilizados no acoplamento covalente, o que torna esse método geralmente aceitavel para
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imobilizacdo. A imobilizacdo de enzimas a suportes sélidos envolve reacbes entre 0s
residuos aminodcidos da proteina e grupos emergentes funcionalizados. Os materiais de
lavagem mais frequentemente usados ndo possuem grupos reativos, mas sim grupos
hidroxilo, amino, amida e carboxil, que devem ser ativados para imobilizacdo de
proteinas (CABRAL; KENNEDY, 1991).
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Figura 2.6. Métodos basicos de imobilizagdo de biocatalisadores.

o
o

‘;‘;"lﬁ TETAT AN AT

‘L{;" h
Ligacdo eletrostatica Ligacgdo covalente
superficial superficial

e O N 0, Pt i LAY

s Floculacéo natural
Aprisionamento dentro de (Agregacao) Floculagdo artificial
uma matriz porosa (Cross-linking)

® .
n a
L L]
. U
< of
" R
o, ®

Ysgguun®

Contencao entre membranas micro

Microencapsulagéo porosas

Microencapsulacao . '
b ¢ interfacial



62

O uso da enzima soltvel B-galactosidase para hidrolisar a lactose presente
no soro de leite converte-a em um xarope com dogura, que pode ser utilizado pela
indUstria de laticineos, industrias de confeitaria, panificacdo e refrigerantes. Esses
xaropes possuem grande poder adocante, podendo ser ainda aumentado com a
bioconversdo da glicose presente no hidrolisado formado para frutose pela enzima
glicose isomerase imobilizada. (SIENKIEWICZ; RIEDEL, 1990).

Atualmente, o status GRAS (Generally Recognized as Safe) é vélido para
alguns micro-organismos, como Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces
lactis, Kluyveromyces fragilis, que sdo os principais produtores dessa enzima utilizada
na industria de alimentos. As [-galactosidases de Kluyveromyces fragilis e
Kluyveromyces lactis sdo muito semelhantes, com pH 6timo proximo a neutralidade, se
mostram adequadas para hidrélise de lactose no leite e sdo amplamente aceitas como
seguras para uso em alimentos.

Embora essa enzima tenha inimeras aplica¢fes nas indudstrias de alimentos
e lacteos, sua estabilidade é uma das limitagdes que dificultam a implementacéo geral
de biocatalisadores em escala industrial. Assim, hd uma necessidade de explorar seu
potencial total como catalisador, adotando estratégias adequadas para sua estabilizacéo,
como o uso de técnicas de imobilizacdo por adsorcdo (ALBUQUERQUE et al. 2016). A
enzima multimérica pode ser estabilizada usando condicdes experimentais adequadas e
ferramentas genéticas para reticular ou fortalecer a interacdo de subunidade a
subunidade (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2009)

B-galactosidases podem ser usadas de varias maneiras para hidrolisar a
lactose no leite ou no soro leite e na sintese de oligossacarideos e, quando sdo
imobilizadas, esse processo pode ser ainda mais efetivo. Essas enzimas tém sido
imobilizadas por diversos métodos em matrizes variadas, incluindo aprisionamento,
cross-linking, adsorcdo, ligacdo covalente ou combinacdo desses métodos (Tabela 2.4).

A primeira aplicagdo industrial de B-galactosidase imobilizada na industria
de alimentos foi realizada pela SnamProgetti (Itdlia) e pela Sumitomo Chemicals
(Japdo) na década de 1970 (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985). SnamProgetti usou f-
galactosidase de K. lactis encapsulada em fibras de triacetato de celulose por fiacdo com
fibras Umidas, que foram cortadas e utilizadas para hidrélise de lactose no leite
(MARCONI; MORISI, 1978).

A escolha da tecnologia de processo depende da natureza do substrato, das

caracteristicas da enzima, da economia da produgéo e da comercializagdo do produto. A
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caracteristica principal que determina a escolha e aplicagdo de uma dada enzima € a
faixa de pH operacional. As enzimas resistentes a pH &cidos, oriundas de fungos, sdo
adequadas para o processamento de soro de leite &cido e soro de soro, enquanto que as
enzimas de pH neutro, provenientes de bactérias e leveduras, sdo adequadas para
processamento de leite e soro de leite doce (PANESAR, KUMARI; PANESAR, 2010).

Tabela 2.4. Comparagao de alguns sistemas de imobilizag¢ao da enzima (-galactosidase

) Método de N o
Fonte da enzima _ o Suporte utilizado Referéncias
imobilzacéo
Arpergillus oryzae Adsorcao Manae-agarose Zaak et al., 2017

) L Quitosana com )
Kluyveromyces lactis Ligacéo covalente ) Lima et al. 2013
glutaraldeido

Grosova et al.,

Arpergillus oryzae Aprisionamento Alcool polivinil
2008
_ L 3 Li, Zhou e Chen,
Kluyveromyces lactis Ligagéo covalente Algodao
2007
Kluyveromyces lactis Aprisionamento Alginato de célcio  Becerra et al., 2001
) o Quitosana com Rejikumar e Devi,
Aspergillus oryzae Cross-linking ]
glutaraldeido 2001.
Ladero, Santos, e.
Kluyveromyces fragilis  Ligacdo covalente Silica-aluminio Garcia-Ochoa,

2000

No presente trabalho, especial atencéo foi voltada para a imobilizacdo por
adsorcdo, que ¢ o método mais simples e 0 mais antigo de imobilizar uma enzima em
um veiculo insollvel em &agua. Muitas vezes, no entanto, forgas adicionais estéo
envolvidas na interacdo entre suporte e biocatalisador, principalmente interacdes
hidrofébicas, pontes de hidrogénio e ligacbes heteropolares  (idnicas)
(HARTMEIER,1986). As vantagens da adsorcdo consistem na simplicidade de

execucdo dos procedimentos e na pouca influéncia na conformacéo do biocatalisador.
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No entanto, a desvantagem desta técnica € a fraqueza relativa das forcas de ligacéo
adsortivas.

Em relacdo a producdo de lactulose, alguns artigos s&o citados na literatura
com o uso de B-galactosidase imobilizada, mas ainda ha uma lacuna do conhecimento
das condicdes ideais do processo de producdo. Ajisaka, Nishida e Fujimoto (1987), por
exemplo, tentaram o uso de [-galactosidase, produzida por uma cepa de E. coli
modificada geneticamente, imobilizada em Eupergit, para produzir lactulose a partir de
galactose e frutose. Aléem da formacéo de lactulose, também foi gerada 1-lactulose. As
concentracdes de lactulose formadas nas reagdes alcancaram 3,3 g/L. Song et al. (2013)
utilizaram géis de silica ativados como uma matriz para a imobilizag¢io da p-
galactosidase de K. lactis comercial e avaliaram a possibilidade da sintese de lactulose a
partir de lactose de soro de leite. Eles observaram que a lactulose poderia ser sintetizada
continuamente e foi obtido 19,1 g/L da concentracdo do produto.

Diante do exposto, aponta-se a importancia da imobilizacdo enzimaética,
especificamente de B-galacstosidase, para tornar possivel a biossintese de lactulose a

partir de residuos agroindustriais, como o soro de leite.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Material

3.1.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados (lactose, fosfato de potassio monobasico,
fosfato de potéassio dibasico, acido acético e hidroxido de potassio, glutaraldeido 25%,
(v/v) e o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG)) foram obtidas da Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO). A quitosana em pd, com grau de desacetilacdo de 85,2
%, foi obtida da Polymar Ind. Ltda (Fortaleza, Ceard, Brasil). O soro de leite em pé foi
fornecido pela Industria Alibra Ingredientes Ltda (Campinas-SP).

3.1.2. Enzimas utilizadas

Nos experimentos foram utilizados a enzima -galactosidase (E.C. 3.2.1.23)
de Kluyveromyces lactis, Lactozyme® 2600, e a enzima f-galactosidase de Aspergillus
oryzae, obtidas da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO).

3.2. Métodos

3.2.1. Avaliag¢do da imobilizacdo enzimdtica de f-galactosidase

Para uma melhor performance da sintese de lactulose, buscou-se
inicialmente estudar a imobilizagdo da enzima B-galactosidase, nesse caso, avaliou-se a
imobilizacdo da enzima oriunda de Aspergillus oryzae e de Kluyveromyces lactis. Os
estudos foram voltados para utilizacdo do suporte Agarose Manae e quitosana. A seguir,

estdo detalhadas as metodologias utilizadas para imobilizagéo.

3.2.1.1. Imobilizagdo da enzima p-galactosidase em Agarose-MANAE

Primeiramente, o suporte Agarose-Manae (suporte glioxil-agarose aminado
com etilenodiamina) foi preparado de acordo com metodologia desenvolvida por
Fernandez-Lafuente et al. (1993). A imobilizagdo foi conduzida empregando-se 10 mg
de proteina de B-galactosidase de Aspergillus oryzae ou de Kluyveromyces lactis por
grama de suporte. Essa baixa concentracdo previne limitagdes difusionais que poderiam

distorcer os resultados. As amostras comerciais da enzima foram dissolvidas a uma



66

concentracdo de 5 ou 25 mM de tampdo acetado de sodio a pH 5, fosfato de sodio a pH

7 ou carbonato de sodio a pH 9 a temperatura de 25 °C.

3.2.1.2. Imobiliza¢do da enzima f-galactosidase de K. lactis em particulas de quitosana

A B-galactosidase foi imobilizada em gel de quitosana (2%) ativado com
glutaraldeido 0,8% (LIMA et al., 2013; BUDRIENE et al., 2005). Utilizou-se uma
carga enzimatica de 10 mg de proteina por grama de suporte. A imobilizacdo foi
realizada a pH 7,0 e 25 °C em tampéo fosfato de potassio 100 mM, contendo 0,1 mM de

MnCl, e 0,2 mM de MgCl,, sob agitacdo suave em agitador rotatorio.

3.2.1.3. Estabilidade térmica dos derivados enzimaticos

Os derivados obtidos foram incubados em diferentes pH (utilizando-se
tampdo acetato de sodio a pH 5, fosfato de s6dio para pH 7 ou carbonato de sodio para
pH 9) e diferentes forcas idnicas (5 mM, 25 mM ou 50 mM). Periodicamente, amostras
foram coletadas e a atividade enzimatica foi mensurada usando ONPG, como

demonstrado no tépico anterior.

3.2.1.4. Determinacdo da atividade da enzima p-galactosidase pela hidrélise do
substrato ONPG

A atividade hidrolitica da B-galactosidase usando ONPG foi determinada a
37 °C e pH 6,6 e foi utilizada nos experimentos de imobilizacdo e avaliacdo da carga
enzimatica ideal para producdo de lactulose. O coeficiente de extingdo molar do produto
o-nitrofenol (O-NP) foi de 4,53 mol/cm. O produto da reacdo de hidrdlise foi
determinado por espectrofotémetro a 420 nm. Uma unidade (U) de B-galactosidase é
definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de o-nitrofenol por minuto sob
as condicBes do ensaio. Para a enzima sollvel ou imobilizada, 2 mL de ONPG 1,25
mM, em tampéo fosfato de potassio 50 mM com MnCl,. 4H,0 0,1 mM a pH 6,6, foram
colocados em tubos de ensaios. Em seguida, adicionou-se uma amostra de 50 pL do
extrato enzimatico ou 0,1g do derivado contendo B-galactosidase a 37 °C. Apos 5
minutos, a reacdo foi interrompida pelo aquecimento das amostras a 100 °C por 1 min.

A atividade enzimatica foi calculada de acordo a Equagé&o 2:

A(U)— A XV, 5
mL] e XL xV,xt @
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Sendo: A - absorbéncia lida; Vit - volume total; Ve volume de enzima; t: tempo de

reagdo; L: caminho o6ptico (1 cm); &: coeficiente de extingdo (4,53 mol/cm).

Apobs o célculo de todas as atividades, obteve-se a atividade relativa (Ar),
definida como a razdo entre a atividade enzimatica do estado final (A) e a atividade

enzimaética do estado inicial (Ao), conforme Equacgéo 3:

A
Atividade relativa = N 3)
0

3.2.2. Determinacdo das condicGes reacionais para a producdo de lactulose

utilizando f- galactosidase de Kluyveromyuces lactis livre

Primeiramente foi avaliado a producdo de lactulose por B-galactosidase de
K. lactis a partir da solucdo sintética para otimizar a sintese. Para tal, as seguintes
varidveis foram analisadas: razdo da concentracdo de lactose e frutose, temperatura, pH,
carga enzimética e a influéncia de cations divalentes na reacdo. O meio reacional (10
mL) foi mantido em Erlemeyer (com volume total de 25 mL) sob agitacdo e, apds
alcancada a temperatura requerida para reacdo, a enzima foi adicionada. Amostras
foram retiradas para analise de quantificacdo de carboidratos (lactose, glicose e

lactulose). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.2.2.1. Razao entre lactose e frutose e concentracao inicial de substratos

O efeito da razdo da concentracdo de lactose e frutose para a producdo de
lactulose foi primeiramente avaliado. Para tal, reacdes foram conduzidas em tubos de
ensaio contendo lactose e frutose dissolvidos em tampéo fosfato de potassio 50 mM,
perfazendo um volume total de 10 mL, a pH 7 e 37 °C e uma carga enzimatica de 5
U/mL foi adicionada. Foram utilizadas solu¢bes com concentracgdo total de carboidrato
de 45% (m/v) variadas nas seguintes razbes de lactose e frutose, respectivamente: (1)
40%:5%, (2) 35%:10%, (3) 30%:15%, (4) 22,5%:22,5%, (5) 15%:30% e (6) 10%:35%.

ApoOs determinar a razdo lactose/frutose mais adequada, foi avaliado a melhor
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concentracdo inicial desses substratos para a sintese de lactulose, testando-se as
seguintes concentrac6es 10, 25, 50, 100, 200, 300 e 450 g/L

3.2.2.2. Efeito da temperatura e pH

O efeito da temperatura na producdo de lactulose foi avaliado apos a selecéo
da melhor concentracdo de lactose e frutose por meio de reagcdo em tubos a pH 7,0 e
usando carga enzimética de 5 U/mL. As seguintes temperaturas foram avaliadas: 37, 45,
50, 55 e 60 °C. O pH étimo foi avaliado apds se determinar a temperatura que mais

favoreceu a sintese de lactulose, testando-se os seguintes pH: 4,5, 6, 7 e 8.

3.2.2.3. Efeito da variagdo da carga enzimatica
As cargas enzimaticas para a producdo de lactulose foram testadas na faixa
entre entre 1 e 12 U/mL a fim de se avaliar a influéncia da carga enzimatica na sintese

de lactulose.

3.2.2.4. Influéncia da presenca de ions metélicos na sintese de lactulose

Um ensaio foi conduzido para a avaliar a influéncia da presenca dos cations
Mn%*, Mg¥, Ca®" e Zn®" na producéo de lactulose. Para isso, esses cétions foram
adicionados em concentragdes variadas ao meio reacional: 0,1, 0,01 e 0,001 % (m/v)
utilizando as melhores condicBes determinadas apds o0s experimentos citados

anteriormente.

3.2.3. Avaliacéo da producéo de lactulose a partir de soro de leite

Apbs a determinacdo das melhores condicdes para a producdo de lactulose
utilizando o meio reacional sintético, avaliou-se a producdo de lactulose por K. lactis
utilizando soro de leite como matéria prima. O soro continha a seguinte composi¢do
(por 100 g): 74 g de figuratos; 11 g de proteinas; 1 g de gorduras totais, com pH
variando de 6,0 a 7,0 e acidez titulavel (% &cido latico) maxima de 2,5%, se tratando de
soro doce.

Inicialmente, investigou-se se as proteinas presentes no soro poderiam
influenciar negativamente a sintese enzimatica de lactulose. Entdo, com esse resultado,
foi possivel realizar os testes de produgdo. Ao final, também foi analisada a
possibilidade da producdo em uma Unica batelada de lactulose e etanol. Abaixo estdo

descritos 0s métodos utilizados nessa fase da pesquisa.
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3.2.3.1 Precipitacdo das proteinas do soro de leite

Além do soro que foi tratado para precipitacdo e eliminacdo de proteinas,
também se avaliou o soro sem nenhum tratamento para verificar a possibilidade da sua
utilizacdo. Foi observado que as proteinas presentes no soro de leite interferem
negativamente na atividade da enzima [-galactosidase, tornando-se necessaria a
eliminacdo das mesmas. Entdo, as proteinas do soro de leite foram precipitadas por
aquecimento a 90 °C sob suave agitacdo por 15 min, conforme metodologia adaptada de
Lima et al. (2013). Apds sedimentacdo das proteinas, o soro de leite pré-tratado foi

filtrado em papel de filtro qualitativo e o pH ajustado para 7.

3.2.3.2 Producéo de lactulose a partir de soro de leite

Apds estabelecer as condicdes 6timas para a producédo de lactulose em meio
reacional sintético contendo lactose e frutose, sua producéo foi avaliada a partir de soro
de leite utilizando a enzima livre e a imobilizada. Para tal procedimento, o soro de leite
foi previamente diluido em tamp&o fosfato de potéassio pH 7 e 50 mM. Apos filtrado,
para retirada do precipitado proteico, adicionou-se frutose para atingir a concentracdo na
razdo previamente estabelecida nos experimentos de otimizacdo. Amostras foram
retiradas para analise de quantificacdo de carboidratos (lactose, glicose e lactulose).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.2.3.3 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional de hidrélise de lactose catalisada pela enzima f-
galactosidase imobilizada em quitosana foi conduzida em Erlenmeyer-25 mL a 100
rpm. Para tal, ao soro de leite (nas condi¢des previamente estabelecidas como 6timas)
foi adicionado 1 g do derivado. Apos 6h, a concentracdo de lactose, glicose e lactulose
foram determinadas no sobrenadante. A massa do derivado foi recolhida, lavada e seca
e um novo ciclo reacional foi iniciado. Ao total foram realizados 6 ciclos (bateladas

consecutivas) de hidrélise.

3.2.3.4 Avaliacdo da producdo simulténea de lactulose e etanol a partir do soro de leite

Também foi analisada a possibilidade da producéo conjunta de lactulose e
etanol a partir do soro de leite tratado em uma Unica batelada. Para tal procedimento,
reacOes foram conduzidas sob as condigdes 6timas encontradas. Para producéo de etanol

utilizou-se uma cepa de Saccharomyces cerevisiae, que foi armazenada em Agar
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Sabourand (40 g/L de dextrose, 10 g/L de peptona, 20 g/L de agar e pH 5.6) a 4 °C. Ja
para preparacdo do inoculo utilizou-se o meio YEPD — Yeast Extract Peptone Dextrose
- (20 g/L de glicose, 20 g/L de peptona, 10 g/L de extrato de levedura e 15 g/L de &gar).
Primeiramente, adicionou-se a enzima [-galactosidase de K. lactis imobilizada em
quitosana (de acordo com metodologia citada anteriormente) e, apds duas horas de
reacdo inoculou-se 0 micro-organismo para producdo do etanol, utilizando um volume
de indculo de 2% v/v. O volume reacional foi 0 mesmo utilizado nos experimentos
anteriores, 10 mL. Amostras foram coletadas periodicamente para analise dos
carboidratos (lactose, glicose e lactulose) e etanol por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

3.2.4 Meétodos analiticos
3.2.4.1 Medida do pH

O pH dos meios reacionais e de cultivo foram medidos utilizando um
pHmentro da Tecnal, Tec-3MP (Campinas, SP, Brasil).

3.2.4.2. Determinacdo da concentracdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(1976). Utilizou-se curva de calibragdo com padrédo soro albumina bovina (BSA),
adquirida da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO).

3.2.4.3.Quantificacao dos carboidratos

As concentracOes de lactose, glicose, frutose e lactulose foram determinadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford, MA, USA),
com detector de indice de refracdo Waters (Modelo 2414) e uma coluna Supelco 610-H
a 65 °C. O eluente utilizado foi H3PO4 a uma concentracéo de 0,1% (m/v) a um fluxo de

0,5 mL/min. O volume de injecéo adicionado foi 20 pL.

A Figura 3.1 mostra um resumo da metodologia empregada para a execugéo dos
experimentos no meio reacional sintético e a Figura 3.2 no meio reacional que utilizava

soro de leite.



71

Figura 3.1. Resumo da metodologia para determinacéo das condi¢des étimas para produgdo de lactulose por B-galactosidase de K. lactis
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Figura 3.2. Resumo da metodologia de avaliagao da producdo de lactulose por B-galactosidase de K. lactis a partir do soro de leite

Popmmmmmmm e ¥
2 i
P —— - I Sorotratado | :
i g -] 1 :
= EnzimaLivre = bmmmmmmeeedd
| |-
T 4 . : Soro néo L
s tratado : :
R E S —— 4 :
"—__--~N ‘..l ------------------ -".
~
g N
I Experimentos \'
'\ nosorodeleitt , |
\ ’
~ 4
~~~-————"
3 R it g
: I' 1 | Avaliacao da :
R ——— y : Soro tratado |—-—: : producdo de Ialtctulose i
i . : 1 e etano I
- Enzima :_ e a I _
I Imobilizada | ! p==———————— - cooTTTTT T T
L LT P 1 : Soro néo i
s 1 tratado : :
N S 4 :



73

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Imobilizaciao da enzima f-galactosidase

Previamente a realizacdo dos experimentos para producdo de lactulose,
avaliou-se a imobiliza¢do enzimatica de B-galactosidase em busca da melhoria de sua
estabilidade. Os experimentos de imobilizagdo com [-galactosidase de Aspergillus
oryzae foram conduzidos no Instituto de Catalisis y Petroleoquimica, em Madri, durante
periodo de Doutorado Sanduiche. J4 os experimentos que utilizaram a B-galactosidase
de Kluyveromyces lactis foram realizados no Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de

Processos Biotecnoldgicos na Universidade Federal do Ceara.

4.1.1. Imobilizacdo da enzima p-galactosidae de Aspergillus oryzae sob diferentes
condicdes

Em primeiro lugar, buscou-se imobilizar a enzima em Manae-Agarose aos
pH 5, 7 e 9 usando baixa forca i6nica. Para controlar o pH, o suporte foi lavado com um
alto volume do tampéo de imobilizacdo, caso contrario, as propriedades tamponantes do
suporte tornariam o pH da imobilizacdo muito similar (RODRIGUES et al., 2013). A
Figura 4.1 mostra que a enzima pode ser imobilizada nos 3 valores de pH em apenas
alguns minutos, mantendo mais de 80% da atividade em pH5e 7 e 75% em pH 9.
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Figura 4.1. Perfil de imobilizacdo de pB-galactosidase de Aspergillus oryzae em suporte

MANAE a 5 mM de tampéo e pH 5 (A), 7 (B) e 9 (C). (m): atividade da suspenséo de

imobilizacdo; (e): atividade do sobrenadante; (A): enzima livre sob as mesmas

condigdes.
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Em relagéo a utilizagcdo do tampé&o a concentragdo de 25 mM, o rendimento

de imobilizacdo decresceu, exceto no pH 5 (Figura 4.2). Esse efeito é esperado



75

considerando a competicao dos ions tampéo (TONG; DONG; SUN, 2002; LYDDIATT,
2002; ANSPACH et al. 1999; KUMAR; GALAEV; MATTIASSON 2000) e da enzima
pelo suporte, sendo assim, essas condi¢Oes ndo parecem ser ideiais para imobilizagédo
dessa enzima. A pH 5, a carga do suporte € maxima (FERNANDEZ-LAFUENTE et al.,

1993) e a imobilizacdo seguiu rapidamente.

Figura 4.2. Perfil de imobilizagéo de B-galactosidase de Aspergillus oryzae em suporte
MANAE a 25 mM de tampéo e pH 5 (A), 7 (B) e 9 (C). (m): atividade da suspenséo de

imobilizacdo; (e): atividade do sobrenadante; (A): enzima livre sob as mesmas

condigdes.
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No entanto, a enzima ndo foi liberada quando imobilizada em tampéo 5 mM
e incubada em tampdo 25 mM para todos os valores de pH avaliados. Portanto, apds a
troca multi-ibnica do suporte enzimatico, a forca idnica que pode impedir a
imobilizacdo ndo é suficiente para produzir a dessorcdo enzimatica. Contudo, toda
enzima pode ser liberada para o meio usando 50 mM de tampdao e o suporte pode ser
reutilizado em vérios ciclos de adsorcéo/dessorcao sem qualquer efeito prejudicial sobre
0 desempenho.

4.1.2. Estabilidade térmica de diferentes preparacdes sob diferentes condicdes

A Figura 4.3 mostra a estabilidade de preparacdes da enzima imobilizada a
pH 5, 7 e 9. As estabilidades foram realizadas a pH 4,5 e diferentes concentracfes de
acetato de sodio (5, 25 ou 50 mM). Usando tampdo 5 mM (ajustando-se adequadamente
e verificando-se 0 pH de inativacdo para garantir que seja o desejado), um fato foi
evidenciado: a enzima imobilizada a pH 9 foi a menos estavel, inclusive em relacdo a
enzima livre. Por outro lado, os derivados produzidos a pH 5 ou 7 foram um pouco mais
estaveis que a enzima livre. Usando o tampdo de inativacdo a 25 mM, a estabilidade da
enzima imobilizada a pH 9 permaneceu a preparacdo menos estavel, enquanto as
enzimas imobilizadas a pH 5 ou 7 foram claramente mais estaveis que a enzima livre.
N&o se detectou enzima no sobrenadante durante a inativacdo nessas condi¢des nos 3
valores de pH estudados. Utilizando 50 mM de tampdo, a estabilidade de todas as
preparacdes enzimaticas mostrou-se similar, mas péde-se verificar que a maior parte da

atividade da enzima que foi imobilizada estava presente no sobrenadante.
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Figura 4.3. Estabilidade térmica de diferentes derivados de [-galactosidase de
Aspergillus oryzae a pH 4,5 usando acetato de sédio 5 (A), 25 (B) ou 50 mM (C). As
inativacdes foram conduzidas a 50 °C. (A): Enzima imobilizada a pH 5; (e): Enzima

imobilizada a pH 7; (¥): enzima imobilizada a pH 9; (m) Enzima livre.
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Considerando a estabilidade muito distinta da enzima imobilizada a pH 9
com aquela imobilizada nos outros valores de pH, a provavel explicagdo € que a enzima
é imobilizada no suporte via diferentes areas a pH 9 e por outras areas a pH 5 e pH 7.
Caso contrario, a estabilidade deveria ser semelhante, uma vez que o0 suporte é o
mesmo, a enzima € a mesma, e as condicdes de inativacdo sdo idénticas. Esse fato pode
ser causado porque a diferentes valores de pH, o balango i6nico de diferentes ares da
proteina pode ser diferente, permitindo a imobilizagdo por diferentes &reas desta
molécula. Essa situacdo esta representada na Figura 4.4.

N&o se espera que a adsorcdo idnica tenha grandes efeitos positivos sobre a
rigidez enzimatica, mas pode melhorar a sua estabilidade operacional sob certas
condi¢cdes (GARCIA-GALAN et al., 2011; SANTOS et al., 2015), evitando a
precipitacdo da enzima. A interacdo ionica fraca de um unico ponto (TONG; DONG;
SUN, 2002; LYDDIATT, 2002; ANSPACH et al. 1999, KUMAR; GALAEV;
MATTIASSON 2000) e a existéncia de muitos grupos idnicos sob a superficie da
proteina, que podem fixar incorretamente estruturas enziméaticas (SANTOS et al.,
2015), sdo os principais motivos pelos quais se esperam uma baixa estabilizacdo de uma
enzima monomérica ap6s a troca iénica. No caso da enzima utilizada, a area envolvida
na imobilizacdo a pH 9 parece sofrer interacfes negativas com o suporte, enquanto esses
efeitos foram mais amenos nas imobilizagdes conduzidas sob pH 5 ou pH 7. A5 mM, a
estabilizacdo observada para a enzima imobilizada a pH 5 ou 7 foi irrelevante, enquanto
que usando tampédo 25 mM foi estabilizada de 2-3 vezes. Isso pode ser devido a baixa
interacdo entre a enzima e suporte. Usando tampédo de concentragdo 50 mM e a
temperatura de 55 °C a enzima se desorve e as estabilidades sdo semelhantes as da

enzima livre.
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Figura 4.4. Efeito do pH de imobilizagdo na orientacdo da enzima p-galactosidase de Aspergillus oryzae em relacdo a superficie de suporte
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As inativacOes a pH 7 ofereceram um perfil similar (Figura 4.5). Nesse caso,
pode néo ser esperado que qualquer causa intermolecular possa explicar a inativacéo da
enzima livre, e todas as preparagfes enzimaticas imobilizadas sdo menos estaveis
usando tampdo de inativacdo 5 mM, conforme esperado da "atividade™ fisica do suporte
ativado (SANTOS et al., 2015). Nesse caso, a pH 9, o derivado se mantém com
comportamento semelhante ao do menos estavel, enquanto que a pH 5 é
significativamente mais estavel que a enzima imobilizada a pH 7. Usando tampéo a 25
mM, que enfraquece as interacdes do suporte enzimatico (TONG; DONG; SUN, 2002;
LYDDIATT, 2002; ANSPACH et al. 1999; KUMAR; GALAEV; MATTIASSON
2000), as diferengas entre as enzimas imobilizadas sdo menores, contudo ainda a enzima
imobilizada a pH 9 é consideravelmente menos estavel. No tampéo a 50 mM, as
estabilidades das enzimas imobilizadas a pH 5 e 7 sdo semelhantes a da enzima livre,
enguanto a enzima imobilizada a pH 9 segue menos estavel. Embora a enzima esteja
dessorvida nessas condigdes, sua baixa estabilidade enquanto imobilizada a pH 9 faz

com que a enzima seja inativada antes mesmo de ser dessorvida.

Figura 4.5. Estabilidade térmica de diferentes derivados de [-galactosidase de
Aspergillus oryzae a pH 7 empregando 5 mM (A), 25 mM (B) ou 50 mM (C) de tampéo
fosfato de sodio. As inativacGes foram conduzidas a 50 °C. (A) enzima imobilizada a

pH 5; (®) enzima imobilizada a pH 7; (V) enzima imobilizada a pH 9; (m) enzima livre.
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As inativacBes a pH 9 apresentam uma nova situacao (Figura 4.6). A enzima
imobilizada a pH 9 é a menos estavel, até menos que a enzima livre, enquanto a
imobilizada a pH 5 é mais estavel que a enzima imobilizada a pH 7, e ambas mais
estaveis que a enzima livre. Nesse caso as diferengas observadas diminuiram quando a
concentracdo do tampdo foi aumentada, mas a estabilidade da enzima livre ndo é
superior em nenhum dos casos, embora a 50 mM alguma quantidade de enzima possa
ser encontrada no sobrenadante. As hipdteses séo similares as previamente descritas.
Assim, a enzima imobilizada a pH 5 mostrou-se a preparacdo mais estavel, e a

imobilizacdo a pH 9 é a menos estvel sob todas as inativagbes de pH estudadas,
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confirmando a hipdtese da influéncia do pH e da forca idnica na orientacdo da enzima
(Figura 4.4).

Figura 4.6. Estabilidade térmica de diferentes derivados de [-galactosidase de
Aspergillus oryzae a pH 9 empregando 5 mM (A), 25 mM (B) ou 50 mM (C) de tampéo
fosfato de sodio. As inativacGes foram conduzidas a 50 °C. (A) enzima imobilizada a

pH 5; (®) enzima imobilizada a pH 7; (V) enzima imobilizada a pH 9; (m) enzima livre.
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4.1.3. Estabilidade na presenca de etanol

A Figura 4.7 mostra a inativacdo dos trés biocatalisadores preparados na
presenca de etanol em duas concentracdes de tampdo. A precipitacdo instantanea visivel
da enzima livre faz com que ndo sejam inclusos aqui os resultados obtidos com esta. E
evidente que novamente a estabilidade da enzima imobilizada a pH 9 é menor do que as
outras duas preparacGes usando baixa concentracdo de tampdo, mas isso ndo ocorre
usando este a 25 mM. Os resultados confirmam os obtidos em inativacdes térmicas: a
enzima imobilizada a pH 9 sofre algumas interacGes negativas com o suporte, que sdo

diminuidas quando a for¢a i6nica é aumentada.
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Figura 4.7. Estabilidade térmica de diferentes derivados de [-galactosidase de
Aspergillus oryzae a pH 5 na presenca de 50 % de etanol em 5 mM (A) ou 25 mM (B)
de acetato de sodio. As inativacGes foram conduzidas a 50 °C. (A) enzima imobilizada

a pH 5; (®) enzima imobilizada a pH 7; (V) enzima imobilizada a pH 9.
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No caso especifico da enzima [B-galactosidase de Aspergillus oryzae, a
imobilizacdo no suporte MANAE permitiu manter um nivel muito alto de atividade
enzimatica nos 3 pHs de imobilizacdo utilizados (75-85%). A enzima permaneceu
imobilizada em condicdes onde a dessor¢do ndo ocorreu, sugerindo que a imobilizacao
e a dessorcdo enzimaticas ndo sdo processos totalmente similares. A imobilizacdo da

enzima requer o estabelecimento de vérias ligacGes desta com o suporte, 0 que € muito
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dificil pelo incremento da forca idnica. No entanto, a sua dessor¢do requer a quebra
simultanea das pontes ibnicas formadas, muito provavelmente mais do que 0 necessario
para a imobilizagdo da enzima, pois a proximidade da enzima e do suporte intensifica a
interacdo.

Contudo, quando foram conduzidos os experimentos para a imobilizacdo de
[-galactosidade de Kluyveromyces lactis em suporte MANAE, verificou-se que nao foi
possivel a imobilizacdo em nenhuma das condic¢Bes anteriormente citadas. A proxima
etapa do trabalho, dessa forma, investigou a imobilizagdo dessa enzima em quitosana,
conforme protocolos estabelecidos anteriormente por Lima et al. (2013). Pode-se
observar na Figura 4.8, a imobilizagdo da B-galactosidade de Kluyveromyces lactis em
quitosana 2% (m/v) ativada com glutaraldeido. Analisando a Figura 4.8, quando se
observa a linha que representa a atividade do sobrenadante, percebe-se que praticamente
100% da enzima B-galactosidase de K. lactis oferecida foi imobilizada no suporte. Uma
vez que a reacdo de producédo de lactulose, ap6s a determinacdo das condicBes 6timas,
deve ser conduzida a 50 °C, analisou-se a estabilidade térmica do derivado enzimatico
obtido em quitosana (Figura 4.9). Verificou-se, diante dos experimentos de estabilidade,
que a enzima [-galactosidase de K. lactis livre se inativa rapidamente, cerca de 80% em
apenas 2 min de reagdo. No entanto, a enzima imobilizada em quitosana e reticulada

com glutaraldeido se manteve com estabilidade acima de 60% a 60 °C.
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Figura 4.8. Perfil de imobilizacdo de B-galactosidase de Kluyveromyces lactis em
quitosana ativada com glutaraldeido. (m) atividade da suspensdo de imobilizacéo; (e)
sobrenadante da suspensdo de imobilizacdo; (A) enzima livre sob as mesmas

condicdes.
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Figura 4.9. Estabilidade térmica a 60 °C da p-galactosidase livre (m) e imobilizada em

quitosana reticulada com glutaraldeido (e).
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Ressalta-se que nao foi possivel a imobiliza¢do da enzima [B-galactosidase

de Kluyveromyces lactis no suporte Agarose-Manae, portanto, essa enzima (imobilizada
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em quitosana) foi utilizada nos testes realizados para a producéo de lactulose a partir de

soro de leite, como mostrado nos resultados que seguem.

4.2. Condicoes otimas para a producio de lactulose utilizando f-galactosidase de
Kluyveromyces lactis

Com o objetivo de obter o maior rendimento possivel de lactulose, foram

estudados os efeitos das variaveis operacionais: razdo lactose/frutose, concentracoes

iniciais de acucares (lactose e frutose), temperatura, pH e carga enzimatica. A seguir sao

apresentados e discutidos os resultados obtidos nesta etapa de determinacdo das

melhores condi¢des da producdo de lactulose.

4.2.1. Razao entre as concentracgdes de lactose e frutose

Para determinar a razdo 6tima de lactose e frutose para a maxima producgéo
de lactulose, diferentes reacfes foram conduzidas com 45% (m/v) de agUcares totais,
variando a razdo de lactose e frutose (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Efeito da razao entre as concentracdes de lactose e frutose na producédo de
lactulose pela B-galactosidase de K. lactis com total de 45% (m/v) de agUcares. A 37 °C,
pH 7,5 U/mL e 100 rpm.

Frutose (g/L)

Lactose : Frutose  Lactose (g/L) Lactulose (g/L)

(% miv) oOh Oh 2h

1 (40:5) 390,92 + 0,21 50,42 + 0,50 0,00 + 0,00

2 (35:10) 335,12 + 0,40 94,28 + 0,10 0,00 + 0,00

3(30:15) 297,73 + 0,44 146,9 + 0,30 2,30 0,36
4(225:225)  222,20+0,35 230,50 + 0,15 6,06 + 0,55

5 (15:30) 148,80 + 0.61 290,92 +0,21 10,34 + 0,42

6 (10:35) 100,34 + 0,32 349,00 + 0,12 7,95 + 0,65
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A méaxima producdo de lactulose foi alcancada quando foi utilizada uma
razdo de 15% (m/v) de lactose para 30% (m/v) de frutose, proporcionando uma
concentracdo de 10,34 g/L de lactulose, implicando numa razao 6tima de 1:2 em relagéo
as concentracdes de lactose e frutose, respectivamente. Quando se utilizou a proporc¢éo
correspondente a 10% de lactose para 35% de frutose em m/v, a producdo de lactulose
foi reduzida em 23,1% em relagéo a concentracdo mais alta obtida, ou seja, produziu-se
apenas 7,95 = 0,65 g/L.

Em geral, a formacdo de lactulose € dependente da razdo entre a
concentracdo de lactose/frutose. Todos os resultados apresentados indicam que uma
producdo eficaz de lactulose € alcancada quando a proporcdo de lactose/frutose é
apropriada. A literatura propde um mecanismo da producdo de lactulose via processo
enzimatico, no qual a lactose ¢ hidrolisada pela enzima [B-galactosidase, seguido da
formacdo de galactose e glicose. A galactose formada se liga a enzima para criar o
complexo galactosil-enzima para futuramente reagir com frutose como um aceptor,
formando a lactulose (KIM; PARK; OH, 2006).

Os resultados obtidos em relacdo a razdo 6tima de lactose e frutose a ser
utilizada para a sintese de lactulose sdo distintos se comparados com um trabalho
publicado por Kim, Park e Oh (2006), uma vez que esses autores perceberam que a
razdo 6tima de lactose e frutose para a sintese de lactulose seria de 2:1, respectivamente.
No entanto, a B-galactosidase utilizada por esses pesquisadores foi obtida a partir de
uma modificacdo genética utilizando genes da bactéria Sulfolobus solfataricus, sendo
distinta da enzima utilizada no presente trabalho.

Sitanggang, Drews e Kraume (2015) avaliaram a influéncia das condigdes
operacionais na sintese de lactulose em um sistema reator de membranas. Ja esses
autores observaram que uma baixa razdo da concentracdo de lactose e frutose é,
geralmente, favoravel para obter um aumento da concentracdo da lactulose, uma vez
que se aumentam as probabilidades da frutose atuar como aceptor de galactosil
(mostrado na Figura 4.10). Esses pesquisadores obtiveram resultados similares aos
obtidos no presente estudo, usando uma razdo de lactose e frutose de 1:2,
respectivamente, alcancaram a melhor producdo de lactulose, 15,25 g/L. A literatura
também cita outros resultados (GUERRERO et al., 2011) que mostram que ao se
utilizar razdes de lactose e frutose iguais ou superiores a 1:1 (ou seja, concentracdes de
frutose superiores as de lactose), a sintese de galacto-oligossacarideos é favorecida em

relacdo a producdo de lactulose. Para um processo continuo em reator de leito fixo,
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Song et al. (2013) também reportaram que a uma razdo lactose/frutose de 1:2 obteve-se
uma sintese maxima de lactulose usando uma [B-galactosidase de K. lactis imobilizada.
Ja em estudos realizados por Liao et al. (2016), concluiu-se que a concentracdo de
lactulose diminuiu juntamente com o aumento da concentracdo de frutose. Para esses
autores, quando a proporcdo em massa de lactose e frutose foi de 4:1, obteve-se a
concentracdo maxima de lactulose (15,14 g/L). No entanto, o rendimento méaximo de
lactulose (33,89 + 1,44 mg de lactulose/g de lactose inicial) ocorreu na proporcéo de

massa de 2:1 de lactose para frutose.
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Figura 4.10. Possiveis reagdes e produtos da transgalactosilagdo na presenga de frutose catalisada por 3-galactosidase
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O meio para a sintese de lactulose contém lactose e frutose de modo que
ambos os agucares possam atuar como aceptores de galactose, levando a sintese de
galactoligossacarideos (GOS) e lactulose, respectivamente. O mecanismo para a sintese
de lactulose com B-galactosidase é semelhante ao descrito para GOS (VERA et al.,
2011, 2013; GUERRERO et al., 2011) (Figura 2.5). A sintese de lactulose a partir de
lactose e frutose é uma reacdo controlada cineticamente, onde a enzima age pela
primeira vez em lactose formando o complexo galactosil-enzima com a libertacdo de
uma molécula de glicose por molécula de lactose reagida. O complexo galactosil-
enzima entdo reage com uma molécula de frutose para produzir lactulose, ou com
moléculas de lactose para formar consecutivamente GOS com diferentes comprimentos
de cadeia (VERA et al., 2011, 2013). Alternativamente, o complexo pode reagir com
agua para produzir galactose. Enquanto a lactose e a frutose estiverem em alta
concentracdo, as reacGes de transgalactosilacdo prevalecerdo sobre a hidrélise; no
entanto, a medida que diminuem como consequéncia da reacdo, a hidrolise assumira o
controle, sendo a agua o principal aceptor, e, portanto, a galactose sera liberada.

Apbs se determinar a razdo Otima de lactose e frutose para a producdo de
lactulose, foi avaliado o efeito da concentracdo total de substrato na producdo de
lactulose (mantendo a raz&o 6tima de 1:2 de lactose e frutose previamente determinada).
A Figura 4.11 mostra os resultados obtidos de acordo com as diversas concentragdes
totais utilizadas (10, 25, 50, 100, 150, 200, 300 e 450 g/L). Observa-se que em
concentragdes totais de carboidratos até 25 g/L ndo foi possivel sintetizar a lactulose a
partir do meio reacional (provavelmente devido a menor probabilidade da enzima entrar
em contato com os substratos). A partir da concentracdo de 50 g/L, inicia-se a producédo
de lactulose, alcancando, a essa concentracao, producdo de 1,23 g/L. Com concentracdo
total de 200 g/L foi obtida a mais elevada concentracdo de lactulose, 14,45 g/L. A partir
de 300 g/L de concentracdo total de carboidratos, a sintese de lactulose foi reduzida,
atingindo 12,13 g¢/L nessa concentracdo e 10,87 g/L quando se empregou uma
concentracdo total de 450 g/L. Esse fato, pode estar associado a inibi¢do pelo substrato,
uma vez que o substrato pode provocar inibicdo da sua propria catalise por via de
ligacdo ao centro ativo da enzima. Assim, conclui-se que a razdo entre a concentracao
de lactose e frutose para otimizar a sintese de lactulose pela -galactosidase utilizada €
de 1/2 (respectivamente) e a concentracdo total que favoreceu a sintese do prebidtico foi
de 200 g/L.
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Figura 4.11. Efeito da concentracdo total de substrato (lactose + frutose) na producdo de
lactulose por B-galactosidase de K. lactis na raz&o lactose/frutose de 15/30% (m/v) a 37 °C, pH

7,5 U/mL e 100 rpm.
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A Tabela 4.2 compara a produgéo de lactulose pela enzima utilizada nesses
experimentos com estudos em que houve o uso da enzima B-galactosidase de diversas
origens para producdo de lactulose. Comparando os presentes resultados com os obtidos
por Lee, Kim e Oh (2004), por exemplo, observa-se que a concentracdo de lactulose
obtida foi levemente inferior, no entanto, o rendimento (representado por g de lactulose
produzida por g de lactose consumida) obtido no presente estudo foi cerca de 6,6 vezes

superior, mostrando maior eficiéncia no processo.



Tabela 4.2. Produgao de lactulose por via enzimatica utilizando diferentes B-galactosidases e diferentes concentragdes de substrato

Substrato (g/L)
. Lactulose Produtividade Rendimento
Origem n Ref.
Lactose Frutose (g/L) (g/L.h) (%)
K. lactis 66,7 133,3 14,5 7,3 20 Presente estudo
. . Guerrero et al.
Bacillus circulans 56 444 16 NR* 3
(2011)
) Mayer, Kranz e
Pyrococcus furiosus 34 270 15 52 5 ]
Fischer, 2010)
Adamczak,
Aspergillus niger 200 150 65 NR* 19 Charubin e
Bednarski (2009)
Sulfolobus Kim, Park e Oh,
] 400 200 50 8 8
salfataricus 2006
. Lee, Kim e Oh
K. lactis 400 200 20 7 3
(2004)
Saccharomyces Vaheri e Kaupinnen
120 200 9 NR* 3

fragilis (1978)

93
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4.2.2. Efeito da temperatura

Apo6s se determinar a melhor razdo e concentracdo de lactose e frutose a
serem usados como substratos para a producdo de lactulose, avaliou-se o efeito da
temperatura para o processo, cujos resultados estdo apresentados na Figura 4.12. Na
Figura 4.12-A, observa-se o consumo de lactose na reagdo para producdo de lactulose
nas temperaturas avaliadas (37, 45, 50, 55 e 60 °C). A 37 °C e 45 °C foram observados
0s maiores consumos de lactose, mostrando que a essas temperaturas a atuagdo da
enzima [-galactosidase foi favorecida, incrementando a sua atividade. A hidrolise de
lactose nessas duas temperaturas citadas foi acima de 90% em até 1 h de reacdo. Ja a
temperatura de 50 °C, a utilizacdo de lactose na reacdo chegou a aproximadamente
80%, mostrando uma redugdo na atividade da enzima a essa temperatura reacional.
Quando os experimentos foram conduzidos a 55 °C, observou-se que o consumo da
lactose nas reacGes foi reduzido, alcangcando-se o consumo de cerca de 50% em 1h de
reagdo. A 60 °C, a enzima [-galactosidase ndo foi capaz de converter a lactulose,
mantendo-se, ao longo da reagédo, 100% da concentracéo inicial. Em trabalho realizado
por Kim, Park e Oh (2006) observou-se que a enzima [-galactosidase converteu 50% da
lactose presente no meio reacional em cerca de 2 h.

A Figura 4.12-B apresenta os perfis de concentracdo de glicose liberada
durante a reacdo de sintese de lactulose nas diferentes temperaturas avaliadas. Na
sintese enzimatica por transgalactosilacdo da lactose, a glicose é considerada um
contaminante que deve ser removido ap0s 0 processo, portanto, quanto mais altas as
concentracfes de glicose, mais caros serdo os processos de purificacdo, além disso,
pode interferir negativamente na sintese de lactulose.

Os resultados para liberacdo de glicose no meio reacional nos experimentos
que avaliaram a temperatura sdo coincidentes com a concentracdo de lactose
hidrolisada. Observa-se que nas reacdes sob 37 °C e 45 °C atingiram-se as maiores
producdes de glicose a partir da hidrélise da lactose, alcangando as concentracBes de
27,80 £ 0,11 g/L e 30,33 + 0,74 ¢/L, respectivamente. Porém, a 50 °C e a 55 °C a
producdo de glicose foi menor, atingindo 24,68 + 0,44 g/L e 17,92 = 0,90 g/L,
respectivamente. A 60 °C, devido a provavel desnaturacdo da enzima, ndo se observou a

sintese de glicose.
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Figura 4.12: Hidrolise de lactose (A), producéo de glicose (B) e lactulose (C) utilizando
diferentes temperaturas reacionais: 37 °C (m), 45 °C (), 50 °C (A),55°C (V) e 60 °C
(<«0). CondicGes: 100 rpm, 5 U/mL.
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Quando a enzima esta em meio de lactose, a hidrolise e a transgalactosilacéo
sdo reacGes que concorrem entre si, prevalecendo a transgalactosilagdo no inicio da
reacdo, quando a concentracdo de lactose ¢ alta, sendo progressivamente deslocada por
hidrolise a medida que a conversdo de lactose aumenta, de modo que a glicose e
galactose sdo os produtos finais. A hidrolise da lactose segue a cinética de Michaelis-
Menten com inibicdo competitiva por galactose (VERA; GUERRERO; ILLANES,
2011). Dessa maneira, elevadas concentracdes de glicose podem indicar uma
interferéncia negativa na producéo de lactulose, uma vez que pode levar a uma inibicéo
competitiva pelo produto, reduzindo a sintese de lactulose.

A Figura 4.12-C apresenta a producdo de lactulose nas diferentes
temperaturas avaliadas para se selecionar a temperatura Otima para sua sintese.
Analisando-a, como ja se esperava, nota-se que a temperatura de 60 °C a enzima,
provavelmente devido a desnaturacdo parcial ou total, ndo foi capaz de catalisar a
reacdo para producdo de lactulose, ndo se detectando, portanto, a producdo dessa
substancia. A 37 °C a quantidade de lactulose obtida foi de 10,57 £ 0,16 g/L. A 45 °C a
producdo foi um pouco mais favorecida, atingindo 11,27 + 0,13 g/L. A 50 °C foi a
temperatura 6tima para producdo de lactulose, atingindo-se a producédo de 14,95 + 0,47
g/L. Ja a temperatura de 55 °C houve um pequeno decréscimo em relagdo a temperatura
6tima, quantificando-se 12,48 + 0,02 g/L de lactulose.

A Tabela 4.3 resume os valores encontrados para a producao lactulose nos
experimentos realizados para escolha da melhor temperatura. Pode-se observar que a
produtividade e rendimento mais elevados alcangados foram de 29,9 g/L.h e 44,8 g de
lactulose/g de lactose, respectivamente, a 50 °C. Concluindo-se, portanto, que é a
temperatura Otima para produgdo de lactulose pela enzima [-galactosidase de

Kluyveromyces lactis, sendo empregada nos experimentos seguintes.
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Tabela 4.3. Influéncia de diferentes temperaturas na producdo de lactulose por B-galactosidase

livre de K. lactis em meio sintético a pH 7, carga enzimética de 5 U/mL e 100 rpm em até 2 h de

reacao.
Concentracéao o Rendimento % (g de
. Produtividade
Temperatura (°C) maxima de lactulose/g de
(9/L.h)

lactulose (g//L) lactose)

37 10,57 £ 0,16 10,6 17,3

45 11,27 + 0,43 22,5 18,7

50 14,95 + 0,47 29,9 24,1

55 12,48 + 0,02 12,5 20,2

60 - - -

Analisando os resultados apresentados na Figura 4.12-C, nota-se que a
producdo de lactulose varia de forma gradual de acordo com a variagdo da temperatura,
isto é, com o seu aumento ou diminuicdo. A 60 °C os valores sdo condizentes, ja que a
enzima foi inativada, ndo se observando producédo de lactulose. No entanto, quando se
volta a atencdo para a temperatura de 50 °C, na qual obteve-se a maior producdo de
lactulose, nota-se que ndo foi a temperatura onde observou-se a maior concentragédo de
lactose hidrolisada. A temperaturas mais baixas ou superiores a 50 °C notou-se que a
producdo de lactulose foi menor, indicando que a sintese de lactulose foi
significativamente afetada pela temperatura. A hidrdlise completa de lactose (primaria)
usando B-galactosidase é obtida quando a 4gua atua como um nucledfilo para as porgdes
de galactosil produzidas (o que pode melhor ser observado na Figura 2.5). A hidrolise
priméaria produz uma molécula de galactose e glicose para cada molécula de lactose.
Durante a hidrdlise da lactose, no entanto, a propria lactose também pode atuar como
um aceptor (MAHONEY, 1998), podendo produzir, assim, galacto-oligossacarideos
(GOS). A competicdo entre a agua e a lactose pode influenciar notavelmente a
seletividade da reacdo: para hidrolise priméaria ou transgalactosilagdo de GOS, sendo
notavel a influéncia da temperatura nos experimentos realizados.

Liao et al. (2016), realizando experimentos com uma [-galactosidase de
genes de Lactobacillus plantarum expressa em Escherichia coli, encontraram, dentre as

temperaturas avaliadas (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C), que a reagdo conduzida a 50
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°C foi a que mais favoreceu a sintese de lactulose a partir de lactose e frutose, e que as
taxas de producgéo variaram significativamente, dependendo da temperatura utilizada.
Assim como no presente estudo, a concentragdo maxima de lactulose, 14,37 g/L, foi
obtida quando a temperatura reacional utilizada foi 50 °C.

No estudo realizado por Kim, Park e Oh (2006), foi utilizada uma f-
galactosidase termostével de Sulfolobus solfataricus a seguintes temperaturas: 60 °C, 65
°C, 70 °C, 75 °C, 80 °C, 85 °C, 90 °C e 95 °C. Eles notaram que, a temperaturas
inferiores a 80 °C, o aumento na temperatura leva a uma reagédo de transgalactosilacéo
mais rapida, resultando em um aumento na producdo de lactulose, chegando a seu
maximo a 80 °C.

Num contexto geral, o processo enzimatico utiliza temperaturas brandas em
relacdo ao processo quimico tradicional de producdo de lactulose, o que pode ser
interessante e desejavel em relacdo a economia energética que isso pode trazer. Assim,
os resultados encontrados nos presentes experimentos utilizando temperaturas variadas

para a producdo de lactulose sdo considerados satisfatorios.

4.2.3. Efeito da carga enzimatica
Apo6s avaliar a razdo de lactose e frutose, a concentragdo total desses
constituintes e a temperatura ideal para a producgéo de lactulose no processo utilizando a
enzima [-galactosidase de K. lactis, decidiu-se verificar a influéncia da concentracéo da
carga enzimatica na producdo de lactulose, a qual foi avaliada de 1 a 12 U/mL
(utilizando as condicdes selecionadas previamente, que foram razéo lactose/frutose de
15:30% (m/v), concentracdo total de substrato de 200 g/L e temperatura de 50 °C. A
Figura 4.13 mostra a influéncia das cargas enzimaticas citadas na hidrdlise de lactose.
Utilizando as cargas enzimaticas de 1 ou 2 U/mL, a concentracdo de lactose
hidrolisada teve valores similares, alcancando 26,76% e 29,71%, respectivamente.
Utilizando a carga enzimética de 3 U/mL o valor de hidrdlise da lactose presente foi de
39,31%. A partir da carga enzimética de 4 U/mL notou-se uma maior utilizacdo de
lactose (53,94%). A partir dessa, a hidrolise ultrapassou 50%, como observado na
Figura 4.14. Além disso, notou-se que a conversdao da lactose em glicose e galactose

aumentou com o0 aumento da carga enzimatica utilizada.
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Figura 4.13. Influéncia da carga enzimatica na hidrélise da lactose a 50 °C, razdo
lactose/frutose de 15/30% (m/v) e concentracdo total de substratos 200g/L. Cargas
enzimaticas: (m) 1 U/mL, (o) 2 U/mL, (A) 3 U/mL, (V) 4 U/mL, (<€) 5 U/mL, (») 6
U/mL, (¢) 7 U/mL, (#) 8 U/mL, (&) 9 U/mL, (%) 10 U/mL, (e) 12 U/mL.
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Figura 4.14. Lactose hidrolisada (%) em relacdo a variacdo da carga enzimaética
empregada da enzima [-galactosidase de K. lactis e producdo de lactulose
correspondente  (linha com quadrados). CondicGes reacionais: 50 °C, razdo

lactose/frutose de 15/30% (m/v) e concentragdo total de substratos 200g/L.
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A partir dos valores obtidos, percebe-se que entre as cargas de 3e 7 U/mL, a
hidrélise de lactose foi praticamente logaritmica, sendo de 84,56% 0 seu consumo na
reacdo nessa Ultima carga enzimética citada. Nas concentragdes enzimaticas de 8, 9, 10
e 12 U/mL o ritmo de consumo da lactose foi reduzido, contudo ainda seguiu de forma
gradual, sendo o apice do consumo de lactose evidenciado, portanto, na carga
enzimética de 12 U/mL, correspondendo a 95,50%. Assim, evidencia-se que, & medida
que a carga enzimética foi aumentada, foi possivel hidrolisar mais lactose no meio
reacional.

A Figura 4.15 mostra a producdo de glicose e lactulose utilizando as distintas
cargas enzimaticas. Observa-se um comportamento que condiz com o consumo da
lactose na reacao, ou seja, a medida que se incrementou a carga enzimatica oferecida na
reacdo, aumentou-se a producao de glicose, corroborando com o perfil da porcentagem
de conversdo da lactose citado anteriormente (Figura 4.15-A). Nesse contexto, a menor
concentracdo de glicose produzida, 8,94 + g/L, foi onde se utilizou uma carga
enzimética de 1 U/mL. J& a maior quantidade de glicose, 26,95 + g/L, foi produzida
guando se empregou uma carga de 12 U/mL, sendo essa concentracdo alcancada 3 vezes
superior em relacdo ao obtido quando se utilizou a menor carga enzimatica, reforcando
que 0 aumento da carga enzimatica leva ao aumento das reagdes de hidrolise da lactose.

No que diz respeito a producdo de lactulose, cujo resultados estdo
apresentados na Figura 4.15-B, nota-se que quando foi adicionado a concentracdo de 1
ou 2 U/mL, ndo se produziu lactulose a partir do meio reacional. A partir de 3 U/mL
iniciou-se a producdo de lactulose, com méximo de 8,86 g/L nessa concentragdo. Com a
adicdo de 4 U/mL de enzima ao meio foi produzido 11,05 g/L de lactulose. A5 e 6
U/mL produziu-se 11,87 g/L e 13,42 g/L, respectivamente. A carga enzimatica de 7
U/mL foi sintetizada a maior quantidade de lactulose, 15,42 g/L e, a partir dessa
concentragéo, os valores de lactulose obtidos foram reduzidos. Nota-se que a partir de
cargas enzimaéticas acima de 7 U/mL a producdo de lactulose ndo foi favorecida,
ocorrendo a reducdo da producdo. Por exemplo, quando se adicionou a carga de 12
U/mL ao meio reacional, a quantidade maxima de lactulose produzida foi de 8,75 g/L,

ou seja, uma reducéo de 43,3% do valor maximo obtido a 7 U/mL, que foi 15,42 + 0,26.
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Figura 4.15. Influéncia da carga enzimatica de p-galactosidase de K. lactis na produgédo
de glicose (A) e lactulose (B) a 50 °C, razédo lactose/frutose de 15/30% (m/v) e
concentracdo total de substratos 200 g/L Cargas enzimaticas: (m) 1 U/mL, (e) 2 U/mL,
(A)3U/mL, (V)4 U/mL, (<) 5U/mL, (») 6 U/mL, (¢) 7 U/mL, () 8 U/mL, (®) 9
U/mL, (%) 10 U/mL, (e) 12 U/mL.
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A Tabela 4.4 mostra os valores de rendimento e produtividade obtidos

nesses experimentos. A maior produtividade, 78,3 g/L.h, foi obtida quanto se utilizou a
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carga enzimatica de 10 U/mL, contudo o rendimento (g de lactulose produzido por g de
lactose consumida) foi de 20,4%, sendo esse rendimento inferior ao-observado quando a
carga enzimatica foi de 7 U/mL, com rendimento de 25,5%. Diante do constatado, 7
U/mL corresponde a carga enzimatica na qual se obteve a maior producdo e maior

rendimento, sendo selecionada para os experimentos posteriores.

Tabela 4.4. Influéncia da carga enzimética nos pardmetros de producéo de lactulose por
B-galactosidase utilizando meio sintético com lactose e frutose a 50 °C, pH 7, razdo

lactose/frutose de 15/30% (m/v) e concentracgdo total de substratos 200 g/L.

o Concentracao o Rendimento % (g de
Carga enzimatica o Produtividade
maxima de lactulose/g de
(U/mL) (g/L.h)
lactulose (g//L) lactose)
1 0,00 £ 0,00 0,0 0,00
2 0,00 £ 0,00 0,0 0,00
3 8,86 + 0,33 8,1 14,7
4 10,89 £ 0,07 9,0 18,3
5 11,87 £ 0,25 18,3 19,6
6 13,48 + 0,11 15,0 22,3
7 15,42 + 0,26 16,0 25,5
8 12,70 + 0,06 41,0 21,6
9 13,67 +0,41 51,0 22,7
10 14,00 + 0,04 78,3 20,4
12 8,75+ 0,20 38,7 14,6

O observado quanto a concentragdo enzimatica esté ligado ao fato que existe
uma taxa maxima na qual certa quantidade de enzima pode catalisar uma reagdo
especifica. Apenas quando a concentracdo de substrato é elevada, esta taxa maxima
pode ser alcancada. Sob condigdes de alta concentragdo de substrato, a enzima esta em
saturacdo, isto €, seus sitios ativos estdo todos ocupados por moléculas de substrato ou
produto. Nesta condi¢cdo, um aumento na concentracdo de substrato ndo afetara a taxa
de reagdo porque todos os sitios ativos ja estardo sendo utilizados. Em um determinado

tempo, algumas das moléculas de enzima poderdo estar inoperantes por falta de
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substrato, assim, a velocidade de reacdo sera influenciada pela concentracdo de
substrato.

Outros pesquisadores avaliaram também a importancia da carga enzimatica
na producdo de lactulose. Por exemplo, Kim, Park e Oh (2006) avaliaram as cargas
enzimaticas de 1, 2, 3, 5 e 7 U/mL e observaram que a producao inicial maxima foi em
5 U/mL. Abaixo de 3 U/mL a producéo de lactulose aumentou com o decorrer do tempo
reacional. Liao et al. (2016) avaliaram as concentragdes enzimaticas de 0,5, 1, 2 e 3
U/mL de p-galactosidase de Lactobacillus plantarum FMNPO1 geneticamente
modificada. A producdo mais alta (15,14 £1,69 g/L) e rendimento de lactulose (37,85 £
4,22 mg de lactulose/ g de lactose) foram observados a concentracdo de 1 U/mL.
Diminuindo a carga enzimatica para 0,5 U/mL ou aumentando para 3 U/mL, observou-
se nitidamente a reducdo na producdo e no rendimento de lactulose, sugerindo que a
transformacdo de frutose é dependente da concentracdo da enzima. Comportamento
semelhante foi encontrado no presente estudo, onde o aumento da producéo de lactulose
aumentou gradualmente, chegando ao méaximo em 7 U/mL, e apos essa faixa a producdo
foi diminuida, evidenciando que existe uma concentracdo ideal para a producdo de
lactulose. Song et al. (2013), estudando a otimizacdo da sintese de lactulose a partir de
lactose do soro de leite por [B-galactosidase e glicose isomerase imobilizadas,
concluiram que, para se alcancar a concentracdo maxima de 7,68 g/L de lactulose,

necessita-se empregar 12 U/mL de B-galactosidase e 60 U/mL de glicose isomerase.

4.2.4. Efeito do pH

Apds a selecdo da razdo de lactose/frutose (15%/30% m/v), concentracdo inicial
de substrato (200 g/L), temperatura 6tima para a producdo de lactulose, que foi de 50
°C, e da carga enzimaética, que foi de 7 U/mL (alcancando-se producédo de 15,42 + 0,26
g/L), avaliou-se o pH ideal para a sua sintese. A Figura 4.16 mostra a concentracdo de
lactose hidrolisada e producdo de glicose e lactulose na reacdo mediante a variagdo do
pH (4,5, 6, 7 e 8).
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Figura 4.16. Influéncia do pH na hidrélise da lactose (A), producdo de glicose (B) e
lactulose (C) por B-galactosidase de K. lactis em meio reacional sintético a 50°C, raz&o
lactose/frutose de 15/35% (m/v), concentragéo total de substratos 200g/L e 7 U/mL. pH:
4 (m),5(e),6(A),7(V)e8 ().
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Observa-se que em pH mais acidos ocorreu uma menor conversdo do
substrato, sendo os perfis de hidrdlise de lactose a pH 4 e pH 5 similares, convertendo-
se apenas cerca de 14% e 20%, respectivamente (Figura 16-A). A pH 8 houve uma
maior utilizacdo de lactose em relacdo aos pH 4 e 5, mostrando que a enzima é mais
afetada em pH acidos do que em pH acima da neutralidade, alcancando-se, nesse pH,
uma conversdo de lactose de cerca de 65% da quantidade inicial. No entanto, os
melhores resultados em relacdo ao consumo de lactose foram observados nos pH 6 e 7,
que tiveram perfis similares. A pH 6, 74% da lactose presente no meio foi convertida,
resultado aproximadamente 5,2 vezes superior de quando se utilizou pH 4 e cerca de 3,7
vezes superior de quando se empregou pH 5 para o meio reacional. Contudo, o pH 7 foi
0 que mais favoreceu o consumo de lactose, proporcionando a conversao de 83% desse
substrato na reacdo. Esses resultados estdo de acordo com a producdo de glicose
observada na Figura 4.16-B, na qual, pode-se constatar que, nos valores de pH mais
acidos, 4 e 5, a liberacdo de glicose no meio foi reduzida, sendo a concentragdo méaxima
atingida de 7,21 + 0,03 g/L e 7,69 + 0,32 g/L, respectivamente. Ja a pH 8, 18,94 g/L de
glicose foram produzidos. Em pH 6 e 7 o perfil foi o oposto em realacdo ao consumo de
lactose, obtendo-se, portanto, as maiores concentracdes de glicose, que foram de 25,49
g/L e 28,97 g/L, respectivamente.

A variacdo do pH também se mostrou uma varidvel importante em relagéo a
producdo de lactulose (Figura 4.16-C). Nos pH 4 e 5 ndo houve a producéo de lactulose.
Ja a pH 8 observou-se uma pequena producdo, atingindo a concentracao de 7,67 g/L. A
pH 6 a producdo de lactulose alcancada foi de 11,96 g/L, o que evidencia que a pH mais
proximo a neutralidade a enzima [-galactosidase teve melhor atuacdo para a producéo
de lactulose. A producdo maxima de lactulose foi de 16,97 g/L, observada quando se

empregou pH 7 na reacao.
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A Tabela 4.5 apresenta a producdo, produtividade volumeétrica e rendimento
de lactulose nos diferentes pH avaliados. A maior produtividade, 7,3 g/L.h, foi
alcancada a pH 7, seguida pela produtivida de 5,9 g/L.h, apH 6, e 3,7 g/L.h, a pH 8.

Tabela 4.5. Influéncia do pH nos pardmetros de produg¢do de lactulose por [-

galactosidase utilizando meio sintético com lactose e frutose a 50 °C, 7 U/mL e 100

rpm.
Concentracéao o Rendimento % (g de
o Produtividade
pH maxima de lactulose/g de
(g/L.h)
lactulose (g//L) lactose)
4 ND* ND ND
5 ND ND ND
6 11,95+ 0,25 59 19,6
7 16,97 + 0,58 7,3 31,5
8 7,67 £ 0,98 3,7 12,8

*ND: Nao detectado.

Na isomerizacdo de lactose em lactulose, o pH da solucdo caracteriza a
concentracdo de prétons e desempenha um papel muito importante na estabilidade da
enzima, podendo ser considerado como um dos fatores mais influentes na reacdo de
isomerizagdo da lactose em lactulose. Por esta razdo, varios autores avaliaram o efeito
do pH do meio. A Tabela 4.6 compara os resultados obtidos no presente trabalho com
valores mostrados na literatura para a producdo de lactulose em diferentes pH por f-

galactosidases de diferentes origens.



107

Tabela 4.6. Estudos da produgdo enzimatica de lactulose por [-galactosidase em

diferentes pH.

Micro-organismo Lactulose Produtividade Rendimento
pH Referéncias
de origem (g/L) (9/L.h) (%)
K. lactis 7 16,97 16 32 Esse trabalho
Mayer et al.
Pyrococcus furiosus 5 15 8,21 44
(2004)
Adamczak,
Aspergillus oryzae 4,5 65 NR* 32 Charubin e
Bednarski (2009)
Mayer et al.
Aspergillus oryzae 5 10 55 30
(2004)
Guerrero et al.
Aspergillus oryzae 4,5 33 NR* 27,5
(2011)
Kim, Park e Oh
S. solfataricus 6 50 8,3 12,5
(2006)
Saccharomyces Vaheri e
7,2 9 NR 74
fragilis Kaupinnen (1978)
Hashem et al.
L. acidophilus 6,6 25 3,6 6,3
(2013)
Lee, Kime Oh
K. lactis 7 20 6,8 5
(2004)
K. lactis 7,5 8 2,9 3,2 Hua et al. (2013)
Khatami et al.
K. lactis 6,7 10,4 4,2 8,7
(2014)

*NR: ndo reportado
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Kim, Park e Oh (2006) observaram que, dentre os pH testados, 4, 5, 6, 7 e 8,
0 que mais contribuiu para a atuac¢do da f-galactosidase de Sulfolobus solfataricus foi o
pH 6, no entando, a pH 5 e 7, as atividades enzimaticas mostraram-se acima de 90%.
Em geral, pode-se concluir que a maioria dos estudos (KIM; PARK; OH, 2006; LEE;
KIM; OH 2004; KHATAMI et al. (2014)) tem indicado que em pH proximo a
neutralidade & producdo de lactulose é favorecida, assim como o identificado no
presente estudo. A estabilidade de B-galactosidases depende fortemente do pH, uma vez
gue essa enzima somente ¢ estavel e ativa em pH compreendido entre 6 e 8 (KUBY;
LARDY, 1953), sendo observada uma rapida e irreversivel perda da atividade para
valores de pH inferiores a 5,5 (HESTRIN; FEINGOLD; SCHRAMM, 1955).

4.2.5. Influéncia da presenca de ions metalicos

Por ultimo, avaliou-se a influéncia de ions na producdo de lactulose. Os
cations metalicos Mn?*, Mg®*, Ca*" e Zn?*, bem como a variacdo da concentracdo dos
mesmos, em 0,1%, 0,01% e 0,001% foi analisada. A influéncia de tais ions é um dos
fatores mais estudados por afetaram a atividade e a estabilidade da B-galactosidase.

Na Figura 4.17 (A-D) pode-se observar os perfis de consumo da lactose
quando se utilizaram as diferentes concentragdes dos cations analisados. De modo geral,
observou-se que as variagfes nas suas concentracbes ndo foram significantes para a
hidrolise de lactose, contudo, algumas diferencas foram observadas quando se muda o
tipo de cation adicionado. Por exemplo, quando se utilizou Mn®** ocorreu a utilizagdo
maxima de lactose, atingindo 88,4%. J& taxas inferiores de hidrdlise foram observadas
quando se adicionou Ca®** ao meio, atingindo apenas 70,1%. Em relacdo ao Zn** e ao
Mg®* adicionados, observou-se um consumo maximo de 84,7% e 83,6%,
respectivamente.

Estudos tém mostrado que sua presenca pode influenciar nessa sintese,
devido a possivel dependéncia da presenca de alguns ions (mono ou divalentes) para a
atuacdo de B-galactosidases (LIU et al., 2015). Em geral, B-galactosidases oriundas de
fungos sdo reportadas como menos dependentes desse efeito (MLICHOVA;
ROSENBERG, 2006), no entanto, alguns estudos tém mostrado a importancia de alguns
ions metalicos na atividade enzimatica de [-galactosidase de Aspergillus spp. (SEN;
RAY; CHATTOPADHYAY, 2012). Sabe-se que a maneira como o metal se liga pode
afetar a atividade da [-galactosidase e isso é fortemente dependente da fonte da enzima
(CARDOSO et al., 2017).
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Figura 4.17. Influéncia de cations na concentracdo de lactose hidrolisada por f-
galactosidase em meio sintético a 50 °C, razdo lactose/frutose de 15/30% (m/v),
concentracéo total de substratos 200g/L, 7 U/mL e pH 7. Cétions: (A): Mn**, (B) Mg*",
(C) Ca®* e (D) Zn**. Concentragao do cation: (m) 0,1%, (®) 0,01% e (A) 0,001% (M/v).
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Na Figura 4.17 pode-se verificar que, apesar da variacao entre os diferentes
cations utilizados, evidenciando uma influencia na conversdo da lactose, as variagcdes
entre as concentracBes utilizadas ndo foram discrepantes. O cation com o qual se
observou uma maior variagdo na hidrélise da lactose foi o Mg®* (Figura 4.17 B),
variando de 71,4%, quando se utilizou 0,001% de Mg**, a 84,7%, quando se utilizou a
maior concentracédo (0,1%).

Em relacdo a producéo de lactulose mediante a utilizacdo da estratégia de se
adicionar cations ao meio reacional, pode-se observar na Figura 4.18 os perfis
reacionais. A variacdo na producéo de lactulose com a adi¢do dos cétions, por exemplo,
pelo periodo de até 2 h de reacdo, também ndo foi tdo acentuada. A maior producdo de
lactulose, nesse tempo de anélise, foi na concentracdo de 0,1% de Zn**, alcancando-se

19,5 g/L. J& a menor producdo, 16,15 g/L, foi quando se empregou 0,001% de Mg?*.
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Por outro lado, quando se observa a Figura 4.18, apés 2h de reacdo, houve um

comportamento distinto ao observado nos testes conduzidos.

Figura 4.18. Lactulose produzida em relacdo aos cations adicionados. (A): Mn?*, (B)
Mg®*, (C) Ca*" e (D) Zn**. Condicdes: 50 °C, razdo lactose/frutose de 15/30% (m/v),
concentracdo total de substratos 20vOg/L, carga enzimatica de 7 U/mL e pH 7.
Concentracdo de cation: (m) 0,1%, (®) 0,01% e (A) 0,001% (m/v).
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Na Figura 4.18-A, que mostra a adicdo de Mn?*, percebe-se que ndo houve
grandes variagOes entre as trés concentragdes utilizadas, contudo, na concentracéo de
0,01%, foi onde observou-se a maior producdo, 21,59 g/L, em 6 h de reacdo. Em relagéo
a adicdo de Mg®* (Figura 4.18-B), o perfil foi bastante parecido ao observado quando se
adicionou Mn?*, inclusive quando se compara a concentracdo na qual obteve-se a maior
concentracgéo de lactulose, que foi 0,01%, atingindo-se 22,59 g/L em 6 h de reacdo.

A adicdo de Ca?*, em 6 h de reagdo (Figura 4.18-C), ndo proporcionou uma
producdo de lactulose tdo elevada, atingindo-se 18,83 g/L na menor concentragdo
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adicionada, 0,001%, o que sugere uma inibicdo a medida que se aumenta a concentracdo
do cation Ca*". Independentemente da origem da enzima, em todos os trabalhos
consultados, é indicado que os fons Ca** inibam o funcionamento da enzima P-
galactosidase (GARMAN; COOLBEAR; SMART, 1996), enquanto os fons Mg
aumentam sua atividade. Estes Ultimos ions sdo essenciais para evitar a desativacdo em
certos casos (GARMAN; COOLBEAR; SMART, 1996). Em relacéo a adicdo de Zn*
(Figura 4.18-D), um comportamento distinto foi observado, visto que, a partir de 2 h de
reacdo, a concentracdo de lactulose comecou a reduzir em todas as concentracfes do
cation adicionadas, acentuando esse comportamento na concentracdo de 0,001% de
zZn*.

A Tabela 4.7 mostra os valores de producdo méxima de lactulose (g/L),
produtividade (g/L.h) e rendimento (% de g de lactulose produzida por g de lactose
consumida) para todas as concentracdes de cations utilizados. Com a adicdo de 0,01%
de Mn®* obteve-se a maior quantidade de lactulose sintetizada, 22,59 + 0,11 g/L, e
avaliando os efeitos da adicdo de cétions na producédo de lactulose, por teste de médias
(Teste de Tukey), com nivel de significancia de 95%, observou-se que este resultado
apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais cations adicionados em

quaisquer concentragoes.
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Tabela 4.7. Influéncia da adicdo de cétions nos pardmetros de producdo maxima de lactulose (g/L), produtividade (g/L.h) e rendimento (g de

lactulose/g de lactose) por B-galactosidase em meio sintético a 50 °C, razdo lactose/frutose de 15/30% (m/v), concentracéo total de substratos 200
g/L, carga enzimatica de 7 U/mL e pH 7, em 2 h de reacéo.

Céations (concentracdo em %)

Parametros MnZ

Mg** ca' zn*

0,1 0,01 0,001 0,1 0,01 0,001 0,1 0,01 0,001 0,1 0,01 0,001

20,71+ 2159+ 1921+ | 21,01+ 2259+ 2116+ | 1847+ 17,70+ 1883+ | 1950+ 19,78+ 18,63+
Producéo (g/L)*
0,112 0,56" 0,04° 0,22% 0,11¢ 0,31° 0,10° 0,24 0,30° 0,60° 0,22¢ 0,12¢
Produtividade
54,13 60,01 63,60 49,01 58,21 59,17 64,34 64,32 64,28 36,53 37,05 32,08
(g/L.h)
Rendimento (%) 34,13 35,90 31,30 33,86 37,70 34,57 29,66 28,14 29,98 29,11 30,19 28,71

*Mesma letra ndo difere estatisticamente (p<0,05)
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Por outro lado, a producdo mais baixa foi encontrada ao se adicionar 0,01%
de Ca”, atingindo-se uma producdo méxima de 17,70 + 0,24 g/L, que também se
mostrou significativamente diferente em relacdo as demais concentracdes do cation
acidicionadas (0,1 e 0,001%). Oposto a producdo minima observada, a maior
produtividade, 64,34 g/L.h, foi alcancada com a adicdo de Ca** na maior concentracéo
(0,1%). Esse fato evidencia que, apesar de néo ter sido eficaz na obtencdo de uma maior
producdo de lactulose, o cétion Ca** propiciou uma maior velocidade de sintese
enzimatica de lactulose. Em contrapartida, as menores produtividades foram notadas
quando se acidionou o cation Zn®**, sendo a mais baixa alcancada com a adicdo de
0,001% de Zn**, que proporcionou uma produtividade de 32,08 g/L.h, valor 50,1% mais
baixo que maior produtividade alcancanda (com Ca?*). O rendimento mais elevado
(37,70%) foi identificado com a adicdo de 0,01% de Mg?*, que corresponde também a
maior produco. J& o menor rendimento foi de 28,14%, quando utilizado 0,01% de Ca>*.

A enzima [-galactosidase é uma glicosidase com 1023 amino&cidos
(FOWLER; ZABIN, 1978) por cada subunidade da proteina tetramérica. Embora o
substrato natural seja lactose, a enzima hidrolisa e transgalactosila uma variedade de B3-
D-galactopiranosideos, sendo modelo para as glicosidases que atuam sobre o0s
dissacarideos. Geralmente, cations monovalentes e bivalentes atuam na estrutura da
enzima ou estdo envolvidos na sua ligagdo com o substrato, podendo tornar essa mais
atrativa eletrostaticamente (WHEATLEY et al.,, 2015). Em betagalactosidases, a
interacdo com cations pode causar uma grande reducdo ou mesmo uma completa perda
de atividade enzimaética, exigindo que a seletividade seja mantida em um local dindmico
o suficiente para permitir a ligacdo e liberacdo do substrato, afetando assim as
propriedades da enzima (WHEATLEY et al., 2015).

Os mecanismos exatos que regulam a especificidade por um dado ion e seu
acoplamento a atividade enzimatica ainda ndo foram completamente elucidados, além
disso, o conhecimento desses mecanismos pode levar a capacidade de programar a
especificidade ibnica das enzimas a uma aplicacdo de grande interesse (PAGE; CERA,
2006). Cations divalentes, como Mg®* ou Mn?*, ndo interagem diretamente com o
substrato, porém interagem com regifes adjacentes do sitio catalitico Glu 461 (LO et
al., 2010) e, na ligacéo ao substrato, a principal funcdo biologica destes cations parece
ser neutralizar a carga negativa nos grupos fosfato do substrato (WHEATLEY et al.,
2015)
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Kim, Park e Oh (2006) investigaram o efeito de cations divalentes (Mg?",
Mn®*, Ca®*, Ba?*, Fe?* e Co*") na atividade da enzima pB-galactosidase de Sulfolobus
solfataricus para a producdo de lactulose. Nos testes que conduziram, cada cétion foi
adicionado a uma concentracdo final de 0,1% na mistura reacional (contendo lactose e
frutose). Com a adigdo de Mg**, Mn?*, Ca**, ou Co®* observou-se quase 0S Mesmos
niveis de producédo de lactulose que foram préximos ao teste com controle (sem adi¢do
de cations). Em contraste, a adicdo de Ba®* reduziu a producdo de lactulose em 73%
comparado com o teste controle.

Cardoso et al. (2017) avaliaram o efeito de diversos fons (Li*, K*, Na",
Zn**, Mn*, Fe**, Co*, Cu®*, Ba®* e Mg*) na produgio de P-galactosidase de
Aspergillus lacticoffeatus. Esses pesquisadores constataram que nem 0s ions mono, nem
os divalentes, promoveram uma melhoria significativa na atividade hidrolitica. Além
disso, a atividade de p-galactosidase foi negativamente afetada pela presenca de Li*, K,
Ba®* e Fe®", resultando em um decréscimo de 6, 11, 21 e 43%, respectivamente, na
atividade enzimética. Outros autores também relatam este efeito inibitério em f-
galactosidases de Aspergillus carbonarius (EL-GINDY, 2003), Aspergillus alliaceus
(SEN et al., 2012) e Penicillim multicolor (TAKENISH et al., 1983).

Diante dos resultados obtidos, observa-se que a concentracao de 0,01% de
Mg?*, que proporcionou 22,59 g/L de lactulose e o maior rendimento, 37,70 %,
favoreceu a producdo de lactulose. Na Figura 4.19 os resultados para a producao (A) e
rendimento (B) sdo apresentados em formato de barras para melhor visualizacdo dos

efeitos.
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Figura 4.19. Producdo maxima de lactulose (g/L) (A) e Rendimento (%) (B) em g de
lactulose produzida por g de lactose consumida. Concentracdo do cétion utilizado (%
m/v): (1) 0,1%, (2) 0,01% e (3) 0,001%. A linha tracejada representa a concentragao da

lactulose produzida sem a adi¢éo de ions.
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A Figura 4.20 apresenta as melhores condicdes para a producéo de lactulose
com base nos estudos realizados para avaliacdo das condi¢des étimas.
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Figura 4.20. Resumo das condic¢Bes Otimas selecionadas para a producdo de lactulose
por via enzimatica com [-galactosidase de Kluyveromyces lactis livre e em meio

sintético.
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4.3. Avaliacédo da producéo de lactulose a partir de soro de leite

O desenvolvimento de tecnologias verdes e a reciclagem para economias
viaveis € um dos passos criticos para a conservagdo e 0 uso sustentavel dos recursos
existentes (DEPLANCHE et al., 2014). Nessa parte do estudo buscou-se a utilizacdo do
soro de leite para a producdo de lactulose, 0 que tem potencial para ser uma alternativa
promissora para a reducdo do despejo desse residuo, agregando valor a essa matéria-
prima. O uso de soro de leite como substrato da biossintese da lactulose ndo s6 melhora
o valor econdmico do soro de leite, mas também, reduz o impacto deste no meio
ambiente. O soro de leite é o principal subproduto da industria de queijos e é causador
de importantes problemas ambientais, uma vez que a sua eliminacdo é altamente
contaminante (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008).

Devido a rica composicdo proteica do soro de leite (LIMA et al., 2013),
primeiramente verificou-se a necessidade de realizar um tratamento prévio neste para a
precipitacdo de proteinas visando a sintese de lactulose. Para tais teste, inicialmente
conduziu-se utilizando o soro de leite com a adicdo de frutose nas condic¢Oes
estabelecidas anteriormente (Figura 4.20) com a enzima B-galactosidase de K. lactis na
forma livre. Na Figura 4.21-A estdo os resultados para o soro ndo tratado e na Figura
4.21-B os perfis de producdo usando o soro pré-tratado. Observa-se que foi possivel
produzir lactulose nas duas condi¢des, contudo ha uma diferenca nos perfis observados
nas figuras citadas. Quando se utilizou a enzima livre no soro ndo tratado, nota-se que
foi hidrolisada uma quantidade de lactose de cerca de 60,5%. Por outro lado, quando se
precipita as proteinas do soro, cerca de 73,3% da lactose € hidrolisada na reagdo, ou
seja, aproximadamente 13% a mais. Da mesma forma, a glicose também foi liberada em
maiores concentragcdes, 0 que esta de acordo com a reacdo de hidrélise da lactose pela
enzima. No soro pré-tratado a quantidade de glicose foi de cerca de 21,34 £ 1,98 ¢g/L, ja
no que ndo passou pela precipitacdo de proteinas a concentracdo alcancou 18,00 + 1,34
g/L.
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Figura 4.21. Producédo de lactulose por -galactosidase livre de Kluyveromyces lactis a
partir do soro de leite ndo tratado (A) e tratado para precipitacao de proteinas (B), razéo
lactose/frutose de 15/30% (m/v), concentracdo total de substratos 200 g/L, a 50 °C,

carga enzimética 7 U/mL e pH 7. (m) lactose; (e) lactulose e (A) glicose.
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Na Figura 4.22 (A-C) separaram-se 0s resultados obtidos com o soro pré-tratado
e tratado para melhor visualizacdo das diferencas nas reagdes realizadas com a enzima
livre. Pode-se notar nitidamente a diferenca no uso dos dois tipos de soro de leite.
Destaca-se a producdo de lactulose (Figura 4.22-C). No soro ndo tratado a producéo
méaxima de lactulose foi de 11,25 + 0,07 g/L, j& no soro de leite pré-tratado a producdo
de lactulose foi serca de 7% a mais, evidenciando a interferéncias das diversas proteinas
no soro de leite na sintese enzimatica de lactulose. Na Tabela 4.8 além da producéo

méaxima de lactulose, apresenta-se a produtividade (g/L.h) e rendimento (%).
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Figura 4.22. Hidrolise de lactose (A), producédo de glicose (B) e producéo de lactulose
(C) por B-galactosidase livre de Kluyveromyces lactis a partir do soro de leite néo
tratado (m) e tratado (e) a 50 °C, pH 7, 150 rpm e carga enzimatica de 7 UmL de

enzima.
70

60 -
50-
10
30

20 ~

Conc. de lactose (g/L)

10

0 T T T T T T T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h)

30

25

20

15+

10~

Conc. de glicose (g/L)

00 05 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h)

20 C

15+

¢
10—- %

—o
—a

Conc. de lactulose (g/L)

00 05 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h)



120

Analisando-a, conclui-se que a produtividade de lactulose no soro pre-tratado foi
cerca de 40,6% superior em relacdo a do soro ndo tratado. J& o rendimento (%) de
producdo de lactulose foi de 23,6% quando utilza-se o soro tratado e apenas de 17,3% a
partir do ndo tratado. Nota-se, por meio dos dados contidos na Tabela 4.8, que houve
diferenca significativa (p<0,05) quando se utilizou o soro tratado e o soro ndo tratado
para producdo de lactulose, o que evidencia a necessidade de um pré-tratamento para a
reducdo ou eliminacdo das proteinas presentes, que podem interferir na atividade
enzimatica.

Ap0s a realizacdo dos testes com a enzima livre, investigou-se a conversdo do
soro de leite (tratado e ndo tratado) com a enzima [B-galactosidase de K. lactis
imobilizada, buscando-se aumentar a eficiéncia do processo, devido as diversas
vantagens apresentadas pelo processo de imobilizacdo (ALBUQUERQUE et al., 2016;
ZAAK et al. 2017).

Tabela 4.8. Producdo maxima (g/L), produtividade (g/L.h) e rendimento (%) de
lactulose usando a enzima B-galactosidase livre e imobilizada no soro de leite sem

tratamento e no soro de leite pré-tratado.

Produgéo o )
_ _ _ _ Produtividade Rendimento
Enzima Meio reacional maxima
(o/L) (9/L.h) (%)
L Soro Ndo tratado 11,25 +0,07% 17,5 17,3
ivre
Soro tratado 15,32 + 1,46ID 24,6 23,6
Soro Nao tratado 13,32 + 1,032 16,6 20,3
Imobilizada
Soro tratado 17,32 + 0,88ID 315 26,7

*Mesma letra ndo difere estatisticamente (p<0,05)

A Figura 4.23 mostra o perfil da sintese de lactulose no soro ndo tratado (A) e
tratado (B) utilizando a enzima imobilizada, ou seja, utilizaram-se as condi¢es 6timas
para producgéo da lactulose descritas anteriormente. Observa-se que teve um elevado
consumo de lactose, cerca de 82,8%, 0 que é muito importante, visto que se mostra que
a enzima [-galactosidase foi capaz de catalisar a reacdo de hidrdlise da lactose presente
no soro de leite, evidenciando que o soro de leite pode ser utilizado como substrato para

a producdo de bioprodutos de valor agregado. A producdo maxima de lactulose
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alcancada no soro de leite ndo tratado (Tabela 4.8) foi de 13,32 + 1,03 g/L, com uma
liberacéo de 23,22 + 1,23 g/L de glicose.

Diante disso, realizou-se um pré-tramento no soro de leite a ser utilizado nas
reacOes para buscar o aumento da producdo, visto a possibilidade da interferéncia das
proteinas contidas. Observa-se que 86% da lactose foi consumida na reagdo, valor
superior ao observado quando o soro ndo foi tratado. Também se observou um aumento
de 43,3% na producdo de lactulose apds o pré-tramento do soro de leite, atingindo a
concentracdo de 17,32 + 0,88 g/L.

Figura 4.23. Producdo de lactulose por B-galactosidase imobilizada de Kluyveromyces
lactis a partir do soro de leite ndo tratado (A) e tratado para precipitacdo de proteinas
(B), razdo lactose/frutose de 15/30% (m/v), concentracao total de substratos 200 g/L, a

50 °C, carga enzimatica 7 U/mL e pH 7. (m) lactose; () lactulose e (A) glicose.
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Pode-se observar (Tabela 4.8) que a produtividade de lactulose no soro
tratado (31,5 g/L.h) foi praticamente o dobro da produtividade naquele que nédo foi
tratato (16,5 g/L.h). O rendimento (%) no soro tratado também foi superior em relagéo
ao que ndo teve as proteinas precipitadas, sendo de 20,3 nesse e 26,7% naquele.

Alguns estudos apresentam resultados em relacdo a utilizacdo do soro de
leite para a producdo de lactulose, porém com a condicdo de que seja anteriormente pré-
tratado. A ultrafiltracdo de soro, por exemplo, produz concentrado de proteina de soro
de leite usado na inddstria de alimentos e permeado de soro de leite, que compreende
principalmente lactose e sais, com baixo valor de mercado. Assim, a possibilidade de
usar lactose a partir de um material de residuos, como o permeado de soro, para obter
lactulose é particularmente interessante para a industria de alimentos (LAMSAL, 2012).

Adamczak, Charubin e Bednarski (2009) avaliaram a sintese de galacto-
oligossacarideos e lactulose a partir de concentrados de permeado de soro de leite que
passaram por ultrafiltragdo prévia usando diferentes tipos ¢ -galactosidases comerciais
(Maxilact 2000 de Kluyveromyces lactis (DSM, Warsaw, Poland), Lactozym 2000L de
Kluyveromyces fragilis (Novozymes, Poland) e Ha-Lactase de Aspergillus oryzae (Chr.
Hansen, Croatia). Esses autores observaram que a eficiéncia da sintese foi influenciada
pelo tipo de enzima e pela concentracdo de substratos e razéo lactose e frutose. No seu
estudo, utilizaram soro com 200 g/L de lactose com adigdo de 5 g, 10 g ou 15 g de
frutose por 100 mL de solucdo. A concentracdo mais elevada de lactulose, 65 g/L, foi
obtida quando 15 g de frutose foram adicionadas a solu¢do de 100 mL de soro.

Wu et al. (2017) investigaram a producdo de lactulose a partir de soro de
leite por celobiose 2-epimerase em um reator de membrana enzimatica e alcangaram
cerca de 58% de conversdo da lactose do soro de leite em lactulose. Padilla et al. (2015)
avaliaram a produgdo de lactulose por B-galactosidase de Kluyveromyces lactis e
Kluyveromyces marxianus a partir da lactose de permeado de soro de leite. Assim como
no presente trabalho, a producéo obtida foi comparada com sintetizada usando lactose
pura como substrato, alcangando valor méximo de lactulose de aproximadamente 10
g/L, valor inferior ao observado nos presentes experimentos.

Em contraste com a metodologia utilizada no presente trabalho, Seo, Park e
Han (2015) avaliaram a producdo de lactulose de soro de leite usando carbonato de
sodio, uma sintese quimica. Avaliaram trés parametros: temperatura, tempo de reacdo e
concentracdo de carbonato de sédio e alcancaram um rendimento méximo de 29,6%

com producdo maxima de 15,8 g/L de lactulose. Em comparacdo com os resultados
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otidos aqui, observa-se que, mesmo com algumas formas quimicas de producdo, os
presentes resultados s&o promissores.

A Figura 4.24 apresenta uma comparacdo da producédo de lactulose a partir
da utilizacdo da enzima livre e imobilizada tanto no soro de leite sem tratamento como
no soro com tratamento para precipitacdo de proteinas. A partir dessa figura pode-se
notar que a opgdo na qual se obteve a maior produgdo de lactulose foi utilizndo a f-

galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana.

Figura 4.24. Comparagao da produgdo de lactulose por [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis: livre no soro de leite ndo tratado (1), livre no soro de leite tratado

(2), imobilizada no soro de leite ndo tratado (3), imobilizada no soro de leite tratado (4).
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Diante da maior producgéo a partir da utilizagdo da enzima imobilizada e do
tratamento do soro para precipitacdo de proteinas, conduziu-se um experimento para
verificar a eficiéncia da B-galactosidase imobilizada diante de varios ciclos de reacao,
ou seja, sua estabilidade operacional. A Figura 4.25 mostra a eficiéncia do derivado
obtido em reacfes consecutivas no soro de leite tratado. Observa-se que a lactose foi
convertida acima de 50% até o terceiro ciclo reacional, ja& no sexto e ultimo ciclo
avaliado, converteu-se cerca de 20% de lactose. A glicose, no sexto ciclo, foi sintetizada
em 32% em relacdo ao ciclo inicial. E em relacdo a lactulose, nota-se que no terceiro
ciclo foi sintetizado 62,8% em relacdo ao ciclo inicial. J& no sexto ciclo de reuso a
sintese de lactulose atingiu 24,7%.
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Figura 4.25. Estabilidade operacional do derivado obtido a partir de B-galactosidase de
K. lactis imobilizada, em catalise do soro de leite tratado para a sintese de lactulose,
utilizando as condicbes de 50 °C, pH 7 e 150 rpm. Barras pretas: lactose; barras

vermelhas: lactulose; barras azuis: glicose.
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A atividade enzimatica do derivado (Figura 4.26) manteve-se acima de 50%
até o sexto ciclo de reuso, por outro lado, como observado anteriormente, nesse ponto a
producéo de lactulose j& havia sido muito reduzida (cerca de 25% do primeiro uso). Os
resultados evidenciam que o derivado produzido possui uma elevada estabilidade
operacional, uma vez que foi possivel converter altas taxas de lactose a lactulose,
mesmo em até 6 ciclos de reuso. Esse aspecto proporciona uma reducdo dos custos
operacionais devido a um aumento das taxas de conversdo de lactose. Existem poucos
estudos na literatura mostrando bons resultados com a utilizagao de B-galactosidase para
a producdo de lactulose e, até o0 momento da producdo desse trabalho, ndo foram
encontrados resultados com o reuso dessa enzima para producao de lactulose a partir do
soro de leite. Em trabalho realizado por Wu et al. (2017), por exemplo, avaliou-se o
reuso da celobiose-2-epimerase de Caldicellulosiruptor saccharolyticus, enzima que
também catalisa a sintese de lactulose, em um reator de membranas para produzi-la a
partir de soro de leite e obtiveram resultados que alcangaram uma conversao de 42,4%

de lactose em lactulose ap6s 10 ciclos reacionais.
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Figura 4.26. Atividade relativa (%) da enzima B-galactosidade de K. lactis imobilizada

em quitosana.
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4.4. Producéo simultanea de lactulose e etanol a partir do soro de leite

Apds o estabelecimento das melhores condicdes para a producdo de
lactulose a partir do soro de leite por via enzimatica, avaliou-se a possibilidade da
utilizacdo da glicose produzida na reacdo para a producdo simultanea de lactulose e
etanol a partir do soro de leite utilizando a p-galactosidade de K. lactis, o que
incrementaria e completaria o processo de reaproveitamento desses residuos com a
obtencdo de produtos de maior valor agregado.

Para tais experimentos utilizou-se uma cepa de Saccharomyces cerevisiae
para utilizar a glicose sintetizada durante a reacdo como substrato para a producdo de
etanol via processo fermentativo. Para efeitos de comparacéo, realizou-se o experimento
tanto com a enzima livie como com a enzima imobilizada nas condicdes citadas
anteriormente. A Figura 4.27 mostra a reacdo completa para a producdo de lactulose e
etanol utilizando a enzima livre. Como a adi¢do da cultura microbiana s6 foi realizada
apos 2 h do inicio de reacdo de sintese de lactulose, sé foi possivel observar a producéo
de etanol a partir de 3 h, como mostrado na Figura 4.27. Pode-se verificar que a lactose
foi convertida em cerca de 88% em 2 h de reacdo e em 24 h alcangou-se conversdo de
aproximadamente 96%. No momento em que se adicionou 0 micro-organismo ao meio
reacional para a producdo de etanol, a concentracdo de glicose correspondia a cerca de
29,45 + 0,17 g/L e a concentracdo maxima de etanol produzida foi de 8,42 + 0,13 g/L. A

concentracdo méxima de lactulose nesse ensaio foi de 17,04 + 0,22 g/L, no entanto ao
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final de 24 h de fermentacdo, observou-se uma reducdo do conteudo de lactulose em
25%, 0 que corresponde a uma concentragao final de 12,77 + 0,18 g/L. Esse fato se
deve, provavelmente, a utilizacdo de parte da lactulose sintetizada como substrato para
manutencdo celular do micro-organismo apos a reducdo da concentracdo de glicose no

meio.

Figura 4.27. Produgdo enzimatica de lactulose por B-galacosidase de Kluyveromyces
lactis solGvel e producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae a partir de soro de

leite. (m): lactose; (A) glicose; (e) lactulose e (+) etanol.
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Os perfis de sintese de lactulose e etanol utilizando a enzima na forma
imobilizada podem ser visualizados na Figura 4.28. Nesse caso, pode-se observar que
cerca de 93% da lactose foi consumida em até 24 h de reacdo. Em 2 h observou-se que
28,94 + 0,76 g/L de glicose foi liberada e a concentracdo maxima de etanol atingida foi
de 8,79 + 0,65 g/L, valor muito proximo ao encontrado nos experimentos com a enzima

soluvel. Ja a concentragcdo maxima de lactulose sintetizada foi 17,50 + 0,76 g/L.
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Figura 4.28. Producdo enzimatica de lactulose por B-galacosidase de Kluyveromyces
lactis imobilizada e producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae a partir de soro

de leite. (m): lactose; (A) glicose; (#) lactulose e (+) etanol.
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Na Tabela 4.9 estdo apresentados os valores de producdo maxima,
produtividade e rendimento de lactulose e etanol nos experimentos realizados com o
soro de leite e com a enzima livre e imobilizada. A produtividade de lactulose foi muito
aproximada usando a enzima livre ou a imobilizada. Da mesma forma o rendimento,
gue se mostrou muito proximo nas duas preparacGes. A produtividade de etanol
alcancou seu maximo no experimento com a enzima imobilizada, de 2,16 g/L.h, com
rendimento (g de etanol/ g de glicose) de 30,37. A concentracdo residual de glicose em
relacdo a inicial foi de apenas 11,6% utilizando a enzima livre e de 9,55% usando a
imobilizada. Dessa forma, os resultados obtidos para a produgéo conjunta de lactulose e
etanol sdo promissores, uma vez que se pode aproveitar, via processo biotecnolégico,
tanto a lactose presente no soro de leite, como também a glicose formada durante o
processo enzimatico. Por meio de teste Tukey (p<0,05), constatou-se que ndao houve
diferenca significativa ao se utilizar a enzima soltvel e a imobilizada para a producéo de

lactulose a partir do soro de leite.
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Tabela 4.9. Producdo maxima (g/L), produtividade (g/L.h) e rendimento (%) de

lactulose usando a enzima B-galactosidase de K. lactis, soltvel e imobilizada, e etanol,

pela levedura Sacchamoryces cerevisiae, a partir do soro de leite tratado.

Lactulose
Enzima
Producéo (g/L) Produtividade (g/L.h) Rendimento (%)
Livre 17,04 +0,13? 13,98 25,98
Imobilizada 17,50 + 0,762 12,90 26,68
Etanol
Enzima Produtividade )
Producéo (g/L) Rendimento (%)
(g/L.h)
Livre 8,42 +0,13° 1,58 28,59
Imobilizada 8,79 + 0,65° 2,16 30,37
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5.  CONCLUSOES

A méaxima concentracdo de lactulose produzida foi de 22,59 + 0,11 ¢g/L e as
condicBes Otimas foram: razdo lactose/frutose de 15%:30% (m/v), concentragdo inicial
de substrato de 200 g/L, temperatura de 50 °C, carga enzimatica de 7 U/mL, pH 7 e
adicdo de 0,01% do cation Mg?".

A maior producdo observada foi no soro de leite tratado, atingindo-se uma
concentracdo total de 17,32 + 0,88 g/L de lactulose. A preparacdo enzimética obtida
também foi avaliada quanto aos ciclos de reuso, e observou-se que possui uma
promissora estabilidade operacional, chegando a sintetizar 63% da concentracdo incial
de lactulose produzida no terceiro ciclo de uso. No entanto, ressalta-se que, devido a
eficiéncia mostrada anteriormente quando se emprega a enzima imobilizada (que pode
ser reutilizada em até 6 ciclos de reuso mantendo a producédo de lactulose em até 25%) e
a maior facilidade para separacdo desta do produto final a partir do meio reacional, o
seu uso pode ser de grande vantagem no processo de sintese de lactulose.

Utilizando a enzima [-galactosidase de Kluyveromyces lactis e a levedura
Saccharomyces cerevisiae foi possivel produzir lactulose e etanol em uma mesma
batelada de experimentos, com concentragdes maximas de 17,50 + 0,76 g/L e 8,79 £
0,65 g/L, respectivamente.

Conclui-se, portanto, que é possivel produzir lactulose por via enzimatica
utilizando a enzima [-galactosidase de K. lactis a partir de soro de leite, o que traria
beneficios ambientais consideraveis em processos industriais, visto a reducdo de
residuos prejudiciais, como a lactose, no meio ambiente e possivelmente tornara o
processo de producdo deste prebidtico menos oneroso. Os resultados aqui sdo
promissores, uma vez que foi possivel determinar as condi¢cdes étimas para a sintese de
lactulose, uma substdncia com alto valor agregado com utilizacdo alimenticia e

farmacéutica, empregada inclusive no tratamento de alguns quadros patoldgicos.
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