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OBTENCAO DE LEITE COM BAIXO TEOR DE LACTOSE UTILIZANDO MATRIZES
HIDROFOBICAS

Acenini Lima Balieiro

No Brasil, cerca de 25-30% da populacdo tem algum grau de intolerancia a lactose, esse
distdrbio esta relacionado com a incapacidade do organismo para digerir a lactose, devido a
deficiéncia ou auséncia da enzima lactase. O objetivo deste estudo é avaliar o desempenho de
adsorcdo de lactose do leite fresco, utilizando uma coluna de leito fixo recheada com
particulas compostas por polimeros impressos molecularmente (PIM) e matriz pura (MP),
afim de utilizar este leite para a elaboracdo de bebida lactea com baixo teor de lactose
saborizada com polpa de mangaba. As particulas composta por MP e PIMs utilizadas no
recheio da coluna de adsorcdo, foram caracterizadas usando microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), andlise térmica (calorimetria diferencial de varredura e analise
termogravimétrica), Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), distribuicdo do
tamanho dos poros pelo método Brunauer, Emmet e Teller (BET). A dindmica da coluna de
adsorcdo e desempenho foram estudados através das curvas de ruptura mediante um
planejamento fatorial fracionado 2**, cuja variavel dependente foi a capacidade de adsorcéo e
as variaveis independentes foram a vazdo, altura do leito, temperatura e granulometria. A
vazdo foi a variavel significativa ao nivel de 95% na capacidade de adsor¢do de lactose em
colunas recheadas por MP e PIM enquanto que a temperatura, altura do leito e o tamanho das
particulas, ndo foram significativas. A maior capacidade de adsorcéo foi de 62,21 mg/g com o
PIM, obtido a temperatura de 34 °C e altura do leito de 12,5 cm, seguido pelas condic¢des do
ponto central (47 °C, 9 mL/min, 10 cm de altura do leito e cerca de de 60 mesh
granulometria) com o valor médio de 50,9 + 1,5 mg/g. Os produtos obtidos foram analisados
sensorialmente. O que apresentou melhor resultado sensorial foi a bebida lactea saborizada
com mangaba com leite percolado em coluna de leito fixo recheada com particulas MP, na
qual cerca de 84% dos provadores indicaram que comprariam o0 novo produto. A bebida lactea
utilizando o leite percolado na coluna recheada com os polimeros impressos molecularmente
(PIM) em processo continuo apresentou uma maior reducdo de lactose no produto final,
atingindo cerca de 99,04% para a bebida sem adicdo de polpa de fruta e, 98,96 % para a
bebida com 15% de polpa de mangaba.

Palavras chave: capacidade de adsor¢éo, lactose, polimero impresso molecularmente.
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Abstract of Thesis presented to the Process Engineering Graduate Program at the University

Tiradentes as part of the requirements for the degree of Doctor in Process Engineering

OBTENTION MILK WITH LOW LACTOSE CONTENT USING HYDROPHOBIC
MATRIX

Acenini Lima Balieiro

In Brazil, about 25-30% of the population has some degree of lactose intolerance, this
disorder is related to the body's inability to digest lactose due to deficiency or absence of the
enzyme lactase.The aim of this study is to evaluate the lactose adsorption performance of
fresh milk, using a fixed-bed column packed with particles composed of molecularly
imprinted polymers (MIP) and pure matrix (MP) in order to use this milk to elaborate dairy
beverage low in lactose flavored with mangaba pulp. The particles composed of MP and PIMs
for the packed bed of the adsorption column were characterized using scanning electron
microscopy (SEM), thermal analysis (differential scanning calorimetry and thermal
gravimetric analysis), Fourier Transform Infrared (FTIR), pore size distribution by Brunauer,
Emmett and Teller (BET) method. The dynamics and performance of the adsorption column
was studied by means of the breakthrough curves through a fractional factorial design 24-1 .
The adsorption capacity was the dependent variable wereas the independent variables were
the flow rate, bed height, temperature and particle size. The flow rate was a significant
variable at a 95% level in lactose adsorption capacity in packed columns by MP and MIP
whereas the temperature, bed height and particle size were not significant. The highest
adsorption capacity was 62.21 mg/g obtained at a temperature of 34 °C and the MIP height
with of 12.5 cm, followed by the results at the center point (47 °C, 9 mL/min, 10 cm bed
height and about 60 mesh particle size) with the mean value of 50.9+1.5 mg/g. The products
obtained were analyzed sensory. The dairy beverage flavored with mangaba, obtained by
percolating milk through the fixed bed column with MP particles, presented the best sensory
result: about 84% of the panelists indicated they would buy the new product. The dairy
beverage obtained by percolating milk in column packed with molecularly imprinted
polymers (MIP) in a continuous process showed a greater reduction of lactose in the end
product: 99.04% with no addition of fruit pulp, and 98.96% with addition of 15% mangaba

pulp.

Keywords: adsorption capacity, lactose, molecularly imprinted polymer.
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1. INTRODUCAO

O leite e seus derivados exerce um importante papel para a economia brasileira,
segundo dados do IBGE, encerrado o ano de 2013 com uma produgdo total de
aproximadamente 36,75 bilhdes de litros de leite. Para 2014, o volume deve subir para 38,59
bilhGes de litros, um avanco de 5% (AGRODEBATE, 2013). No Estado de Sergipe a
producdo de leite tem crescido nos ultimos anos significativamente, e como consequéncia,
aumenta sua participacdo na producdo de leite nacional de 0,52% para 0,96% (SA, 2012). As
indUstrias e cooperativas de Sergipe estdo concentrando sua producdo em queijos, manteiga,
requeijao e bebidas lacteas.

O setor agroalimentar esta em constante necessidade de aperfeicoamento e obtencao
de novas tecnologias que pode ser usadas para a obtencdo de alimentos diferenciados a fim de
atender o perfil de consumidores que possuem algum tipo de restricdo, como por exemplo,
intolerancia a lactose. Recentemente, a inddstria de laticinios tem dado especial atengdo ao
desenvolvimento destes novos produtos, dentre os quais se pode incluir produtos lacteos livres
de lactose ou com lactose reduzida. Esses novos derivados lacteos séo de interesse comercial
especial, ja que mais de 50% da populacdo mundial apresenta condi¢do de intolerancia a
lactose. (DURING et al., 1998). No Brasil, 58 milhdes de pessoas apresentam alguma
dificuldade em digerir a lactose pela deficiéncia da enzima lactase no intestino. A intolerancia
a lactose é a incapacidade de digerir lactose (principal carboidrato do leite), resultado da
deficiéncia ou auséncia da enzima intestinal chamada [B-galactosidase ou, simplesmente,
lactase. Existem no mercado produtos alternativos, com reduzidos teores de lactose, capazes
de suprir as necessidades nutricionais desses pacientes (MATTAR; MAZO, 2010). Entre
esses produtos podemos destacar os iogurtes, queijos duros e leites processados com baixos
teores de lactose. Entretanto, as tecnologias de obtencdo de leite e derivados com baixo teor
de lactose baseiam-se em tratamento do leite com f-galactosidase, aplicacdo de tecnologia de
membrana e reducgdo da lactose do leite por meio de métodos cromatograficos (HARJU et al.,
2012).

A literatura relata a associagdo da nanotecnologia para remover uma serie de
substancias como metais, horménios, pesticidas, antibidticos e drogas do leite utilizando a
técnica de impressdo molecular. Dentro desse contexto, percebeu-se a possibilidade do uso da
nanotecnologia por meio de técnica denominada “impressdo molecular” para a obtencdo de

leite com baixo teor de lactose.
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A impressdo molecular € uma tecnologia emergente que permite sintetizar os materiais
com receptores altamente especificos com as moléculas-alvo. E uma rede polimérica
reticulada que pode se ligar a uma determinada molécula alvo com alta especificidade. Os
polimeros sdo preparados na presenca da molécula alvo utilizada como o modelo e posterior
remo¢do do molde a partir da técnica sol-gel, obtendo assim um material polimérico com
“sitios memoriais”. Sendo assim, metodologia similar pode ser aplicada na remocéo de
lactose do leite utilizando a técnica de impressdo molecular, onde os polimeros impressos
molecularmente (PIM) serdo a nanoparticula como meio de retencdo especificamente da
molécula de lactose. Na literatura utiliza-se o processo de adsor¢do para a retencdo de
inimeras moléculas, neste método a mistura liquida ou gasosa entra em contato com um
solido (adsorvente) e um dos componentes da mistura (adsorbato) adere a superficie do
solido. Portanto, para um leito de particulas (recheio), um dos principais objetivos é promover
0 contato intimo entre as fases envolvidas no processo (fase fluida liquida ou gasosa com a
fase estacionéaria/particulas) (FELDER e ROUSSEAU, 2000).

Com o intuito de satisfazer as necessidades do consumidor, a industria agro alimentar
tem se preocupado em desenvolver produtos alimentares cada vez mais saudaveis e naturais,
recorrendo a tecnologias limpas, como a fermentacéo, aliadas a nanotecnologia por exemplo.
Por isso é importante ver a nanotecnologia como uma tecnologia que pode complementar as
tecnologias convencionais e biotecnologia (SASTRY et al., 2010). Neste enfoque, 0 grande
interesse do consumidor por alimento saudavel e pela busca da qualidade de vida, é realizado
estudos para o desenvolvimento de diversos tipos de leites fermentados. Dentre as culturas
iniciadoras utilizadas para a producdo de leite fermentado, os gréos de kefir, ainda ndo séo
industrializados no Brasil. A definicdo do leite fermentado chamado kefir, € um produto
resultante da fermentacdo do leite pelos gréos de kefir (GLIBOWSKI e KOWALSKA, 2012).
Com base nos beneficios a satde, no potencial de mercado de produtos obtidos utilizando
gréos de kefir, e associado a producgéo anual de aproximadamente de 260 milhdes de litros de
leite no Estado de Sergipe em 2008 (IBGE, 2010), propde-se neste trabalho o
desenvolvimento de produtos lacteos fermentados por grdos de kefir com teor de lactose
reduzido.

A adicdo de frutas regionais do Brasil na fabricacdo de iogurtes € uma fatia do
mercado significativa para o comércio interno e externo. Afinal, a comercializagcdo dessas
frutas, anteriormente restrita a areas locais, tem se expandido para centros metropolitanos,
devido ao sabor exotico que contribui para 0 aumento de seu consumo. Dentre as diversas

frutas produzidas no Brasil, especial atencdo e dada as encontradas na regido nordeste devido
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as suas caracteristicas exoticas. Pode-se citar mais especificamente no estado de Sergipe a
mangaba (cuja arvore é o simbolo do estado), devido seu elevado potencial industrial para a
producdo de sucos, sorvetes e doces, e também é usada no preparo de bebidas fermentadas e
bebidas geladas, além de geleias e sorvetes, ainda € muito pouco explorada, embora seus
produtos elaborados artesanalmente tenham grande aceitagdo do consumidor na Regido
Nordeste do Brasil.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar na primeira etapa a adsorcéo de
lactose do leite em leito fixo recheado por particulas compostas por polimeros impressos
molecularmente (PIMs), utilizando um planejamento fatorial fracionario (2**) com o intuito
de verificar a influéncia das variaveis operacionais (temperatura, vazdo, tamanho de particula
e da altura do leito). Na segunda etapa foi estudar o comportamento morfoldgico e fisico-
quimico destas particulas utilizando a analise de afinidade e especificidade de polimero
impresso pela lactose antes e apds o processo de adssorcdo. E na terceira etapa, foi
desenvolver uma bebida lactea fermentada com adicéo de polpa de mangaba e com baixo teor

de lactose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a técnica de impressdo molecular em coluna de adsorcdo para obtencdo de
leite com baixo teor de lactose e seu emprego no desenvolvimento da bebida lactea

fermentada por gréos de kefir.

2.2. Objetivos Especificos

Neste trabalho os objetivos especificos sdo:

1. Avaliar a capacidade de adsorcdo dos polimeros, matriz pura (MP) e polimeros impressos
molecularmente (PIM), utilizando como ferramenta o planejamento de experimentos;

2. Estudar o comportamento morfoldgico e fisico-quimico das particulas dos polimeros, MP e
PIM, pela analise da afinidade e especificidade do sistema;

3. Avaliar a modelagem matematica da coluna de adsor¢do com o intuito de representar a
dindmica de adsorcdo de lactose em coluna de leito fixo com matriz pura (MP) e polimero
impresso molecularmente (PIM);

4. Obter o leite com baixo teor de lactose utilizando o método de adsorcdo por meio de
coluna de leito fixo recheado com matriz pura (MP) e polimero impresso molecularmente
(PIM);

5. Produzir uma bebida lactea fermentada utilizando o leite com baixo teor de lactose e
empregando gréos de kefir como cultura iniciadora;

6. Determinar a composicao fisico-quimica, microbiologica e sensorial do leite com baixo
teor de lactose e da bebida lactea fermentada;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Producéo de leite

O leite, obtido em circunstancias naturais, € uma emulsdo de cor branca, ligeiramente
amarelada, de odor suave e gosto ligeiramente adocicado. E um produto secretado pelas
glandulas mamarias e é um alimento indispensével aos mamiferos nos primeiros meses de
vida, enquanto ndo podem digerir outras substancias necessdrias a sua subsisténcia
(BEHMER, 1979). A legislacdo brasileira denomina leite, sem outra especificacdo, como
sendo o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta em condi¢cfes de higiene, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2001).

Sabendo-se que os principais paises produtores de leite do mundo, de acordo com
FAO (2010), sdo os Estados Unidos, india, China, Russia e Brasil. A mesma fonte indica, que
a producdo mundial chegou a 599.438.003 toneladas de leite de vaca fresco, para um total de
264.470.504 cabegas, com uma producdo de 2.266,6 kg por animal por ano. Os Estados
Unidos, maior produtor mundial, produziram em 2010, 87.461.300 toneladas de leite,
representando 14,6% da producdo mundial, seguidos pela india com 8,4%, China com 6,0%,
Rassia com 5,3% e pelo Brasil com uma producdo de 31.667.600 toneladas de leite,
representando 5,3% da produgdo mundial.

A pecuaria de leite no Brasil, além de ter contribuido com R$ 34,3 bilhGes do PIB da
Pecuaria, tem apresentado crescimento médio de 5% ao ano, chegando a 32 bilhdes em 2011 e
estimativa de 33,7 bilhGes de litros de leite para 2012. Esse percentual é maior que a média do
aumento da produgdo mundial, o que mantém o Brasil em quinto lugar no ranking mundial de
producdo de leite, com grandes chances de superar a Russia (4% posicdo). O valor bruto da
producdo de leite em 2013, por exemplo, foi de R$ 22,9 bilhdes contribuindo para
movimentar principalmente a economia das pequenas e médias cidades brasileiras (BRASIL,
2014). Conforme as estimativas para 2012 e 2013, esse valor deve superar 33 bilhdes de litros
e, em 10 anos, exceder a 38,18 bilhdes de litros. Apesar deste aumento significativo, o Brasil
ndo atingiu a expressividade de paises como os Estados Unidos e Canada, que tém
produtividade de 8.226 e 7.472 litros/vaca/ano, respectivamente. No entanto, apresenta um
grande potencial de crescimento de producdo e produtividade de leite (IBGE, 2013).

O leite é produzido em todas as regides do pais, com crescente producdo, exceto a
regido Norte que se mantém com a mesma producéo, 1,7 bilhdes de litros. A regido Sudeste €

a maior produtora, com 10,9 bilhdes, seguida da regido Sul com 9,6 bilhdes de litros/ano. O
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Centro Oeste responde por 14,5% do leite produzido com 4,4 bilhdes de litros/ano e o
Nordeste com 4,0 bilhdes, representando 13% da producgéo nacional (ZOCCAL et al. 2012).
Nos estados nordestinos as bacias leiteiras deslocaram-se para as regifes semiaridas,
sertdo e agreste, sendo que estas ttm como principal caracteristica a forte presenca da
agricultura familiar. No Nordeste, 0 maior destaque foi o estado de Sergipe, pois, nesta
unidade federativa o crescimento foi de 116,3%. Em Sergipe a producdo de leite é oriunda,
principalmente, da agricultura familiar e a producédo esta estimada em 231 milhdes de litros
por ano (IBGE, 2013). Os Estados de Pernambuco e Alagoas possuem o maior volume de
leite produzido por area. Em todo Brasil estes estados s6 perdem para o Parana e Santa
Catarina (VILELA, 2011). Em Sergipe, especificamente, a atividade leiteira se desenvolveu
principalmente no Sertdo. O Alto Sertdo Sergipano é composto por sete municipios sendo que
todos estdo incorporados ao Arranjo Produtivo Local (APL), sdo eles: Nossa Senhora da
Gloria, Monte Alegre, Canindé do S&o Francisco, Poco Redondo, Porto da Folha, Gararu e
Nossa Senhora de Lourdes (ANDRADE, 2013). A Figura 3.1 apresenta a Localizagcdo do

Territério do Alto Sertdo Sergipano no Estado de Sergipe.

0 DO SAO PRANCISCO
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Figura 3.1: Localizacdo do territorio do Alto Sertdo Sergipano.

3.2. Lactose
A lactose é o0 agucar caracteristico do leite, sendo o constituinte predominante e menos
varidvel da matéria seca do leite. E quantitativamente o mais importante dos sélidos nio

graxos. A lactose ¢ um dissacarideo constituido por um radical 3-D-galactose e um radical D-
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glicose sendo considerado um acUcar redutor, porque o carbono no grupo anomérico da
porcao glicose ndo estd envolvido na ligacdo glicosidica. A férmula molecular da lactose €
C12H2,011, cuja a massa molar é de 342,29 g/mol. O nome sistematico da lactose é 4-O-B-D-
galactopiranosil-D-glicopiranose (CAMPBELL, 2000).

O leite de vaca possui em média 3,5% de proteinas, 3,8% de gordura, 5,0% de lactose,
0,7% de minerais (cinzas) e 87% de agua. A concentracdo de lactose em bovinos, bufalos,
ovinos e caprinos é cerca de 4,8; 4,7; 4,6 e 4,1%, respectivamente. A lactose serve para duas
funcBes importantes: € uma fonte pronta de energia para o recém-nascido (que proporciona
30% do valor calérico de leite de bovino) e é responsavel por cerca de 50% da pressao
osmatica de leite, pois tem a caracteristica de ser isotdnica com o sangue. Para o leite com um
baixo nivel de lactose, a concentracdo de sais inorganicos é elevada para manter a pressao
osmotica no nivel desejado (URASHIMA e SATO, 2004).

3.2.1. Propriedades fisico-quimicas da lactose

O sabor adocicado da lactose é baixo comparado com a sacarose (6 vezes menor que 0
da sacarose). Mantendo a comparagdo com outros agucares a lactose possui uma solubilidade

menor. A falta de dominio sobre técnicas de manipulacdo pode levar a cristalizacao da lactose

proporcionando aspecto de arenosidade ao produto (ORDONEZ, 2005). Comparando as
propriedades das formas isoméricas o e B da lactose observa-se a presenca de atomos de
carbono assimétricos opticamente ativos, portanto, quando em solugdes desviam o plano
vibracional da luz polarizada que os atravessa. A o lactose e a B lactose diferem em sua
rotacdo especifica (FOX, 1997; ORDONEZ, 2005; WALSTRA; JENNESS, 1984). A Tabela

3.1 relaciona as propriedades fisicas e quimicas das formas a- ¢ B-lactose.

Tabela 3.1: Propriedades fisicas e quimicas da a- ¢ B-lactose.

Propriedades a-lactose B-lactose
Ponto de Fuséo (°C) 201-202 253
Densidade (293 K), g/cm® 1,54 1,59

Forma cristalina monoclinica esfenoidal monoclinica

Entalpia de dissolucéo, J/g -50,24 -9,62
Entalpia de combustéo, J/g -16,1 -16,5
pKa, a 3-5°C 13,8 13,5

Aparéncia Pé branco Pé branco

Odor Inodoro Inodoro

Fonte: (BRITO, 2007).
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Do ponto de vista fisico-quimico, a lactose esta presente no leite em estado molecular
em solucdo verdadeira, com particulas de didmetros inferiores a 1 nm (LONGO, 2005). A
lactose é composta por D-glicose e D-galactose, estando o grupo aldeido da galactose unido
ao grupo C-4 da glicose mediante um enlace p-1-4-glicosidico (WALSTRA et al., 2001). Na
Figura 3.2 esté apresentada a estrutura quimica da lactose.

"CH,OH "CH,OH

a

: 0
HO /| Sa OH H / s H
i H b + Va H i
H \0" ",f H HO \OH Hg’ OH
LY 2 L 2
H OH H

OH

galactose glicose

Figura 3.2: Estrutura da lactose (4-O-(B-D-galactopiranozil)-D-glicose).

A a- e B-lactose sdo sollveis em &gua na proporcao de 70 e 500 g/L, respectivamente,
a 20 °C; em equilibrio, a propor¢do de a:p € cerca de 37:63, dando uma solubilidade total de
cerca de 180 g/L a 20 °C. A solubilidade de a-lactose é mais dependente da temperatura do
que o anomero B-lactose e é mais solUvel a temperaturas acima de 93,5 °C. Assim, a-lactose é
a forma de lactose que cristaliza com temperaturas abaixo de 93,5 °C, além de ser a forma
comercial usual de lactose; a -lactose pode ser preparada por cristalizagdo com temperaturas
acima de 93,5°C (HOLSINGER, 1997). A lactose tem um nivel de dogura de cerca de 20% da
sacarose (JELEN e TOSSAVAINEN, 2008), destacando-se como um dos excipientes mais
utilizados nos produtos alimentares, devido as seguintes caracteristicas: rapida dissolucéo, boa
compressibilidade, baixa reatividade quimica e ndo ser higroscépica. Ainda deve-se salientar
que a utilizagdo de lactose aumenta o volume do produto, mas néo é verificado o aumento da
docura, podendo assim ser umas das alternativas para substituir parcialmente a sacarose
(CURY et al., 2007). A lactose apresenta capacidade de absorver aromas, isso faz com que ela
acentue aromas naturais sem 0s tornar excessivamente doces, por exemplo. O fato de sofrer
reacdo de Maillard confere a cor acastanhada, quando utilizada em produtos de panificacdo
(THOMSEN et al., 2005).

A lactose pode ocorrer em duas formas cristalinas nos produtos lacteos, a-hidratada e
B-anidra, ou como uma mistura vitrea amorfa de a- e B-lactose. A formula estrutural da a-

lactose pode ser convertida na forma estrutural f- por meio da mudanca na posicdo da
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hidroxila e do hidrogénio no grupo redutor. A mudanca rotacional e a transformacdo em
solucdo de uma forma na outra é denominada mutarrotacdo. A ligacdo da glicose com a
galactose pode ser rompida pela acdo enzimatica da f-galactosidase, que hidrolisa a lactose
em seus monossacarideos constituintes, glicose e galactose. A conversdo € de consideravel
interesse, do ponto de vista tecnoldgico, pois os produtos da hidrolise, em combinacdo, séo
mais doces, mais soluveis, diretamente fermentados e imediatamente absorvidos no intestino
do lactente (PEREIRA et al. 2011).

A lactose € uma importante fonte de energia na dieta e pode facilitar a absorcdo do
calcio. Porém, o uso de lactose como fonte de energia estd limitado pela porcentagem
relativamente alta de pessoas intolerantes a lactose (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).
Observando o argumento descrito anteriormente, faz-se a necessidade de elaborar novos
produtos lacteos sem lactose para atender o mercado constituido de individuos que sofrem

com a intolerancia a lactose.

3.2.2. Intoleréncia a lactose

A lactose é um dissacarideo presente no leite de mamiferos. Na espécie humana, o
processo de digestdo da lactose ¢é realizado pela (-galactosidase, comumente chamada de
lactase (1). Esta enzima hidrolisa a molécula de lactose em dois monossacaridios: a galactose
e a glicose. A lactase encontra-se presente na extremidade das vilosidades da mucosa do
intestino delgado e possui fundamental importancia no metabolismo da lactose, uma vez que
as moléculas de lactose intactas ndo sdo absorvidas pelas células intestinais (BRANNON et
al., 2010). A lactase ¢ responsavel pela hidrolise enzimatica da ligagdo glicosidica f-1,4,
originando como produto 0s monossacarideos glicose e galactose, 0s quais sdo transportados
do intestino delgado para corrente sanguinea (RANCIARO e TISHKOFF, 2010).

De acordo com a Resolugdo n° 205, de 17/11/2006 complementada pela resolucgéo
RDC n° 26, de 26/05/2009, a enzima lactase utilizada pela industria de alimentos deve ser de
origem microbiana, proveniente dos fungos: Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces
marxianus e Saccharomyces sp, geralmente reconhecidos como seguros (GRAS — Generally
Recognized as Safe). A lactase produzida por fungos filamentosos (Aspergillus niger e
Aspergillus oryzae) possui pH 6timo na faixa acida de 2,5 a 4,5, enquanto a produzida por
leveduras (Kluyveromyces lactis, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces sp.) possui pH 6timo préximo a neutralidade (6,5
e 7,5). Essa caracteristica é importante para 0s processos industriais, pois a escolha da fonte
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da lactase deve estar de acordo com as necessidades impostas pela natureza do substrato e do
produto (MORIWAC e MATIOLI, 2000).

Essa caracteristica peculiar da enzima lactase possibilita seu uso na fermentacédo
industrial da lactose por acdo dos micro-organismos que a transforma em acido latico
ocupando lugar de grande destaque, sendo utilizada para obtencdo de varios derivados lacteos
como iogurte, leite aciddfilo, queijos, requeijoes, acidos laticos e outros (ALBUQUERQUE,
1997).

A ma digestdo da lactose € evidenciada quando a quantidade de lactose ingerida ndo é
totalmente digerida e absorvida, devido ao declinio na expressdo da atividade da lactase na
idade adulta (lactase ndo persistente ou deficiente). Quando a quantidade de lactose ingerida é
maior do que a quantidade suportada pelo organismo, sdo evidenciados os sintomas de
intolerdncia a lactose (IL) e o individuo passa a manifestar desconfortos gastrointestinais
(WORTMANN et al., 213).

A intolerancia a lactose pode ser classificada como congénita, primaria ou genética e
secundaria ou adquirida. A intolerancia congénita acomete mais bebé&s por apresentarem
deficiéncia de lactase jejunal tendo quadro de diarréia, quando amamentados ou quando
consomem alimentos com lactose. A deficiéncia priméaria pode se desenvolver em qualquer
idade e com diferentes grupos raciais, sendo a deficiéncia de lactase. A intolerancia priméria
é, portanto, a deficiéncia de lactase que pode também ser chamada de hipolactasia tipo adulto
ou deficiéncia hereditaria de lactase. A deficiéncia secundaria ou adquirida é resultado de
les@es intestinais ou devido a alguma doenca intestinal (BARBOSA, 2011).

Atualmente existem medicamentos (comprimidos, tabletes) contendo a enzima lactase
que favorece o consumo do leite na populacdo com intolerancia a lactose. Além da parte
farmacoldgica, ha também a venda de leite e derivados lacteos com baixo teor ou sem lactose
para esse publico (MATTAR e MAZO, 2010).

3.2.3. Produtos com baixo teor de lactose

No mercado encontram-se produtos lacteos com baixo teor de lactose que sé&o
alternativas para o publico que apresenta ma digestdo da mesma. Dentre eles se destacam o0s
lacteos fermentados, os queijos duros, o doce de leite sem lactase e os leites com reduzido
teor de lactose. Estes produtos possibilitam ao consumidor a ingestdo adequada de nutrientes,
minimizando os riscos de comprometimento da saude (NATIONAL DAIRY COUNCIL;
2010).
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Muitos individuos com intolerdncia a lactose confirmada toleram a ingestdo de
diferentes quantidades de leite/derivados, sem apresentarem manifestacfes clinicas, na
maioria dos casos, essa quantidade tolerada pode chegar até um a dois copos de leite durante o
dia (sendo que um copo de 240 mL contém 11 g de lactose). Em contraste, ha pessoas que
apresentam sintomas com a ingestdo de apenas 2-3 g de lactose, como, por exemplo, a
quantidade correspondente a uma barra de chocolate (SUCHY et al., 2010).

Os produtos lacteos fermentados sdo recomendados para pessoas com ma digestdo da
lactose porque a lactase presente nos micro-organismos utilizados na fabricacdo desses leites
fermentados como iogurte e coalhada possibilita a hidrolise de parte da lactose presente
nesses produtos (MORIWAC e MATIOLI, 2000). Entre os produtos fermentados, o iogurte é
0 que apresenta melhor tolerdncia. Essa melhor tolerabilidade tem sido atribuida a alta
atividade da lactase presente nos micro-organismos usados na producdo do iogurte
(normalmente Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus) comparados com outras bactérias produtoras de acido latico (PEREIRA et al.,
2012).

Os queijos duros sdo os mais indicados para 0 consumo por portadores da ma digestao
de lactose, visto que no processo de fabricacdo grande parte da lactose fica no soro,
concentram-se 0s solidos e parte da lactose que fica presente na massa é transformada em
acido latico (NATIONAL DAIRY COUNCIL, 2008).

Os leites com reducdo de até 90% de lactose, também chamados de leites de alta
digestibilidade ou deslactosado, sdo alternativas disponiveis no mercado. A digestdo é
facilitada devido a quebra da lactose em glicose e galactose melhorando a digestibilidade sem
perda da qualidade nutricional do leite. Entretanto, atualmente ainda ndo se encontra oferta de
leite desnatado com reduzido teor de lactose, apenas leites com baixo teor de lactose do tipo
longa-vida integrais ou semi-desnatados (PEREIRA et al., 2012). O que se observa
atualmente no comercio € uma gama consideravel de produtos de soja como alternativa de
substituicdo dos produtos lacteos. Entretanto, esses produtos ndo possuem a mesma
concentragdo de vitaminas e calcio biodisponivel, sendo necessaria complementar a dieta com
vitaminas e minerais (CASE et al., 2005).

No Brasil, existem legislacbes para rotulagem que obrigam que os alimentos
comercializados informem no rotulo e na embalagem a presenca ou auséncia de determinados
componentes. Essas informagdes sdo direcionadas a alguns grupos especificos, como medida
preventiva e de controle, como por exemplo, aos portadores de doenga celiaca e aos

fenilcetondricos (BRASIL, 1998; 2003). Entretanto, para portadores de méa digestao da lactose
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ainda néo existe a obrigatoriedade legal de informar na rotulagem a presenca ou auséncia, ou
ainda a quantidade de lactose presente no alimento. Os portadores da mé digestdo da lactose
devem atentar-se as informacdes contidas nas bulas de medicamentos, bem como aos rétulos
dos alimentos, procurando leite, lactose, soro de leite, coalhadas, derivados de leites, sélidos
do leite e leite em po entre os ingredientes descritos na rotulagem (VENUTO, 1995).
Alternativas tecnoldgicas para a remogao de lactose do leite e derivados séo utilizadas
com o objetivo de disponibilizar ao mercado consumidor produtos com reduzido teor lactose,

a fim de atender uma crescente massa de consumidores portadores de ma digestdo da lactose.

3.3. Tecnologias aplicadas para obtencao de produtos lacteos sem lactose

A intolerancia a lactose € uma das desordens genéticas mais comuns, atingindo mais
de 65% da populagdo mundial. No Brasil, 88 milhdes de pessoas apresentam alguma
dificuldade em digeri-la, pela deficiéncia da enzima lactase no intestino (FAEDO et al.,
2013). A maioria da populacdo mundial perde parte da atividade de lactases no intestino
delgado apos a infancia (MATTAR e MAZO, 2010). Hoje, muitos paises possuem uma gama
de produtos com baixo teor de lactose, porém, no Brasil, esse mercado ainda tem sido pouco
explorado. Com excecdo do leite Ultra High Temperature (UHT), disposto nas versdes
integrais e semidesnatado com 90% menos lactose, ndo ha versdes de leite desnatado e/ou
pasteurizado desses produtos. Contudo, o leite desnatado contém menor teor calérico que o
integral ou semidesnatado, sendo bom aliado para a salde cardiovascular (SPADOTI, 2010).
Os leites com lactose reduzida podem ser encontrados em alguns supermercados do pais e
guando comparados ao leite comum, os pre¢os sdo bem elevados, custando aproximadamente
70% do valor de custo.

Hoje muitos paises possuem uma gama de produtos com baixo teor de lactose, mas o
mercado e dificil de ser dimensionado, uma vez que a intoleréncia a lactose é uma disfungéo
pouco conhecida e confundida com alergia ao leite. Sua confirmagédo s6 pode ser feita pelos
médicos e a quantidade de lactose que pode ser ingerida varia muito de pessoa para pessoa
(MATTAR e MAZO, 2010). De acordo com HARJU et al. (2012), a empresa finlandesa
Valio Ltda. desenvolveu e patenteou diversas técnicas para leites e derivados com baixo teor
de lactose, contando, hoje, com mais de 200 produtos diferentes no seu mix com a marca
HYLA, utilizando a maior parte desses produtos processos de combinacOes fisicas e
enzimaticas.

Alternativas alimentares sdo importantes, pois para pessoas com ma absorcdo de

lactose, normalmente, a Unica alternativa é abster-se dela para evitar os sintomas. Diante
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desse quadro, normalmente, recomenda-se para essas pessoas evitar o consumo de leite e seus
derivados. No entanto, esses individuos estariam deixando de usufruir dos beneficios do
alimento a salde humana. Torna-se necessario, entdo, o desenvolvimento de métodos para a
preparacdo de leite livre da lactose. E para isso existem dois metodos utilizados para a
reducdo de lactose do leite: 0 método &cido e método enzimatico. Na hidrélise acida, a reacéo
é muito rapida, mas envolve solugdes diluidas de &cido fortes como o sulfurico e cloridrico, e
condicdes severas de pH e temperatura (1,0<pH<2,0; 100<temperatura<150 °C), e por isto
tem sua aplicacdo comercial na industria restrita, pois acarreta alteracdes no sabor e cor do
leite. J& a hidrolise enziméatica pode ser realizada sob condi¢cBes operacionais
consideravelmente mais brandas (3,5<pH<8,0; 5<temperatura<60 °C), essas condi¢des reduz
a formacdo de subprodutos indesejaveis e a possibilidade de alteracdes dos compostos
sensiveis ao calor (LADERO et al., 2000).

O leite com baixo teor de lactose pode ser preparado por meio de sua hidrdlise
enzimética utilizando a enzima B-galactosidase, pela liberacdo dos seus correspondentes
monossacarideos, glicose e galactose ou de sua remocdo fisica aplicando tecnologia por
membranas e separacdes cromatograficas (CUNHA et al., 2007, ).

As técnicas utilizadas para hidrolisar a lactose, empregando a enzima lactase permitem
disponibilizar produtos com reduzido teor de lactose, bem como melhorias no processamento
como, por exemplo, fabricacdo de leite com sabor adocicado que podera ser consumido por
individuos portadores dos sintomas de intolerancia a lactose (MARIOTT] et al., 2008).

A hidrélise enzimatica € um dos métodos mais interessantes para reducao do teor de
lactose no leite e nos seus derivados. Este processo € conhecido e utilizado em escala
industrial no qual, a enzima B-galactosidase, na forma livre ou imobilizada, hidrolisa a ligacéo
B(1-4) da molécula de lactose, dando origem aos seus mondémeros, glicose e galactose de
grande interesse para a industria de laticinios (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985). Entretanto,
segundo Silva e Cardoso (2007), o processo de hidrolise, na maioria das vezes, € realizado
utilizando enzimas livres e estas deixam o reator juntamente com o produto, ndo sendo
possivel sua reutilizagdo, transformando o processo mais oneroso.

Estudos realizados por HAIDER e HUSAIN, (2009), utilizaram a B-galactosidase a
partir de Aspergillus oryzae e foi observado que 77% de lactose presente no leite foi
hidrolisada depois 3h. ANSARI e HUSAIN (2012) imobilizaram a p-galactosidase em Celite
A 545 em reator de fluxo continuo e obtiveram cerca de 92% de conversdo da lactose em seus
monossacarideos apds 9 h de operagéo.
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A hidrélise enziméatica ocasiona modificacfes fisicas e quimicas dos produtos, pois
aumentam seu dulgor, diminui a viscosidade dos produtos, alteragdes do sabor e cor. Além
disso, nem todas as fontes da enzima lactase sdo reconhecidamente seguras (SILVA e
CARDOSO 2007).

Uma nova alternativa para reducdo do teor de lactose é o método da ultrafiltracdo (UF)
que utiliza tecnologia de membranas para separacao da lactose (peso molecular de corte 1000
a 500000 Daltons), enquanto gorduras e proteinas ficam retidas, entretanto, a UF pode
acarretar perdas de minerais tais como o calcio, que podem passar pelos poros da membrana
assim como a lactose. Técnicas de membrana, tais como a microfiltragdo e ultrafiltragdo (UF)
sdo utilizadas comercialmente para modificar a propor¢do de lactose no leite e produtos
lacteos. Estes processos originaram cremes modificados sem lactose, leite em pd desnatado,
bebidas lateas e entre outros produtos lacteos. O uso de membranas € a mais utilizada
comercialmente para modificar a propor¢do de lactose em leite e produtos lacteos (FAEDO et
al., 2013). Segundo BRANS et al., (2004), a tecnologia de separacdo por membranas é uma
escolha adequada para o fracionamento do leite, pois muitos dos seus componentes podem ser
separados por diferenca de tamanho.

Muitos trabalhos foram realizados para avaliar o processo de filtracdo na remocéo de
lactose do leite. CHOLLANGI et al. (2007) estudaram a técnica de ultrafiltracdo por
membrana para a separacdo de lactose em efluentes de laticinios e verificaram que as
membranas com 3, 5 e 10 kDa, recuperaram 70-80%, 90-95% e 100% de lactose,
respectivamente. Enquanto que ATRA et al. (2005), estudaram a nanofiltracdo para a
concentracdo de lactose no soro de queijo e obtiveram uma concentracdo de 25% de lactose
removida. Em relacdo ao processo de nanofiltracdo, MINHALMA et al. (2005), estudaram o
processo de nanofiltracdo (NF), a fim de obter uma frac&o rica em lactose a partir de soro de
gueijo utilizando duas membranas (NFT50 e HR95 PP), além disso, foram testados duas
condi¢des de operacgdo: recirculacdo total e concentracdo. Os melhores resultados foram
obtidos com a membrana comercial denominada NFT50 a 3 MPa permitindo uma
recuperacdo de lactose de 80%.

A Figura 3.3 apresenta o tamanho dos componentes do leite e o respectivo Processo de
Separacgdo por Membranas (PSM) que poderia ser empregado na separacao destes.

A separacao da lactose no leite por métodos cromatograficos é baseada nas diferencas
de velocidades de fluxo de diferentes componentes do liquido a ser tratado quando passado
através de uma coluna de resina. O leito de resina é composto de particulas porosas de resina

tendo grupos funcionais com o qual os componentes a serem separados interagem de forma
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diferente. O eluato é dividido em fragbes com a composicdo desejada, para separar
componentes um do outro, eles devem apresentar afinidades diferentes para a resina. Portanto,
a cromatografia € baseada na interacdo diferencial de componentes de uma solugdo mista com
uma resina que pode ser classificada como cromatografia de troca idnica (IEC), cromatografia
de interacdo hidrofébica (HIC) e cromatografia de afinidade (AC) (HARJU et al. 2012).

S—
células somaticas
10pm
glébulos de gordura
MF
1pm bactérias e esporos
micelas de caseinas
100nm
submicelas de caseinas
10nm
séries de proteinas
UF
1nm lactose
sais
0,1nm
agua

Figura 3.3: Aplicacdo do Processo de Separacdo por Membranas (PSM) para separacdo dos
componentes do leite em funcdo do seu tamanho; microfiltracdo (MF); ultrafiltracdo (UF);
nanofiltracdo (NF); osmose inversa (Ol)

Fonte: BRANS et al., (2004).

A cromatografia usando resinas carregadas é uma técnica largamente utilizada para
separar as proteinas e outros ions carregados no leite da lactose. As proteinas e os ions
carregados se ligam a resina com carga oposta, enquanto ndo se liga a lactose e passa
diretamente através do sistema. A resina de permuta catidnica é equilibrada de modo a que
um equilibrio i6nico é obtido com leite. Depois de equilibrar a resina, o leite desnatado ou
leite concentrado € passada através do leito. A fragdo de lactose é eluida no fundo do leito,
enquanto que a proteina e a fragdo mineral é fluidizada com a ajuda de 4gua, em um outro
fluxo (MCSWEENEY e FOX, 2009).

A lactose pode ser separada com elevada eficiéncia a partir do leite e soro de leite por
resinas de troca catibnica (HARJU et al., 2012). A separacdo é baseada nos diferentes
tamanhos de ions e de efeitos de exclusdo de tamanho de minerais e proteinas, e
provavelmente também na capacidade de lactose em formar complexos com o0s cations
ligados a resinas de troca catidnica. A formacdo de complexos lactose-cation retarda o fluxo
de lactose através da coluna de resina permitindo a determinacdo deste componente. De
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acordo com HARJU et al., (2012), é importante que a resina de troca catibnica esteja em
equilibrio com o leite. Quando a resina é na forma de sddio, a lactose é separada dos outros
componentes do leite. No entanto, ions de célcio do leite sdo ligado a resina, o0 que leva a
destruicdo das micelas de caseina, e desaparecimento da cor branca de leite. Se a resina esta
sob a forma de calcio, a separagdo é insatisfeita e pode precipitar a proteina na coluna. As
temperaturas utilizadas sé&o acima de 65 °C com objetivo de um maior controle do
crescimento microbiano e uma melhor separacdo (HARJU, et al., 2012). A aplicacdo de um
processo de concentracdo do leite antes da separacdo cromatografica reduz a quantidade de
agua necessaria para a eluicdo. Usando este método é possivel separar a lactose muito
especificamente a partir dos outros componentes do leite (MCSWEENEY e FOX, 2009).

Muitos trabalhos na area de leite livre de lactose foram desenvolvidos e patenteados.
A companhia Finladesa VALIO LTDA lancou em 2001 o leite livre de lactose, contendo
0,01% lactose. Baseando-se em um processo de separacdo cromatografica, 0 que permite a
separacgdo especifica de lactose do leite (HARJU, 2004, 1987b; JELEN e TOSSAVAINEN,
2003). A separacao cromatogréafica torna possivel reter os minerais de leite com proteinas, ao
contrario de outras técnicas de separacdo (HARJU, 1987b, 2004). Esse mesmo método foi
patenteado para a separacdo de lactose a partir de soro de leite (US 4955363) (HARJU &
HEIKKILA, 1990) e no leite (EP 0226035) (HARJU, 1990). Portanto, a partir desta técnica
foi possivel atender o limite do teor de lactose residual para menos de 10 mg/100g de produto
(<0,01%) determinado pelos paises Escandinavos.

No documento US 2005/0170044 esta descrito um processo para obtencdo de leite
livre de lactose sem docura adicional. O processo incluia como primeiro passo a ultrafiltracéo,
em que parte da lactose foi removida, e o retentado foi diluido para uma concentracdo de
proteina de 4% e a concentracdo de lactose de 3%. Depois disto, a lactose residual foi
hidrolisada enzimaticamente. A dogura do leite foi semelhante ao do leite normal, o leite teve
um nivel mineral de apenas 0,47%. No leite normal, o conteudo mineral é de cerca de 0,75%.
Isto pode causar uma diferenca no sabor. Mais tarde, em Varios novos processos para a
producdo de leite livre de lactose foi desenvolvido. Foram utilizadas varias combinagdes de
filtracdo por membrana e hidrolise enzimética (WO 2009/043356, US 2010/0055289).

A reducdo de lactose por tecnologias de membrana ou processos cromatograficos
resultou em problemas com as autoridades reguladoras. O leite em que a lactose € reduzida
por tecnologia de filtragdo para menos de 2,0% resulta em um valor mais baixo do que o
crioscopico do leite integral comum, mesmo depois da hidrdlise da lactose, o valor

crioscopico € menor do que o leite de vaca integral. De acordo com a Instrugdo Normativa n°
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51/2002 (BRASIL, 2002), o indice crioscopico méximo permitido é -0,530 °H (-0,512 °C). As
autoridades de saude consideram a reducdo dos valores crioscopicos como adulteracdo no
leite. Na Europa, a empresa VALIO LTDA desenvolveu uma gama de bebidas lacteas sem
lactose usando tecnologias de membrana (MCSWEENEY e FOX, 2009).

Atualmente na Europa discute-se, como serd denominado nos rétulos o teor de lactose
em alimentos livre de lactose. Por exemplo, o trabalho de Issues of Nutrition da Sociedade
Alema de Quimica dos Alimentos recomendou trés categorias de declaragdo nos alimentos
(SAQA, 2014), ou seja, produtos contendo (< 1 %) de lactose deve ser designado baixo teor
de lactose, com < (0,1 %), denominado como muito baixo teor de lactose e produtos com (<
0,01 % de lactose e seus produtos de degradacdo) devem ser classificados como livre de
lactose. Este ultimo é o nivel mais rigoroso a ser discutido, o que permite que estes produtos
alimentares pode ser utilizada com seguranca na alimentacdo dietética de pacientes com
galactosemia, como tais produtos alimentares também sdo indicados para ser "livre" de
galactose (MORLOCK et al., 2014). No Brasil, a legislagdo ndo dispde de um regulamento
especifico para leite com baixo teor de lactose; contudo, segundo a legislacdo aplicada para
esse tipo de produto, a Portaria n° 29 de 1998 do Ministério da Saude, alimentos
especialmente formulados para atender portadores de intolerancia a ingestdo de dissacarideos
como a lactose podem conter no maximo 0,5 g do nutriente por 100 g ou 100 mL do produto
final.

O indice da lactose pode ser igualmente reduzido em derivados lacteos pela
fermentacdo latica. O soro de leite, a coalhada, o kefir e o iogurte, podem ser produzidos e
consumidos por pessoas com intolerancia a lactose, pois nestes produtos, aproximadamente
30% da lactose é convertida em glucose ou galactose, de mais facil digestdo, ja que os
monossacarideos resultantes de sua hidrélise, galactose e glicose, sdo absorvidos pelas células
epiteliais por transporte ativo, evitando os inconvenientes e desconfortos causados pela ma
absorcdo da lactose (HARJU et al.,, 2012 ). A intolerancia a lactose é definida como o
conjunto de sintomas como dores abdominais, diarreia, flatuléncia, nauseas e vomitos apos a
ingestdo da lactose. A lactose que ndo é hidrolisada pela enzima lactase, em glicose e
galactose, permanece no intestino e atua osmoticamente atraindo agua para este 6rgao. As
bactérias que colonizam o intestino fermentam a lactose ndo digerida, gerando acidos graxos
de cadeia curta, dioxido de carbono e gas hidrogénio. A acdo osmotica pode provocar
diarreias e a acdo bacteriana pode provocar desconforto, distensdo e dores abdominais, além
de nauseas e flatuléncia. Também prolonga a acdo da vitamina D, em caso de reducdo da
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radiacdo solar e ajuda na prevencao do raquitismo e da osteomalécia (Kocian apud LONGO,
2006).

A hidrdlise enzimética de lactose é um dos processos biotecnoldgicos mais
importantes na industria de alimentos por causa dos efeitos potencialmente benéficos sobre a
assimilacdo de alimentos que contém lactose, bem como as vantagens tecnoldgicas e
ambientais possiveis de aplicacdo industrial, incluindo: utilizacdo de lactose como fonte de
energia, bem como célcio e assimilacdo de magneésio a partir do leite, formacgéo de galacto-
oligossacarideos durante a hidrdlise de lactose para favorecer o crescimento da microflora
bacteriana intestinal, elaboracdo de leite com sabor adocicado de boa aceitacdo que pode ser
consumido por pessoas com intolerancia a este acucar (JURADO et al., 2002; JELEN e
TOSSAVAINEM, 2003; PLAYNE et al., 2003).

O leite e seus derivados com reduzido teor de lactose estiveram sob o
desenvolvimento desde os anos 70, quando as primeiras B-D-galactosidase se tornaram
disponiveis no comércio. Atualmente, a lactase € uma das enzimas mais importantes usadas
na transformacao de produtos alimentares (PANESAR et al., 2006).

QUINN et al. (2001), avaliaram a imobilizagdo da B-D-galactosidase a partir do
fungo Kluyveromyces lactis em superficies de grafite através de um método de ligacdo
covalente usando glutaraldeido, com o objetivo de reduzir a lactose em leite desnatado, o
estudo foi realizado num reator continuo e obtiveram uma conversdo de 90% de lactose
dentro de um tempo de residéncia de 15 min. Enquanto que LI et al., (2007), avaliaram a -
galactosidase a partir de Kluyveromyces lactis imobilizada em tecido de algodao utilizando
glutaraldeido como o reagente de reticulagdo em um modelo de escala piloto com um reator
de leito fixo com capacidade de 10 L, foi usado e aplicado para hidrolisar a lactose no leite
integral com uma converséo de 95% de lactose apds 2h de operacdo em batelada. NOVALIN
et al. (2005), avaliaram, o estabelecimento de um processo em reator de membrana de fibra
para a hidrolise enzimatica de lactose em leite desnatado utilizando [-galactosidase.
Obtiveram uma converséo de lactose no leite desnatado em torno de 81% apos 2h.

Inicialmente se recomenda evitar temporariamente leite e produtos lacteos da dieta
para se obtiver remissdo dos sintomas. Entretanto, a exclusdo do leite da dieta de pacientes
portadores de ma digestdo da lactose pode acarretar prejuizos nutricionais e consequentes
danos a saude. Em vista disso, existem no mercado produtos alternativos tradicionais
derivados do leite (queijos curados, bebidas lacteas fermentadas) em que apresentam
naturalmente teor reduzido de lactose em sua composi¢do. Em produtos lacteos, como iogurte

e queijo, a lactose € convertida em acido lactico por acéo bacteriana e em queijos em torno de
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98% da lactose é arrastada no soro por lixiviacdo (OLIVEIRA et al., 2011). Sendo assim, nas
ultimas décadas novas tecnologias foram desenvolvidas para o desenvolvimento de produtos
lacteos com baixo teor de lactose para satisfazer a necessidade de pessoas que sofrem de
intoleréncia a lactose.

No mercado encontram-se produtos lacteos com baixo teor de lactose que séo
alternativas para o publico que apresenta ma digestdo da mesma. Dentre eles se destacam 0s
lacteos fermentados probidticos com caracteristicas funcionais. Os produtos lacteos
fermentados probidticos funcionais sdo recomendados para pessoas com ma digestdo da
lactose porque a lactase presente nos micro-organismos utilizados na fabricacdo desses leites
fermentados como iogurte e coalhada possibilita a hidrolise de parte da lactose presente
nesses produtos. Estes produtos possibilitam ao consumidor a ingestdo adequada de
nutrientes, minimizando os riscos de comprometimento da saide (MORIWAC e MATIOLI,
2000).

Os alimentos probidticos sdo aqueles que possuem microrganismos Vivos que
beneficiam o organismo, melhorando a microflora intestinal e as func@es fisioldgicas do trato
intestinal humano (MAGALHAES et al., 2011; LI et al., 2012). OLIVEIRA (2011) menciona
que as bactérias cientificamente comprovadas como probiéticas sdo: Lactobacillus
acidophilus (NCFB 1478), Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus GG (ATCC 53103),
Bifidobacterium animalis Bb 12, Lactobacillus johnsonii Lj 1 e Lactobacillus reuteri. Dessa
forma, o leite fermentado probidtico nada mais € que um leite fermentado inoculado com
bactérias probidticas, possuindo, no entanto, caracteristicas de um alimento funcional. A
fermentacdo latica pode produzir uma série de produtos comerciais a partir do leite,
fornecendo, além do &cido latico, sabores e aromas caracteristicos dos laticinios fermentados
durante o processo de maturacdo pela producdo de aldeidos e cetonas, como o diacetil e o
acetaldeido (ORDONEZ et al., 2005).

Os produtos lacteos fermentados sdo recomendados para pessoas com ma digestdo da
lactose, pois a lactose é hidrolisada pelos microrganismos na fabricacdo desses leites
fermentados como, iogurte, coalhada e bebida kefir (MORIWAC e MATIOLI, 2000). As
culturas probidticas tém sido bastante exploradas pelas industrias de laticinios como uma
ferramenta para o desenvolvimento de novos produtos funcionais (DONKORA et al., 2007,
BALDISSERA et al.,, 2011). Estes microrganismos probidticos apresentam diversas
caracteristicas, dentre elas, a de serem seguros, capazes de aderir a mucosa intestinal e
tolerante aos &cidos e a bile (DEL PIANO et al., 2006; CUNHA et al., 2009).
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Diferentes estirpes de bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus, Streptococcus
e Bifidobacterium tém sido tradicionalmente usadas em produtos lacteos fermentados. A atual
tendéncia € usar culturas lacteas chamadas ABT (acidophilus bifidus-thermophilus), que
contém L. acidophilus, Bifidobactérias e S. thermophilus, cujas culturas devem suportar o
processo de elaboracdo do bioproduto, bem como, manter a viabilidade celular das cepas
durante o armazenamento (ZACARCHENCO e MASSAGUERROIG, 2004; RAMOS et al.,
2013). Todavia, € notavel também a pesquisa com a utilizacdo de outras culturas probidticas
para o desenvolvimento de bebidas lacteas de elevado valor nutritivo e funcional. Por esta
razdo, uma opcao seria 0 uso de diferentes cultivos bacterianos iniciadores como os gréos de
kefir.

No Brasil, conforme a Legislacdo vigente para o Padrdo de Identidade Qualidade de
Leites Fermentados do Ministério da Agricultura, kefir é o produto resultante da fermentagéo
do leite pasteurizado ou esterilizado por cultivos acido lacticos elaborados com gréos de kefir,
Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com
producdo de &cido latico, etanol e dioxido de carbono. No entanto, FAO/OMS (2001) define a
bebida kefir baseada na composicdo microbiana dos grdos de kefir (o arranque da cultura
utilizada para produzir kefir): cultura iniciadora (starter) preparada de grédos de kefir,
Lactobacillus kefir e espécies do género Leuconostoc, Lacococcus e Acetobacter crescendo
em um forte relacionamento especifico. O grdo de kefir constitui de ambas as leveduras, as
que fermentam a lactose (Kluyveromyces marxianus) e as que ndo fermentam (Saccharomyces
unisporus, Saccharomyces cerevisiae e Sacharomyces exiguus). A bebida kefir possui uma
consisténcia cremosa espessa uniforme, a bebida gerada pela fermentacdo do leite pelos
microrganismos associados aos graos de kefir, possui um leve gosto acido que refresca e um
aroma moderado de levedura fresca, que se assemelha as bebidas alcoolicas muito “leves”.
Associado a efervescéncia do gas produzido (CO;), € um produto lacteo diferente dos
comercializados e possui cerca de 40 combinacgdes aromaticas, podendo ser consumido fresco
ou refrigerado (ORDONEZ, 2005). Os gréos sdo envoltas por uma matriz de polissacarideos
referidos como kefiran, de aspecto gelatinoso, apresentando tamanhos variados entre (0,3-3,5
cm de diametro), com volume de 0,5-20,0 mL/grdo, forma irregular, cor amarelo ou
esbranquicada (DUARTE et al., 2010; MAGALHAES et al., 2010; MAGALHAES et al.,
2011).

A simbiose da composicdo varidvel e complexa de microrganismos do kefir nos
produtos lacticos fermentados tem demonstrado beneficios para a saide humana, com células

apresentando-se viaveis ao atingirem o trato gastrintestinal, que além de reduzirem a
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concentracdo da lactose nestes alimentos fermentados, atuam no intestino auxiliando na
hidrélise de parte da lactose ainda restante no produto final. Sendo, pois, motivo de estudos
como alimento latico alternativo para individuos com intolerancia a lactose (LABAYEN et
al., 2001; MATER et al., 2005). HERTZLER e CLANCY (2003) realizaram um estudo em
humanos para determinar o efeito da bebida Kefir sobre a intolerdncia a lactose em adultos
com ma digestdo da lactose, e foi concluido que o consumo de Kefir reduziu a severidade da
flatuléncia em 71% dos pacientes do estudo. Estudando o metabolismo de individuos
intolerantes a lactose, foi observada a reducdo de 30% no teor de lactose, presente em kefir
fermentado por 11 dias e foi recomendado o0 seu consumo por aqueles pacientes (ALM,
1982).

3.4. Adsorcao

A adsorcdo € um fenémeno fisico-quimico de transferéncia no qual um ou mais
constituintes uma fase gasosa ou liquida sdo transferidos para a superficie de uma fase sélida.
Os componentes que se ligam a superficie sdo chamados de adsorvatos, e a fase solida que
retém o adsorvato é chamado adsorvente. A remog¢do das moléculas a partir da superficie €
chamada dessorcdo. A migracdo destes componentes de uma fase para outra tem como forca
motriz a diferenca de concentragcdes entre o seio do fluido e a superficie do adsorvente.
Devido a existéncia de forcas atrativas ndo compensadas na superficie do adsorvente, as
moléculas da fase fluida s&o atraidas para a zona interfacial (RUTHVEN, 1984).

O processo de adsorcdo depende de alguns fatores, tais como: natureza do adsorvente,
do adsorvato e das condicBes operacionais. As caracteristicas do adsorvente incluem area
superficial, tamanho do poro, densidade e grupos funcionais presentes na superficie. Por outro
lado, a natureza do adsorvato, depende da polaridade e solubilidade. Para as condicgdes
operacionais influem a temperatura, pH, tempo de contato e agitacdo e a vazdo utilizada
(processo continuo). Um fator importante é a presenca de outras espécies diferentes do
adsorbato, que podem provocar competicdo pelo sitio de sorcdo (MOURA et al., 2011).

A temperatura é a variavel que afeta a extensdo da adsorcdo, que, em geral, € um
processo exotérmico onde as altas temperaturas diminuem proporcionalmente a quantidade de
soluto adsorvido. As temperaturas baixas sdo favoraveis a adsorcdo embora a velocidade e a
extensdo da adsorcdo sejam afetadas por outros fatores. A velocidade de agitacdo tem forte
influencia sobre o processo de adsorcao, quando a agitacdo se faz presente, esta faz com que
espessura da camada limite diminua, aumentando assim o coeficiente de transferéncia de
massa (RUTHVEN, 1984).

36



3.4.1. Adsorcao em coluna de leito fixo

As colunas de adsorcao séo exemplos de equipamentos utilizados para transferéncia de
massa. Em geral consistem de particulas solidas imobilizadas dentro de um tubo, onde um
liquido escoa entre os espacos vazios das particulas. Uma ou mais substancias presentes no
liquido séo transferidas para a fase solida, sendo essa substancia retida na fase sélida por
adsorcdo (MCCABE et al., 2001).
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Figura 3.4: Esquema ilustrativo da curva de ruptura (Breakthroughs) em coluna de leito fixo.
Fonte: adaptado de WEBBER e SMITH (1986).

As colunas de leito fixo podem ser operadas isoladamente, em série ou em paralelo.
Existem dois tipos de modos de influentes para colunas de leito fixo, de fluxo descendente e
fluxo ascendente. A vantagem do fluxo descendente é que a adsorcdo de compostos organicos
e filtracdo de sélidos suspensos podem ser realizadas em uma Unica etapa. Embora o fluxo
ascendente de coluna de leito fixo tem sido utilizado, leitos de fluxo descendente sdo
utilizados mais frequentemente para diminuir a possibilidade de acumulagéo de material em
particulas na parte inferior do leito, onde o material em particulas pode ser dificil de remocéo
por lavagem do leito (METCALF e EDDY, 2003). A Figura 3.4 ilustra uma curva de ruptura
tipica de adsor¢do em uma coluna de leito fixo.

As operacOes onde a mistura fluida a ser tratada passa através de um leito estacionério
de adsorvente sdo mais econémicas do que aquelas em estado ndo estacionario onde o
transporte continuo das particulas solidas requer um alto custo (TREYBAL, 1984). No leito

fixo, o adsorvente deve ser substituido ou regenerado, periodicamente, a medida que este for
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saturando. A capacidade de adsorcdo do leito é estimada através de curvas denominadas
curvas de ruptura (Breakthrough) (ECKENFELDER, 2000).

Considere uma solucdo binaria (gasosa ou liquida) que contém um soluto a uma
concentracdo Co. O fluido passara continuamente no sentido descendente através de um leito
de adsorvente relativamente profundo, inicialmente livre do adsorvato. A camada superior da
coluna, em contato com a solugdo concentrada, primeiramente adsorve soluto de maneira
rapida e efetiva, e a pequena quantidade de soluto que permanece na solugédo € totalmente
removida pelas camadas inferiores do leito. O efluente no final do leito é praticamente livre
de soluto, e apresenta uma concentracdo C, (Figura 3.4). A distribuicdo do adsorvato no leito
solido é indicada na parte superior da Figura 3.4, em a, onde a densidade relativa, de linhas
horizontais no leito, significa a indicacdo da concentracao relativa do adsorvato (ZHOU et al.,
2004).

A camada superior do leito é praticamente saturada, e a maior parte da adsorcéo ocorre
sobre uma zona de adsorgéo relativamente estreita, na qual a concentragdo muda rapidamente.
Se a solucdo continua a fluir, a zona de adsorcdo se move para baixo como uma onda, a uma
taxa mais baixa do que a velocidade linear do fluido através do leito. Posteriormente, como
indicado em b, aproximadamente metade do leito é saturada com soluto, mas a concentragdo
do efluente é ainda substancialmente nula, ou seja, Cp, = 0. Em c, a parte mais baixa da zona
de adsorcdo acaba de alcancar o fundo do leito, e a concentracdo de soluto no efluente pela
primeira vez eleva-se rapidamente para um valor apreciavel C.. Diz-se que o sistema atingiu o
ponto de ruptura. A concentragdo do soluto no efluente sobe rapidamente se a zona de
adsorcédo passar no final do leito e, em d, atingiu substancialmente o valor inicial Co. A parte
da curva de concentracdo do efluente entre as posicdes ¢ e d € denominada curva de abertura.
A regido onde grande parte das mudangas na concentracdo ocorre € chamada de zona de
transferéncia de massa (ZTM), e os limites sdo frequentemente tomados como valores de
C/Cy de 0,05 até 0,95. Se a solugéo continua a fluir, pequena adsor¢éo adicional ocorre, ja que
0 leito estd praticamente em total equilibrio com a solucdo de alimentacdo (ZHOU et al.,
2004).

As curvas de ruptura representam o comportamento da adsor¢do sobre o adsorvente
em coluna de leito fixo ao longo do tempo, considerando-se os efeitos de dispersdo e
transferéncia de massa, até sua total saturacéo (equilibrio) (ZHOU et al., 2004).

Um dos principais objetivos de um leito fixo ou de particulas (recheio) é promover o
contato intimo entre as fases envolvidas no processo (fase fluida gasosa e/ou liquida com a

fase estacionaria/particulas ou entre diferentes fases fluidas). O leito fixo ocorre quando um
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fluido passa através de um leito de particulas finas, em baixas velocidades, apenas percolando
através dos espacos vazios existentes entre as particulas estacionérias. As colunas de recheio
sdo muito usadas para provocar o contato intimo entre dois fluidos imisciveis ou parcialmente
misciveis, podendo ser um gas e um liquido, ou dois liquidos. Portanto, nos escoamentos em
meios porosos as fases que estdo em contato podem ser: gas-sélido, gés-liquido, liquido-
solido, liquido-liquido (MACCABE e SMITH, 2000). O escoamento de fluidos (liquidos ou
gases) através de leitos de particulas (leito fixo) pode ser aplicado em diversos processos, tais
como: filtracdo, torres de recheio, leito fixo, leito fluidizado, leitos de jorro, transportadores
pneumaticos/ hidraulico, sedimentacdo (RUTVHEN, 1984).

Para que se obtenha uma boa velocidade de transferéncia por unidade de volume da
coluna, deve-se escolher um recheio que promova uma elevada area interfacial entre as duas
fases e um alto grau de turbuléncia nos fluidos, com uma menor queda de pressdo. As
caracteristicas necessarias ao recheio sdo adequadas a aplicacdo, isto €, nesta etapa do projeto
a remocdo de biomoléculas. O recheio deve ser resistente e ter baixa massa especifica e
proporcionar uma passagem adequada do fluido sem implicar em grande perda de carga;
oferecer um contato solido-fluido efetivo (molhabilidade) custo razoavel. Parametros como a
velocidade de escoamento do liquido pela coluna, zona de transferéncia de massa, capacidade
de adsorcdo e o tempo de residéncia sdo avaliados, a fim de se determinar as melhores
condicdes operacionais de modo a garantir a maxima eficiéncia do processo de separacdo
(TREYBAL, 1980).

Alguns trabalhos relatam o uso de coluna em leito fixo utilizando diversos adsorventes
para a remocao de biomoléculas derivadas do leite. FERREIRA (2007) usou argila bentonitica
sodica para a adsorc¢do de lactose no tratamento terciario do efluentes da industria de laticinios
e verificou-se a capacidade de adsorcédo da argila de 50% para a adsorcdo de lactose.
CONRADO et al. (2005), descrevem os parametros de operacao relacionados com o uso de
uma resina hidrofébica (Streamline® Phenyl) de alta densidade, para a recuperacdo de a-
lactalbumina a partir de soro de leite de vaca, em um modo de adsor¢éo de leito expandido de

operagdo e o eluido mostrou que uma pureza de 79% foi obtida por a-lactaloumina.

3.5. Tecnologia de Polimeros de Impressdo Molecular (P1M)

O uso de polimeros impressos molecularmente em colunas de leito fixo é relatado na
literatura para diferentes moléculas alvos, entretanto se faz necessario a definicdo dos

conceitos fundamentais relacionados com a tecnologia de impressédo molecular.
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Consistem em matrizes macromoleculares sintéticas, obtidas por métodos de
moldagem molecular, que apresentam a capacidade de reconhecer seletivamente moléculas
importantes do ponto de vista biolégico, como farmacos, proteinas e biomoléculas. As
tecnologias baseadas na moldagem molecular permitem disponibilizar sistemas poliméricos
eficientes, com capacidade para reconhecer moléculas bioativas especificas, em que a
interacdo depende das propriedades e da concentracdo da molécula-molde presente no meio
circundante (SOUSA e BARBOSA, 2009).

A maioria dos PIMs apresentados na literatura sdo polimeros altamente reticulados,
consistindo numa estrutura matricial, com locais de ligacdo formados por uma molécula
molde, a qual esta presente no meio durante o processo de obtencdo do polimero (SOUSA e
BARBOSA, 2009). A Figura 3.5 representa o processo de obtencdo de um polimero impresso

molecularmente.
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Figura 3.5: llustracdo esquematica do processo de impressdo molecular.
Adaptado de MUJAHID et al. (2010).

Os PIMs sdo resistentes a elevadas temperaturas e pressdes e inerte a acidos, bases,
ions metélicos e solventes organicos (XIONG et al., 2006). S&o utilizados com sucesso em
varios campos incluindo receptores artificiais, imitadores de anticorpos e enzimas,
eletroforese capilar, e cromatografia liquida com sensores biomiméticos, e extracdo em fase
solida (HAUPT et al., 2000).

Em todas as metodologias de impressao molecular a molécula molde assume uma
importancia fundamental, j& que é responsavel pela definicdo da organizacdo espacial dos
grupos funcionais dos mondmeros. Por varios motivos, nem todas as moléculas molde se
apresentam adequadas para utilizagdo direta na preparacdo de polimeros. As moléculas

moldes ideais devem ser quimicamente inertes para serem compativeis com processos de
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polimerizacdo por radicais livres. Nos casos em que a molécula molde for instavel nas
condicBes de polimerizacdo deve-se procurar uma estratégia alternativa para a realizacdo da
impressdo molecular. Por outro lado, os monémeros funcionais sdo responsaveis pelas
interacdes que se estabelecem nos locais de reconhecimento. Nos protocolos de impressédo
molecular ndo-covalente, normalmente é usado um excesso de mondémeros funcionais em
relacdo ao numero de moles de molécula molde, de modo a favorecer a agregacao entre a
molécula e o mondmero funcional (SOUSA e BARBOSA, 2009). A técnica “Impressdo
molecular” ¢ baseada na polimerizagdo de monomeros funcionais na presenga da molécula
alvo como modelo. Uma grande variedade de materiais naturais, sintéticos orgéanicos ou
inorganicos, com diferentes caracteristicas de tamanho, forma e densidade, foi pela técnica
impressao molecular. Uma combinagao tipica da técnica “molecular imprinting ou impressao
molecular” envolve o mondmero funcional, a molécula alvo e o agente bifuncional. Entre 0s
agentes bifuncionais, os melhores resultados sdo obtidos, usando: etilenoglicol dimetacrilato,
trimetiolpropano trimetacrilato, penta eritritol triacrilato, divinil-benzeno, metileno-
bisacrilamida e bisacrilamidopiridina (KOMIYAMA et al., 2003).

Estudos tém apresentado resultados promissores, quanto a encapsulacdo de esteroides
em polimeros impressos molecularmente. Os mondmeros funcionais mais adequados
utilizados para a preparacdo dos moldes das moléculas alvos estdo listados na Tabela 3.2
(SOUSA e BARBOSA, 2009). Apesar de esses métodos possuirem diferentes mecanismos,
geralmente uma combinacdo de diversas técnicas € empregada para a obtencdo de uma
determinada impressdo molecular.

Esta técnica provou ser particularmente eficaz para as moléculas de baixa massa
molecular (<1500 Da), e durante os ultimos cinco anos, o nimero de artigos de pesquisa sobre
a impressdo de biomoléculas maiores estd aumentando consideravelmente. No entanto, a
expansdo da metodologia para os materiais impressos para o reconhecimento seletivo de
proteinas, DNA, virus, bactérias e carboidratos parece ser extremamente desafiador
(VERHEYEN et al., 2011).

Alguns estudos relatam o uso de polimeros impressos molecularmente como leito fixo.
LIU et al. (2012 ) empregaram o método da polimerizacdo da precipitacdo da destilagdo no
preparado do polimero impresso molecularmente tendo como molécula molde a uridina, com
isto investigaram o comportamento e o equilibrio cinético da adsorcdo para o uridina. AN et
al. (2012) utilizaram a técnica de impressdo de superficie contendo AI** como molécula
molde. Observaram que o0s polimeros possuiam uma elevada afinidade e seletividade, os quais

foram utilizados para remover as impurezas da terra rara.
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Tabela 3.2: Tipos de mondmeros funcionais usados para preparacao dos moldes
na impressao molecular da molécula alvo.

utilizados

Mondmero funcional

Estrutura quimica

Tipo de ligagdo como analito

Acido acrilico

Acido metacrilico

Acido p-vinilbenzoico

Acido

acrilamidossulfénico

Amino metacrilamida

4-vinilpiridina

2-vinilpiridina

4-vinilimidazol

1-vinilimidazol

Acrilamida

I6nica, ligacéo de hidrogénio

I6nica, ligacdo de hidrogénio

I6nica, ligacdo de hidrogénio

I6nica

16nica

I6nica, ligagéo de hidrogénio e
transferéncia de cargas

I6nica, ligacdo de hidrogénio e
transferéncia de cargas

I6nica, ligacdo de hidrogénio e
coordenacdo de metais

I6nica, ligagéo de hidrogénio e
coordenacdo de metais

Ligacdo de hidrogénio

Fonte: SOUSA e BARBOSA, 2009.

De acordo com TOMINAGA et al. (2012), a tecnica de impressdo molecular foi

também utilizada para a adsorcéo seletiva de compostos gasosos. E neste estudo foi analisado

o efeito molecular da impressdo molecular para piridina gasosa usando uma molécula molde e

o0 acido metacrilico (MAA) com monémero funcional. Entretanto, existem outras vantagens

dos materiais impressos molecularmente em relagdo aos receptores biolégicos, como o facil
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preparo, 0 baixo custo, a estabilidade mecénica e a quimica, e ampla faixa das condicbes de
operacdo, possibilidade de sintese em situagdo onde nenhuma molécula (receptor ou enzima)
se encontra disponivel ou quando elas possuem um alto preco, e resisténcia a ambientes
adversos (presenca de acidos, bases, ions metalicos, solventes organicos, altas temperaturas e
alta pressdo). E deve se considerar que os “PIMs” podem ser armazenados a seco em
temperatura ambiente por longos periodos de tempo, sem perda do desempenho inicial. Os
PIMs sdo uma categoria que apresentam inumeras vantagens em processos de remocao de
moléculas alvo, em func¢éo de sua grande afinidade tanto de substancias hidrofilicas (afinidade
a agua) quanto lipofilicas (afinidade a solventes ndo aquosos) (ALVAREZ-LORENZO e
CONCHEIRO, 2004; CHEN et al., 2011).

Apesar de estes métodos possuirem diferentes mecanismos, geralmente uma
combinacédo de diversas técnicas € empregada para a obtencdo da impressdo molecular. Uma
das combinacdes é a técnica de impressdo molecular com a de ligacdo covalente, envolvendo
o mondmero funcional, a molécula alvo e o agente bifuncional. A primeira etapa da sintese
consiste em misturar o monémero contendo grupos funcionais complementares aqueles da
molécula molde, o que permite formar em solugdo o complexo “mondmero-molécula molde”,
por meio de interagdes (covalentes ou ndo covalentes) entre os respectivos grupos funcionais
complementares. Posteriormente, sdo adicionados ao meio reacional o reagente de ligagédo
cruzada e o iniciador radicular de polimerizacdo (FIGUEIREDO et al., 2008).

Estudos realizados por nosso grupo (SOARES et al., 2007), abriram novas
perspectivas para a técnica de impressdo molecular para remocdo de colesterol. Neste estudo
avaliou-se a aplicacdo da técnica de impressdao molecular para a remoc¢éo de colesterol em
produtos lacteos em regime de batelada. A técnica “Impressdo molecular” foi dividida em
duas etapas, a primeira avaliou-se diferentes métodos de inclusao de colesterol em -CD (co-
precipitacdo, amassamento e mistura fisica). Os resultados indicaram que o melhor método de
inclusdo foi a co-precipitacdo. Na segunda etapa foi referente ao uso do precursor TEOS
(tetraetilortossilicato) para preparo do PIM e sua utilizacdo em reatores em batelada em
diferentes raz6es molares e temperaturas. A obtencdo do molde da molécula alvo (colesterol)
foi realizada utilizando a técnica sol-gel a partir do precursor TEOS na presenca de PIM/B-
CD: colesterol e B-ciclodextrina ou somente a particula de silica (MP). A méaxima capacidade
de adsorcdo do colesterol em regime em batelada neste trabalho foi de 251 mg/g de matriz
pura e 76,5 mg/g de PIM/B-CD:colesterol. Neste estudo, foi identificado o potencial de
aplicacdo da matriz pura (MP), contudo ndo foram realizados estudos utilizando a impresséo
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molecular sem a presenca de B-CD e em outros regimes, como por exemplo, o processo de
adsorcéo de colesterol em colunas de leito fixo.

Um dos atrativos da impressdo molecular € que ela pode ser aplicada a uma enorme
variedade de moléculas-alvo derivadas do leite (Tabela 3.3) a partir de protocolos de
impressdo molecular. Vérios estudos foram realizados nos ultimos anos comprovando a
utilidade do método em Extracdo em Fase Sélida com Impressdo Molecular (MISPE) na
extracdo de compostos em amostras bioldgicas, biofluidos, misturas complexas. Na Tabela

3.3 estdo descritos alguns exemplos de aplicacGes de MISPE em amostras de leite.

Tabela 3.3: Exemplos de analitos estudados por impressdo molecular presentes no leite.

Analito de estudo Mondmero funcional Referéncias
Cloranfenicol Dietilamino etil metacrilato BOYD et al., (2007)
Antibioticos -lactam Acido metacrilico ZHANG et al., (2010)
Fluoroquinolonas Acido metacrilico ZHENG et al., (2010)
Cefalosporinas Etilenoglicol dimetacrilato  MOLINA et al., (2012)
Estrogénio natural Acido a-metacrilato RODRIGUEZ et al.,
(2013)
Nafcilina Fluoreto de tetrabutil- GUARDIA et al.,
amonio (2006)
Colesterol Acido metacrilico SHI et al., (2006);
Esterois Trimetacrilato QIUJIN et al., (2009)
trimetilolpropano
Melanina Acido metacrilico YANG et al., (2009)
Sulfametazina Acido metacrilico PRADA et al., (2006)
Melamina Dimetacrilato Ll etal., (2010)
Fluoroquinolonas Acido metacrilico AGUI et al., (2010)
Estrogénios Acido metacrilico YUAN et al., (2012)
Albumina bovina 2-vinilpiridina SOLEIMANI et al.,
(2012)

PRADA et al., (2006), estudaram a quantificacdo de baixa concentracdo de
sulfametazina em amostras de leite utilizando o PIM e conseguiram uma recuperacdo média
de (100 % 3)%, ou seja, 25 pg/l. Enquanto que BOYD et al., (2007), avaliaram um método de
confirmacgdo para a determinacdo do antibidtico cloranfenicol ilegal usando um polimero
impresso molecularmente (PIM) especialmente desenvolvida como uma técnica de limpeza de
amostra de diversas matrizes (urina, leite, plasma sanguineo). A seletividade do PIM permite
a obtencdo de extratos limpos que possivelmente facilita melhorar os limites de detecgéo e

reduzir drasticamente os efeitos de matriz. ZHANG et al., (2010), avaliaram um meétodo
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rapido e seletivo utilizando PIM para a remocdo de antibioticos p-lactam em amostras de
leite. Os resultados mostraram que o PIM extraiu cerca de 90% do antibi6tico nas amostras de
leite analisadas. MOLINA et al., (2012), estudaram a extracdo de cefalosporina em amostras
de leite fortificado e conseguiram uma recuperacdo em tono de 60% para o analito alvo no
leite. ZHENG et al., (2010), estudaram a remocao de fluoroquinonas por PIM em amostras de
leite e obtiveram uma recuperacao em torno de 95 a 98% da biomolécula analisada.

Na literatura foram descritos alguns estudos sobre a sintese de polimeros impressos
molecularmente (PIMs) utilizando a técnica sol-gel. WANG et al., (2013) utilizaram a técnica
para a impressao molecular para trés pesticidas (diazinon, isocarbofos e nonanoato de etila)
em cinco amostras de vegetais e conseguiram uma recuperagdo de 85%. LI et al., (2013)
utilizaram oxido de titanio como molde no polimero impresso molecularmente (PIM)
sintetizado através do processo sol-gel para determinar a presenca desse template em bebidas
e obtiveram uma capacidade de adsorcdo de 485,9 mg/g. LI et al., (2012) sintetizaram
polimeros impressos molecularmente (PIMs) utilizando o tetraetilortossilicato (TEOS)
empregando o processo sol-gel, com a finalidade de reconhecer creatinina em um receptor
artificial. LEE et al., (2010), sintetizaram polimeros impressos molecularmente (PIMs)
utilizando o tetraetilortossilicato (TEOS) empregando o processo sol-gel, com a finalidade de
reconhecer sulfonamidas em amostras de carnes, esses polimeros com impressdo molecular
proporcionaram uma adsor¢do de 2,13 pmol/g, os quais possuem uma seletividade
aproximadamente sete vezes maior quando comparado com 0s polimeros sem impressdo
molecular. A técnica sol-gel também foi descrita por JIN et al., (2011) os quais utilizaram
essa metodologia para a inclusdo do molde de uma matriz contendo triazolam ou halcion. Os
PIMs apresentaram uma capacidade de adsor¢ao do triazolam de 130 pg/g de silica.

A seletividade dos PIM foi explorada em algumas aplicagfes tais como sensores,
eletrocromatografia capilar, separagdes enatiométricas, catalise e extragdo em fase sélida
(TARLEY et al., 2005; YAN e RAMSTROM, 2005). Contudo, 0 uso dos PIM em extragdo
em fase solida (SPE), através de um método conhecido como Extracdo em Fase Sdlida
Molecularmente Impressa (MISPE), é o principal campo de aplicacdo desses materiais
(CARO et al., 2006; TAMAYO et al., 2007).

Nas ultimas décadas, a extracdo em fase solida (SPE) tem sido empregada em
laboratdrios analiticos como um recurso excelente para a extracdo de diversos compostos em
diferentes matrizes, porém os adsorventes tipicos de SPE possui, em algumas situagdes, baixa
seletividade o que se torna um grande empecilho quando uma extracdo seletiva precisa ser

realizada em uma matriz complexa, pois neste caso, substancias interferentes de polaridade

45



similar ao analito podem ser retidas e concentradas (YANG et al., 2009; BAGGIANI et al.,
2001). No entanto, esta dificuldade pode ser contornada através da utilizagdo dos PIM como
fases estacionérias para SPE (ZHU et al., 2005; PRADA et al., 2005; SAN VICENTE et al.,
2004).

E importante ressaltar que a capacidade de reconhecimento molecular do PIM deve ser
avaliada em relacdo a um polimero ndo impresso (NIP), do inglés Non Imprinted Polymer.
Este material € sintetizado da mesma forma que o PIM, exceto pela adi¢do da molécula molde
ao meio reacional. Desta forma, o NIP funciona como um polimero de controle uma vez que
ndo apresenta sitios especificos de ligagdo (YAN e RAMSTROM, 2005). Assim, todas as
condigdes otimizadas devem ser aplicadas igualmente a ambos 0s materiais para que seja feita
a verificacdo da seletividade do polimero impresso. Deste modo, espera-se que a etapa de
lavagem seja eficiente para a remocao de todos os compostos retidos no NIP, mantendo
somente a molécula de interesse nos sitios especificos de ligacdo do polimero impresso.

Varios estudos foram realizados nos ultimos anos quanto ao emprego da MISPE em
extracdo de analitos, farmacos, material bioldgico, matrizes ambientais ou clinicas, em
amostras de alimentos, que envolve uma variedade muito grande de matrizes, variando a
partir de vegetais e frutas (macd, cenoura, uva, liméo, laranja, ervilha, batata, morango),
cereais (milho, arroz, centeio, trigo), leite, manteiga, peixes, mexilhdes, camardes, carne
(bovina, pato, coelho, muasculo de peru, figado bovino, porco, rins), bebidas (vinho, café, suco
de uva e macd), mas também incomum como pimenta vermelha. Essa técnica e interessante
quando usada para extrair antibidticos (clorafenicol e sulfametazina) em amostras de leite
desnatado, creme de leite e manteiga; analise de pesticidas e herbicidas; residuos de
medicamentos veterinarios de alimentos (BAGGIANI et al., 2007). Tetraciclina e
oxitetracclina foram extraidos a partir de carne de porco usando a oxitetraciclina no polimero
molecular (CARO et al., 2005).

Atualmente tem-se utilizado PIMs em investigacdes de varios compostos na quimica
de alimentos e area agricola. De interesse especial nesta area sd@o o0s antibioticos
(RAMSTROM, 2001). Vérios adogantes naturais, inclusive glicose, galatose, frutose e
manose tem sido utilizado em varias analises utilizando impressdo molecular. Esses estudos
mostraram claramente que regides de alta enantioseletividades podem de fato ser alcangados
com PIM. Um largo nimero de estudos tem sido dirigido para o estudo de componentes
tipicos de alimentos, tais como, aminoécidos, peptideos, vitamina, nucleotideos, aglcares e
gorduras. Dentre estes, aminodcidos e agucares tém sido os mais atraentes. Caracteristicas tais

como alta disponibilidade, diversidade estrutural e baixo custo tem contribuido par a sua
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ampla utilizacdo, e véarios estudos de reconhecimento basico foram desenvolvidos utilizando
esses compostos (TARLEY, 2005). Toxinas patogénicas microbianas sdo geralmente
reconhecidas como o maior problema na inddstria de alimentos, em conjunto com outros
métodos o PIM tem o potencial reconhecimento para se tornar um elemento eficiente na
deteccdo de contaminantes alimentares (TAMAYO, 2007).

SHI et al., (2006) utilizaram o MISPE para extrair colesterol de leite bovino e
obtiveram uma concentracdo de 10-80 pg/mL. QIUJIN et al. (2009) para remover esterdis
(17p-estradiol) de uma solucdo de leite em pé em uma coluna de MISPE, os autores
recuperaram cerca de 85% de estradiol. Segundo os autores, o MISPE é de potencial
aplicacdo como adsorvente para enriquecer e purificar pequenos analogos 17p-estradiol e da
sua estrutura nos generos alimenticios. YANG et al., (2009) utilizaram um processo de
limpeza de amostra altamente seletiva combinando impressdo molecular e extracédo fase sélida
(MISPE) que foi desenvolvido para o isolamento de melamina nos produtos lacteos. As
recuperacdes médias de melamina em leite Ultra High Temperature (UHT) e leite em po
foram 92,9-98,0% e 91,6-102,8%, respectivamente. Foi demonstrado que o método de MISPE
proposto pode ser aplicado para a determinacéo direta de melanina em produtos lacteos. LI et
al. (2006), desenvolveram um método de preparacdo de microesferas impressas
molecularrmente para determinar a melamina no leite. A recuperagdo da melamina variou nas
amostras com valores de 93,1-101,3%. Enguanto que AGUI et al., (2010) estudaram um
método para determinacdo simultanea de quatro fluoroquinolonas de uso veterinario
(ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina and sarafloxacina) em duas matrizes
complexas, leite cru bovino e rim de porco, utilizando a técnica de MISPE.

Dentro dessa técnica de impressao molecular, este trabalho avalia a utilizacdo dos
polimeros impressos molecularmente para remocao de lactose do leite por adsorcéo utilizando

como template a molécula de lactose.

3.5.1 Caracterizacdo do adsorvente

Polimeros de redes macroscépicas sdo notoriamente dificeis de caracterizar, em grande
parte por conta de sua insolvel e intratavel natureza. A exce¢éo a regra ndo € observada para
os polimeros impressos molecularmente, contudo possui vantagens que justifique o seu uso
como por exemplo a reutilizagdo no processo de extracdo apos tratamento de sanitizag&o,
entre outros. A caracterizagdo do PIM para informagdes complementares das propriedades do

sistema alem da eficiéncia da extracdo sdo: caracterizacdo fisico-quimica (analise
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termogravimétrica-TGA, Espectrometria na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier -FTIR) e morfoldgica (microscopia eletronica de varredura -MEV, Brunauer-Emmett-
Teller -BET) (CORMACK et al., 2010) . Os espectros FTIR de polimeros impressos podem
ser analisados, por exemplo, com um disco de brometo de potassio (KBr) ou com um Unico
granulo ou particula e em seguida, aplicado de um modo semelhante ao de micro-analise
elementar para extrair a informacdo quantitativa sobre a composicio do polimero. E também
possivel utilizar FTIR para sondar as interagdes ndo covalentes, por exemplo, ligacGes de
hidrogénio (SOARES et al., 2004).

E possivel investigar a morfologia dos polimeros impressos da mesma que na maioria
dos solidos porosos. Dependendo do método de analise, a informacdo Util pode ser recolhida
sobre os volumes de poros especificos, tamanhos de poro, distribuicdo e tamanho de poro e
area especificos da superficie dos materiais. Entre esses métodos analiticos adequados
incluem: a adsorcdo de nitrogénio e microscopia eletronica de varredura (SOUZA et al.,
2013).

A adsorcdo de nitrogénio envolve uma determinada massa de polimero seco, sendo
exposta a um gas (geralmente azoto), a uma série de pressdes fixas. Ao medir a quantidade de
gas absorvida como uma funcéo da pressdo pode ser construida isotermas de sor¢do. Apos a
aplicacdo da teoria (BET) e em modelos matematicos, a informacdo sobre a area superficial
especifica (m?/g), volume especifico de poros (mL/g), diametro médio do poro e distribuicio
de tamanho de poro, pode ser obtido. O método é particularmente Gtil para analisar com
detalhe médio poro (meso-) e pequenos poros (micro-). As definicbes de tamanho aos poros
de acordo com a IUPAC sdo 0s seguintes: microporos, <2 nm; 2 nm < mesoporos, <50 nm;
macroporos >50 nm (LOWELL et al., 2004). HOLLAND et al. (2010) examinou a
morfologia do polimero impresso utilizando como template a 2-aminopiridina variando a
quantidade de mondémero de reticulagio (EGDMA). Técnicas tipicas de caracterizagdo de
polimeros incluem microscopia Optica (por exemplo, Microscopia Eletronica de Varredura -
MEV). A microscopia pode ser usada em uma variedade de formas diferentes e em diferentes
escalas.

Os polimeros impressos, por exemplo, na microscopia de luz pode ser utilizado para
verificar a integridade estrutural dos poros do polimero, enquanto que a microscopia
eletronica de varredura (MEV), muitas vezes pode ser usado para obter a imagem de
macroporos (CRISTALLINI et al., 2003). Outros métodos de andlise dos polimeros de
impressdo molecular sdo as analises térmicas (por exemplo, calorimetria diferencial de
varredura (DSC) e analise termogravimetrica (TGA) (VARGHESE et al., 2001). A
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caracterizacgdo fisico-quimica dos polimeros impressos molecularmente e dos eluentes apos a
extracdo da molécula alvo permite a anélise global do sistema e assim a possivel aplicagdo do
produto obtido em outros processos industriais. Na literatura ainda ndo existem relatos da
aplicacdo de leite com baixo teor de lactose obtidos pela extracdo utilizando a tecnologia de
impressdo molecular para a aplicagcdo de novos produtos como, por exemplo, leite e bebidas
lacteas funcionais.
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4. MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os principais materiais e a metodologia utilizada neste
trabalho para a remocdo de lactose do leite, avaliagdo da capacidade de adsorcdo do
adsorvente, caracterizagdo fisico-quimica do adsorvente, avaliagcdo da composicao centesimal,

microbiologica e sensorial do leite e bebidas lacteas com baixo teor de lactose.

4.1. Material
4.1.1. Reagentes analiticos

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: o Tetraetilortossilicato-TEOS (98%)
adquirido da Sigma Aldrich Co (Milwaukee, WI, EUA); lactose (pureza> 99%) adquirido da
Sigma Aldrich; acetonitrila (99,9%), hexano (65%); peroxido de hidrogénio (32%); hidroxido
de sodio (97%); acido cloridrico (37%); hidroxido de amonia (30%); cloroférmio (99,8%) e
etanol (99,8%) adquiridos da Vetec. Os demais reagentes utilizados foram P.A. de grau

analitico.

4.1.2. Leite

Amostras de leite bovino tipo C, foram provenientes dos produtores de leite na bacia
leiteira de Nossa Senhora da Gloria, localizada no nordeste do Brasil, no oeste do Estado de
Sergipe, na micro-regido do sertdo do rio S&o Francisco. As amostras, embaladas em sacos
plasticos, foram acondicionadas sob refrigeracdo em caixas térmicas, e transportadas ao
Laboratorio de Pesquisa em Alimentos (LPA) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP),

distante 112 km do ponto de coleta e onde ficaram sob congelamento (-20°C) até o uso.

4.1.3. Polpa de fruta

As polpas de mangaba congelada e sem conservantes, foram obtidas no supermercado
da cidade de Aracaju, acondicionadas e transportadas sob refrigeracdo ao Laboratério de
Pesquisa em Alimentos (LPA) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), onde foram

congeladas a (-20 °C).

4.1.4. Graos de kefir

Os gréos de kefir utilizados neste estudo foram obtidos junto a Pastoral do Menor e

preservados no Laboratério de Pesquisa em Alimentos no Instituto de Tecnologia e Pesquisa.
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Os grdos de kefir foram cultivados a temperatura ambiente (25 °C) em solucdo de agucar
mascavo a 10% (p/v).

4.2. Metodologia experimental

Os procedimentos experimentais foram: a preparacéo dos so6lidos adsorventes obtidos
pela técnica sol-gel, as colunas de leito fixo para a adsorcéo da lactose do leite ou solugédo

sintética; a obtencdo da bebida lactea com polpa de mangaba.

4.2.1. Estudo da solubilidade da lactose

A solubilidade da lactose foi determinada conforme descrito por BRITO (2007). O
procedimento foi conduzido em reatores cilindricos de vidro encamisado, com capacidade de
25 mL nas seguintes condicdes: 28,8 e 48,8 g de lactose, 100 mL de agua destilada, variando
a temperatura entre de 30 a 70 °C, sob agitacdo (350 rpm) e sem agitacdo. A partir da
condicdo de solubilidade selecionada, foi preparado o polimero impresso molecularmente
(PIM).

4.2.2. Preparacdo dos adsorventes

Neste trabalho foram preparados dois tipos de adsorventes utilizando a técnica sol-gel,
e como precursor dos grupos silandis, o Tetraetilortossilicato — TEOS: o adsorvente impresso
molecularmente com a solugdo de lactose (Polimero Impresso Molecularmente/PIM) e o
adsorvente sem adicdo de lactose (Matriz pura/MP). O TEQS, por ser altamente higroscopico
foi manipulado, durante a pesagem e preparacdo das solucdes, em ambiente de atmosfera
controlada, ou seja, em atmosfera inerte, utilizando gas nitrogénio. A metodologia de preparo
do adsorvente puro e do adsorvente impresso molecularmente fundamentou-se no
procedimento descrito por SOARES et al. (2007).

No preparo do adsorvente MP, 30 mL de TEOS foi dissolvido em 36 mL de etanol,
absoluto sob atmosfera inerte de nitrogénio. Foi adicionado 0,11 mL de &cido cloridrico
diluido em 5 mL de &gua ultra pura (solugéo pre-hidrolisante); a mistura foi agitada (20 rpm)
durante 90 min a 35 °C. Posteriormente adicionou-se 1 mL de hidroxido de amonia diluido
em 6 mL de etanol (96%) (solucdo de hidrdlise), a mistura foi mantida estatica a 4 °C durante
18 horas para efetuar a poli-condensacéo. O gel obtido foi lavado com agua a 60 °C e seco a
vacuo e temperatura ambiente por 24 h.

Para a sintese do adsorvente PIM, o procedimento foi andlogo ao descrito para o0 MP

exceto a etapa de adicdo da solucdo de lactose (3 g de lactose/10 mL de &gua) antes da adicdo
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do hidréxido de amonia. A distribuicdo granulométrica do gel seco de MP e PIM foram
determinadas por meio de separacdo utilizando conjunto de peneiras da série ABNT
(Associacdo Brasileira de Normas Técnicas) de forma manual obtendo particulas de tamanho

entre 48 e 65 mesh.

4.2.3. Avaliacdo da remocdo de lactose em coluna de leito fixo no processo em batelada
(Ensaios Preliminares)

Foram conduzidos experimentos preliminares com o objetivo de avaliar a melhor
altura de leito para a adsor¢édo de lactose presente em solucdo sintética de lactose ou leite.

A solucdo sintética era composta de lactose diluida em &agua ultrapura com uma
concentracdo de 40 g¢/L, normalmente encontrados no leite. Os experimentos foram
conduzidos em testes bateladas, por meio da percolacdo de 10 mL da solucdo sintética de
lactose ou do leite pela coluna recheada com MP ou PIM, em diferentes alturas do leito (1, 2,
3,4,5,6e7cm). Os fluidos foram alimentados por meio de uma bomba dosadora peristaltica
(Modelo BP-60) no sentido descendente na vazdo de 3 mL/min. O banho termostatico foi
utilizado a 60 °C. A temperatura de 60 °C foi selecionada nesta etapa devido a maior
solubilidade da lactose encontrada em agua a essa temperatura. Nesse experimento, foi
utilizada uma coluna de vidro, com didmetro de 1 cm e altura de 10 cm, na base da coluna foi
utilizada 1& de vidro sinterizada para impedir que as pequenas particulas de adsorvente
passassem para o restante da unidade experimental. A Figura 4.1 apresenta a unidade

experimental de adsor¢do de lactose.

Figura 4.1: Unidade experimental de adsorcdo de lactose: (1) Reservatdrio de alimentag&o;
(2) Bomba peristaltica; (3) Coluna de vidro encamisada contendo o adsorvente; (4)
Reservatorio para coleta do efluente (leite com baixo teor de lactose).
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O acompanhamento do desempenho dos sistemas utilizados foi feito pela anélise de
lactose que foi retida pelos materiais adsorventes. As amostras foram coletadas em vidro
ambar de 20 mL e analisadas posteriormente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Foi calculada a concentracdo média por meio da média aritmética dos valores de
todas as amostras retiradas durante cada experimento, obtendo-se, dessa forma a concentragéo
média e a porcentagem de remocédo de lactose (%) para cada ensaio. Para cada experimento

foram coletas cerda de 20 amostras, os quais foram realizados em triplicata.

4.2.4. Avaliacdo da remocdo de lactose em coluna de leito fixo em fluxo continuo
(ensaios preliminares)

Nessa fase, foi avaliada a adsorcdo da lactose em sistema continuo nas proporc¢des de
altura do leito escolhida de acordo com o desempenho apresentado nos experimentos em
batelada (5 cm). O sistema continuo foi ampliado para averiguar o tempo de quebra ou de
“breakthrough” (de saturagdo do leito), pois 0 processo batelada em coluna, ndo foi
suficientemente conclusivo sobre esse pardmetro, com isso, foi necessario empregar o
aumento de escala da coluna para obtencdo de parametros de capacidade de adsorgéo (o) do
leito e outros parametros cinéticos.

O sistema continuo foi constituido de uma coluna de vidro encamisada, com
didmetro interno de 2,5 cm e 20 cm de altura. A altura do leito constituido com recheio MP
e PIM foi de 7,5 cm. Ao longo dos ensaios experimentais, amostras foram coletadas na base
da coluna em intervalos variados de modo a se ter um bom estudo do processo. Na corrente
de eluente (leite), as amostras foram coletadas em vidro &mbar de 50 mL no tempo 0 e nos
intervalos de 1 em 1 minuto até 5 minutos, 5 em 5 minutos até 30 minutos, 30 em 30
minutos até 3 horas e posteriormente de hora em hora até 6 horas. Em seguida, as amostras
foram congeladas a -10 °C para posteriores analises cromatograficas.

Apos a confirmacdo do tempo de saturacdo dos adsorventes, foi avaliado o efeito das
variaveis operacionais sobre a adsor¢do de lactose na coluna empacotada por um
planejamento fatorial fracionado (2*'), com quatro variveis independentes (vazdo,
temperatura, tamanho de particula e altura do leito) e capacidade de adsorcdo (go,) como
variavel dependente. Trés repeti¢cGes no ponto central foram incluidos de acordo com a Tabela
4.1.

Os materiais adsorventes foram separados em peneiras vibratdrias da Série Tyler
utilizando peneiras adequadas (padrdo ABNT) em diferentes fraces com granulometria na

faixa de 48 e 65 mesh, 35 e 48 mesh e 28 e 35 mesh. O tamanho da particula que corresponde
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a 0,161 mm (42-60 mesh) foi usado devido as limitagdo das peneiras, por isso o valor néo
corresponde a metade do valor no ponto central e no valor minimo do planejamento de

experimentos.

Tabela 4.1: Matriz codificada e decodificada de planejamento fatorial incompleto 2** para
estudar a capacidade de adsorgéo de lactose do leite em coluna de leito fixo utilizando MP e
PIM.

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
. T G h Q G h
Ensaios . .
°C) (um) (cm) (mL/min) T (°C) (um) (cm) Q (mL/min)

1 - - - - 34 250 75 3
2 + - - + 60 250 7,5 9
3 - + - + 34 500 7,5 9
4 + + - - 60 500 7,5 3
5 - - + + 34 250 125 9
6 + - + - 60 250 125 3
7 - + + - 34 500 125 3
8 + + + + 60 500 12,5 9
9 0 0 0 0 47 355 10,0 6
10 0 0 0 0 47 355 10,0 6
11 0 0 0 0 47 355 10,0 6

A capacidade de adsorcdo (q,), expressa em mg de lactose por g de adsorvente
(mg/g), foi obtida para cada ensaio através do Balanco de Massas que corresponde a equacao
1.

1)

tQc, — QC m enD? C
fQo QC 4p = Qo H
o GCo Co 4 C,

Onde, Q' representa a vazdo, € porosidade do leito, q, capacidade de adsorgéo,
C, (concentracdo inicial), C concentracdo na saida do leito ao longo do tempo, H altura do

leito, m massa do adsorvente e t tempo.

4.2.5. Adsorcao em coluna de leito fixo

A avaliacdo da capacidade de adsorcdo das matrizes hidrofébicas (MP e PIM) foi
realizada em sistema continuo com ampliacdo de escala em uma coluna de leito fixo. A

representacdo do médulo experimental esta ilustrada na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Unidade experimental de adsorcdo de lactose em ampliacdo de escala. (1)
Reservatdrio de alimentacédo (Leite Tipo C); (2) Bomba dosadora peristéltica; (3) Coluna de
vidro contendo o adsorvente; (4) Reservatdrio para coleta do efluente (leite com baixo teor
de lactose).

Inicialmente, a coluna foi carregada com o adsorvente (MP ou PIM), posteriormente,
adicionou-se cerca de 100 mL de agua deionizada na coluna a fim de hidratar o recheio. Apds
30 min, a 4gua de hidratacdo foi escoada, e a altura do leito foi trabalhada de acordo com o
planejamento experimental (Tabela 4.1) para a execucdo dos ensaios experimentais. Em
seguida, o leite foi alimentado de forma descendente a coluna previamente inundada com
agua, por meio de uma bomba peristaltica nas vazdes correspondentes ao planejamento
experimental avaliado. O banho termostatico empregado garantiu as temperaturas estudadas e
manteve a temperatura constante na coluna, em virtude da recirculagdo de agua no sistema.
Ao longo dos ensaios experimentais realizados em triplicata, amostras foram coletadas na
base da coluna em intervalos de tempo pré-estabelecidos, para obtencdo dos dados para a
construgcdo das curvas de ruptura (Co/Cg versus t). As amostras foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em relacdo as concentracOes de lactose. A
coleta de amostras foi realizada até que o equilibrio fosse alcancado no sistema, ou seja, até
que a concentragdo de lactose na fase fluida se mantivesse constante ao longo da coluna e

igual & concentragdo de alimentacéo.

4.2.6 Modelagem da dindmica de adsor¢éo em coluna de leito fixo

Para o estudo da modelagem fenomenoldgica e averiguar a aplicabilidade dos modelos

selecionados (Forca Motriz Linear e Bohart-Adams), foram escolhidos alguns ensaios do
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planejamento de experimentos com PIM (ensaios E1, E2, E5, E6). Esses experimentos foram
escolhidos com base nos pontos extremos das variaveis, temperatura, vazao e altura do leito,
como representativos para testar a validade dos modelos. Para efeito comparativo com o E5
realizado com PIM foram aplicados os modelos ao experimento E5*, realizado com MP nas
mesmas condicBes operacionais, como mostrado na Tabela 4.2.

No tendo informagdo acerca da forma das isotermas de equilibrio da lactose do leite na
adsorcdo em PIM, onde pode haver interferéncia de varios outros componentes, dois modelos
simples foram escolhidos para o ajuste das curvas de ruptura de alguns dos ensaios realizados.
Os modelos escolhidos correspondem a dois casos ideais e limites de relagbes de equilibrio:
isoterma linear com o modelo de Forca Motriz Linear e isoterma irreversivel utilizando o

modelo de Bohart e Adams, que considera uma cinética quase-quimica..

4.2.6.1 Modelo de Forca Motriz Linear com Isoterma de Equilibrio Linear

Na construcdo do modelo matematico foram realizadas as seguintes consideracdes:
processo isotérmico e isobarico, porosidade do leito e propriedades fisicas da fase liquida
constantes, resisténcia a transferéncia de massa radial negligenciavel, equilibrio na interface
solido liquido. As variaveis de operacdo para avaliar a dinamica de adsor¢do em coluna de

leito fixo estdo descritas na Tabela 4.2.

Tabela 4. 2: Variaveis de operacgdo para avaliar a dinamica de adsorcao em coluna de leito
fixo.

Ensaios Temperatura Vazéo Altura do leito
(°C) (mL/min) (cm)
El 34 3 7,5
E2 60 9 7,5
ES 34 9 12,5
E6 60 3 12,5
ES* 34 9 12,5

* MP - adsorvente sem a impressdo molecular de lactose.

Como o modelo leva em conta a resisténcia a transferéncia de massa na fase solida
(modelo Forca Motriz Linear), a forga motriz para esta transferéncia é representada por uma
funcdo linear em relacdo a concentracdo do adsorvato no adsorvente. Foi feito o ajuste das
curvas de ruptura empregando o Excel com a ferramenta Solver. A equacdo utilizada foi o
modelo da Forca Motriz Linear, destacada por RUTHVEN (1984). Com a utilizagdo dessa

ferramenta computacional, foram estimados o coeficiente global de transferéncia de massa (k)
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e a constante de equilibrio (K). O modelo da For¢ca Motriz Linear com isoterma de equilibrio

liner, dado pela seguinte equacéo (2):

99 _ " - .
= =k@—q) =kK(C~C") @)

Fornece a seguinte solucgdo assintotica para ¢ suficientemente grande:

C£ = %erfc E—V1) )
(4)
z
T=k(t—)
_ kKz (1—¢) (®)
T v e

Onde q representa a concentracdo do sorvato na fase solida, C a concentracdo do
sorvato na fase liquida, C, concentracdo do sorvato na entrada do leito, q* e C* concentracdes
em equilibrio, t o tempo, z coordenada axial, & coordenada axial adimensional e T tempo

adimensional.

4.2.6.2 Modelo de Bohart e Adams

As equacOes fundamentais que descrevem a relagdo entre a concentracao
normalizada, C/C,, e o tempo, para um sistema com fluxo continuo, foram estabelecidos por
Bohart e Adams (1920) como descrito por RUTHVEN (1984), para isoterma de equilibrio
irreversivel (retangular), com expressdo da taxa cinética quase-quimica (equacdo 6). Este
modelo assume que os efeitos de transferéncia de massa devido a disperséo axial e radial séo
negligenciaveis e que a taxa de adsorgdo é proporcional & capacidade residual do adsorvente e
a concentracdo das especies adsorvidas. No modelo ainda é considerado que a velocidade do
fluido e a capacidade de retencdo do leito s@o constantes ao longo da coluna. Nao leva em
conta as resisténcias de transferéncia externa e interna, e despreza o efeito da disperséo axial e

supde que o adsorvato se adsorve diretamente na superficie do sélido. As curvas de ruptura

57



obtidas através deste modelo sdo simétricas e ndo consideram a difusdo no interior das
particulas do sélido (RUTHVEN et al.,1984).

dq (6)

Frie kC(qs — q)

A solucdo analitica obtida por Bohart e Adams (RUTHVEN, 1984), para representar

as curvas de ruptura pode ser representado pela Equacédo 7 :

i exp (10 (¢~ ) ) g

exp <kC0 (t- %)) + exp <$ (%)) —1

Sendou = eveNy=qs(1—¢)

Onde: C, a concentracdo inicial da lactose na solucdo afluente a coluna (mg/L), Cé a
concentracdo de lactose (mg/L) no tempo t (min), na solucdo efluente a coluna, k € a
constante da velocidade de adsorcdo linear (L/mg.min), z é a altura do leito (cm), v é a
velocidade intersticial (cm/min), pé a velocidade superficial (cm/min), qycapacidade de
adsorcdo do adsorvente (mg/g), €€ a porosidade do leito, N, € a capacidade de adsor¢do do
adsorvente por unidade de volume de leito (mg/mL).

Na resolucdo deste modelo, os valores dos parametros constante de adsorcdo (k) e
constante de equilibrio (N,) foram ajustados a partir de dados experimentais da curva de
ruptura da lactose em coluna de leito fixo, utilizando-se de método de otimizacdo ndo-linear,

método do gradiente reduzido generalizado.

4.2.7 Processo fermentativo para elaboracéo da bebida lactea

Foi adotada a melhor condicdo de fermentacdo de acordo com o trabalho de pesquisa
desenvolvido no Laboratorio de Pesquisa em Alimentos (Estudo da Obtencdo e Acdo de
Produtos Lacteos Funcionais e Probidticos). A condicdo previamente estabelecida foi: leite
bovino sem ou com remocdo lactose obtido a partir do E5 do planejamento de experimentos,
15% de leite em pb e 10% de grdos de kefir a temperatura de 45 °C durante 24 h (GAMA,

2010). A fermentacdo ocorreu de forma estatica em frascos Erlemeyers de 1000 mL contendo
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700 mL do meio (leite bovino e 15% de leite em pd). O meio foi pasteurizado a 80 °C por 10
minutos e resfriado rapidamente em banho de gelo e em seguida adicionado os graos de kefir.
Apbs o periodo de fermentacao (24 h), a bebida lactea foi filtrada para retirada dos grdos de

kefir e posteriormente foram saborizadas com 15% de polpa de mangaba.

4.3. Métodos analiticos e analise sensorial

4.3.1. Determinacdo da concentragdo de lactose

A dosagem de lactose nos experimentos com PIM e MP, foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Na determinacdo de concentracdo de
lactose nos experimentos com PIM, foi empregado o cromatdgrafo Shimadzu, detector
Evaporative Light Scattering Detection (ELSD) (ELSD-LT II) e software (LC Solution). A
coluna analitica utilizada para todos os ensaios foi a Luna NH; (150 x 4,6 mm) (Phenomenex)
com grupos amina ligados quimicamente a silica. A fase-mdvel utilizada era constituida de
50% de acetonitrila e 50 % de agua Milli-Q, fluxo de 1,5 mL/min, volume de injecdo da
amostra de 10 pl, sendo o tempo total de analise de 10 minutos (BUHRING et al., 2011).

Nos experimentos utilizando MP foi utilizado, um sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, Shimadzu Co (modelo LC-10), equipado com forno (45 °C), injetor
automatico de amostras, detector de indice de Refracdo (IR), marca Shimadzu Co (modelo
RID 6 A), com fase mével constituida de uma mistura de acetonitrila:dgua (60:40 v/v) com
vazdo de 1,5 mL/min. Foi preparada a curva de calibracdo para a dosagem de lactose nos
experimentos usando MP e PIM e apresentadas no ANEXO 1. As amostras foram diluidas em
agua ultrapura, filtradas e injetadas no equipamento.

Para a quantificagdo de lactose nos experimentos utilizando PIM, foi usado o
cromatdgrafo liquido com detector ELSD, pois era o equipamento disponivel e encontrava-se
no Departamento de Quimica na Universidade Federal de Sergipe, entretanto o uso desse
equipamento tornou-se oneroso devido ao elevado consumo de nitrogénio. Enquanto que os
experimentos utilizando o adsorvente MP, foram realizados no cromatdgrafo liquido com
detector de indice de Refracdo no Laboratério de Engenharia e Biotecnologia no Instituto de

Tecnologia e Pesquisa.

4.3.2. Caraterizacao fisico-quimica do leite tipo C, leite com baixo teor de lactose e das
bebidas lacteas fermentadas

A determinacdo de cinzas, umidade, acidez total titulavel, e aclcares foram feitas de

acordo com os métodos descritos nas “Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008)”.
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Enquanto que a dosagem de lipideos foi determinada de acordo com (BLIGH & DYER,
1959). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.3.2.1. Determinacdo de cinzas

Foi feita por meio de calcinacdo de 3 g de amostra em uma mufla a 550°C. O material

foi deixado na mufla até que o residuo apresentasse uma coloragdo branca ou cinza claro.
4.3.2.2. Determinacgéo de umidade

Baseou na determinacdo da perda de massa fresca de uma amostra de 2g de produto

lacteo, em estufa a 105°C, até peso constante.

4.3.2.3. Determinacdo da acidez total titulavel

Pesou-se 10 g da amostra em um béquer, adicionou-se 10 mL de agua isenta de gas
carbono e misturou-se com bastéo de vidro. Adicionou-se 5 gotas de fenolftaleina e titulou-se

com hidroxido de sodio 0,1 M, até o aparecimento de uma coloragéo rosea.
4.3.2.4. Determinacdo de proteinas pelo método de Micro-Kjeldahl

A proteina foi quantificada pelo método de Kjeldahl, o qual esta baseado na
determinacdo do teor de nitrogénio da amostra. Esse método compreende trés etapas: digestao
da amostra, destilacdo e titulacdo. No primeiro momento, foi feita a digestdo de 0,2 g de
amostra, a qual foi pesada, digerida com acido sulfdrico concentrado na presenca de 1,5 g de
catalisador (96% K,SO4 + 4% CuS0,4.5H,0). Em seguida, ocorreu a reagdo do bissulfato de
amonio formado com hidréxido de sédio para a liberacdo de amdnia, dentro de um volume
conhecido de &cido borico. O borato de aménio formado foi dosado com uma solucéo
padronizada de acido cloridrico para obtencdo do teor de nitrogénio. A conversdo do teor de
nitrogénio em proteina foi feita através do fator de conversdo 6,38, utilizado para leite e

derivados.

4.3.2.5. Determinacdo de lipideos

A determinacdo de lipidios foi de acordo com a metodologia descrito por BLIGH e
DYER (1959). Pesou-se 2 g da amostra que foi transferida para um tubo de 70 mL. Em
seguida, adicionou-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de agua destilada,
agitou-se por 3 min, adicionou-se 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucdo de sulfato de
sodio 1,5%, agitou-se vigorosamente por 2 min. Deixou-se separar as camadas
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naturalmente por 2 minutos, succionou-se a camada metanolica superior e descartou-se. Em
seguida, filtrou-se a camada inferior em papel de filtro quantitativo, mediu-se exatamente 5
mL do filtrado e transferiu-se para um béquer de 50 mL, previamente tarado, que foi

colocado em estufaa 100 °C para evaporar o0 solvente. Esfriou-se em dessecador e pesou-se.

4.3.2.6. Determinacgéo do pH

Transferiu-se uma aliquota de 10 g da amostra para um béquer e diluiu-se com 100
mL de &gua destilada. Utilizou-se um pHmetro da Digimed DM-20, previamente calibrado
para medida do pH.

4.3.2.7. Determinacdo da concentracdo de carboidrato

O carboidrato da amostra foi determinado pelo método da diferenca, no qual o teor foi obtido

pela equacao 8.

Carboidrato=100-umidade-cinzas-proteinas-lipidios

(8)

4.3.2.8. Determinacéo de energia

Foi calculado com base na suposi¢cdo de que o teor de carboidrato, lipidios e proteina
contribuem com 4, 9 e 4 vezes respectivamente, no célculo da energia contida em 100 g de

amostra, como indicado na equacao 9.
Energia = 4 x carboidrato + 9 x lipidios + 4 x proteinas 9)

4.3.2.9. Determinacdo de agUcares redutores

Pesou-se aproximadamente 2 g da amostra em um béquer de 100 mL. Transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 mL contendo 50 mL de dgua. Completou-se o baldo com
agua destilada e em seguida, filtrou-se, em papel de filtro, para um Erlenmeyer de 300 mL,
até que o filtrado ficasse limpido. Em um baldo de 300 mL, adicionou-se 10 mL de cada
solugdo de Fehling A e B, adicionando-se 40 mL de &gua. Aqueceu-se a solucdo até a
ebulicdo, adicionando-se, as gotas e agitando sempre, a solucdo da bureta sobre a solucdo do
baldo em ebulicdo até que esta Gltima passasse de azul para incolor e ficasse, no fundo do

baldo, um residuo vermelho tijolo.
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4.3.2.10. Determinacdo de agucares redutores totais

Pesou-se, aproximadamente, 5 g da amostra em um béquer de 100 mL. Transferiu-se
para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de agua. Acidificou com 2 mL de acido
cloridrico, aqueceu-se em banho-maria por 15 min e resfriou-se. Neutralizou-se com
hidréxido de so6dio a 30%, verificou-se o pH (0-14) utilizando-se fita indicadora. Transferiu-
se para um baldo de 250 mL, adicionou-se 5 mL da solucdo de sulfato de zinco a 30% e 5 mL
da solucdo de ferrocianeto de potassio a 15%, completou-se o baldo com &gua. Filtrou-se para
um Erlenmeyer de 300 mL e o filtrado devera estar limpido. Em um baldo de 300 mL,
adicionou-se 10 mL de cada solucdo de Fehling, 40 mL de agua e aqueceu-se até a ebuligéo.
Transferiu-se o filtrado para uma bureta e adicionou-se, gota a gota, sobre a solugéo do baldo
em ebulicdo, agitando sempre, até a solucéo passar de azul para incolor e ficasse, no fundo do

frasco, um residuo vermelho tijolo.
4.3.2.11. Viscosidade

A viscosidade foi determinada em viscosimetro Visco Star-r, Modelo v10002, com
adaptador para amostras de pequeno volume (200 mL). Utilizou-se spindle nimero R2 e
velocidade angular de 50 rpm permanecendo em torno de 2 minutos sem controle de

temperatura. A temperatura inicial das amostras foi de 10°C.

4.3.3. Analise microbioldgica

As analises microbioldgicas do leite foram realizadas segundo a metodologia do
Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos (SILVA et al., 2001).

4.3.3.1. Contagem de Coliformes Totais e Termo Tolerante

Uma aliquota de 25 g foi transferida para um frasco de homogeneizagédo previamente
esterilizado, contendo 225 mL de solucdo diluente (solucdo salina peptonada). As aliquotas
foram homogeneizadas, com finalidade de se obter a diluicdo inicial (10™). A mesma foi
homogeneizada e, em seguida, foi transferida 1 mL para um tubo contendo 9 mL de Solugédo
Salina Peptonada (SSP), 0,1% obtendo-se a diluicdo 102 O mesmo procedimento foi repetido
para as demais diluigdes.

Para determinacdo do NUmero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termo
tolerante, utilizaram-se dilui¢des de 10" a 10 do alimento em estudo. Foram tomados trés

tubos contendo 8 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) contendo um tubo de Durham
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invertido. Foram incubados em estufa a temperatura de 35-37 °C, por 24-48 h. Os positivos
foram semeados em tubos contendo 8 mL de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB), com tubo
de Durham invertido, incubando-os a 35 °C, durante 24-48 h. A prova foi considerada positiva
somente quando se verificou turvacdo do meio e producdo de gas nos tubos de Durham,
dentro de um periodo de incubacdo méximo de 48 h. A determinagdo quantitativa foi
realizada de acordo com a técnica do NMP, recomendada pela American Public Health
Association. Para a etapa confirmativa de coliformes fecais tolerantes, uma alcada de cada
cultura foi tomada dos tubos positivos de LST e transferida para tubos de Caldo E. coli (EC),
contendo tubos de Durham invertidos, e incubados a 45,5 °C, em banho-maria, para
determinacdo de coliformes termo tolerantes. Apds a incubacao por 24-48 horas foi realizada
leitura, e os tubos que apresentavam turvacdo do meio e producao de gas foram considerados
positivos para bactérias do grupo coliformes termo tolerantes. Para cada dilui¢cdo, o nimero de
tubos positivos foi anotado e quantificado por meio da tabela de NMP, determinando, assim, o
NMP de bactérias coliformes termo tolerantes por grama de leite analisado.

4.3.3.2. Deteccdo de Salmonella

Uma aliquota de 25 g de amostra foi transferida para um frasco de homogeneizacgédo
previamente esterilizado, contendo 225 mL de caldo Lactosado. As aliquotas foram
homogeneizadas, e incubadas em estufa a 35°C por 18-20 h (pré-enriquecimento).
Posteriormente, volumes de 1 mL foram transferidos para tubos contendo 10 mL de caldo
Selenito Cistina e caldo Tetrationato, respectivamente, e incubados a 41+1°C (enriquecimento
seletivo). Apds 24 h foram realizados repiques em placas de Agar Entérico de Hectoen (HE),
Agar Bismuto Sulfito (BS) e Agar Xilose Lisina Desoxiciolato (XLD), e incubados a 36°C
por 18-24 h. Colbnias tipicas foram re-isoladas em tubos inclinados de Agar Lisina Ferro
(LIA) e Agar Triplice Acucar Ferro (TSI) que foram incubados a 36°C por 18-24 h. As
amostras foram submetidas aos testes de identificagdo bioquimica (teste de urease; teste de
indol; teste de fermentacdo da lactose e sacarose; teste de vermelho de metila e Voges-
Proskauer; teste de citrato e teste de descarboxilacdo da lisina em caldo).

4.3.4. Andlise sensorial

O procedimento de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa/Universidade Tiradentes, parecer 991.947/15. Os leites e bebidas lacteas obtidos
foram avaliados quanto a proximidade dos pardmetros sensoriais em relagdo a amostra padrdo

para o teste sensorial da “diferenca do padrédo” por meio da ficha de avaliacdo de acordo com
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0 ANEXO 2. Em seguida foram realizados os testes de aceitacdo empregando-se escala
hedonica estruturada de 9 pontos (ANEXO 3) ancorada com termos verbais nos extremos
“desgostei muitissimo” (1) e gostei muitissimo (9) (STONE e SIDEL, 2004) e indicardo a
intencdo de compra.

Os leites e as bebidas lacteas com baixo teor de lactose utilizando PIM ou MP e leite
integral foram avaliados quanto aos parametros sensoriais aparéncia, aroma, sabor, textura e
impressdo global. A aceitabilidade das amostras foi avaliada com a participacdo de no minimo
30 provadores ndo treinados, recrutados levando-se em conta sua disponibilidade, interesse e
frequéncia de consumo de leite. Antes da realizacdo do teste, os consumidores eram
advertidos sobre a presenca de possiveis reacGes alérgicas devido a ingestdo do produto,
sendo possivel a sua desisténcia em participar da analise. O teste foi realizado em laboratério,
sob condigdes controladas. Cada provador recebeu aproximadamente 30 mL da amostra, de
forma monédica, sendo servida em copo descartavel codificado com nimeros de trés digitos
aleatorios, sendo-lhe solicitado provar o produto e avaliar a amostra de uma forma global
(modo geral), e quanto ao sabor, utilizando uma escala hedonica estruturada mista de 9
pontos. Junto com as amostras foi fornecida dgua a temperatura ambiente e biscoito tipo agua
e sal a fim de neutralizar a interferéncia de sabor residual na avaliagio entre as amostras. Os
testes sensoriais foram realizados no Laboratdrio de Pesquisa em Alimentos no Instituto de
Tecnologia e Pesquisa na Universidade Tiradentes (LPA/UNIT), cujas instalagdes incluem

cabinas individuais e controle de iluminacdo e temperatura ambiente.
4.3.5. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados usando o software Assistat - Statistical Assistance versao
7.6. A andlise de variancia (ANOVA) foi usada para detectar a diferenca significativa
(p< 0,05) entre as amostras. Foi utilizado o teste de Tukey para determinar os valores médios

significativos.

4.4. Métodos de caracterizagdo morfoldgica e fisico-quimica do leito

A caracterizagdo dos adsorventes (MP, PIM, PIM-LAC) e do padrdo de lactose
(LAC), foi realizada pelos seguintes ensaios: analise estrutural por Espectrometria na Regido
do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), analise térmica com o objetivo de
identificar as transi¢cGes térmicas ocorridas durante a queima das amostras, por meio da
interpretacdo das curvas de DSC, obtidas pelo método acoplado das técnicas de TGA e DSC.

Os termogramas de DSC e TGA foram obtidos para o levantamento da temperatura de
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transicdo vitrea e da estabilidade térmica dos polimeros. Obtencdo de imagens digitais por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), adsor¢édo Brunauer-Emmett-Teller (BET) para
determinar a éarea superficial especifica, volume especifico de poros, porosidade, e

distribuicdo de tamanhos de poros.

4.4.1. Caracterizacdo fisico-quimica das matrizes (PIM e MP)

As matrizes hidrofobicas foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TGA), Calorimetria

diferencial de varredura (DSC).

4.4.1.1. Andlise por Espectroscopia no Infravermelho por Ttransformada de Fourier (FTIR)

A analise de FTIR das amostras solidas foi realizada em um Espectrofotémetro FTIR
INTERSPEC 2020 modelo MB-3000. Cada amostra foi misturada com KBr 100x vezes para
preparar as pastilhas. Os espectros foram obtidos no intervalo de comprimento de onda de

400-4000 cm™, para avaliagdo da impressao da biomolécula (lactose).

4.4.1.2. Andlise Termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA foram obtidas no equipamento DTG-60H simultaneo com o DTA-
TG Shimadzu e analisadas no software Thermogravimetric Analyser, tomando por base a
perda da massa em funcdo da temperatura. As seguintes condi¢fes operacionais foram
utilizadas: razo de aquecimento de 20 °C/min, na faixa de temperatura ambiente a 1000°C,
com variagdo de massa de 2 a 6 mg e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min.

4.4.1.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As amostras foram submetidas a anélise de calorimetria (Equipamento DSC-Q20 TA),
tomando por base a perda de calor em funcdo da temperatura. Empregando as seguintes
condigdes operacionais: razdo de aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura ambiente
a 400°C; vazdo de nitrogénio de 50 mL/min e com variagdo de massa de 2 a 6 mg e fluxo de

nitrogénio de 50 mL/min.

4.4.2. Caracterizacdo morfoldgica das matrizes
A caracterizagdo morfoldgica dos polimeros foi realizada pelas determinacdes da area

superficial, didametro e volume de poro e também a densidade aparente e porosidade.
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4.4.2.1. Determinacédo de densidade e porosidade do leito

A porosidade do leito estatico foi determinada experimentalmente pelo método
anteriormente citado obtendo-se o valor de 0,52 + 0,03. Entretanto, foi observado que nas
condicdes de operacdo com percolacdo, ocorria compactacdo logo no inicio do processo. Em
vista disto, optou-se por determinar a porosidade dindmica mediante medicdo direta do
volume de leite retido nos intersticios para diversas condi¢des de operacdo, obtendo-se uma
porosidade igual a 0,095 + 0,005. Por melhor representar o comportamento real do sistema o
valor de porosidade utilizado nos calculos foi de 0,095.

O leito fixo foi caracterizado por meio de determinacdo da densidade e porosidade. A
determinacdo da densidade e da porosidade do leito foi calculada inicialmente através da area
e do volume da coluna vazia, utilizando os valores das suas dimensdes (comprimento, L e
diametro, D). Em seguida obtém-se a densidade aparente, que corresponde a relacdo de peso
por unidade de volume do sorvente no leito. A determinacdo que nos mostra a relacéo
massa/volume, ou seja, a densidade aparente (pA) € dada pelo método ASTM (American
Society for Testing and Materials) no qual se completa uma proveta graduada de 100 mL com
0 material sorvente, e pesa-se 0 volume conhecido. A partir da densidade aparente é possivel
calcular o volume aparente (V;,,) para uma determinada massa.

Posteriormente determina-se a densidade de empacotamento do leito (pE),

representada por:

M, (10)

E =
P VL

Logo: M, representa a massa total do leito de particulas dentro da coluna e V| é o volume

total (interno) da coluna vazia.

A partir do valor de pE determina-se a porosidade do leito (€), que representa a fragao

de vazios dentro da coluna preenchida com o sorvente, e pode ser expresso por:

(11)
azl—&

Pa

Sendo: pE densidade de empacotamento e pA densidade aparente.
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4.4.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras foi investigada usando a Microscopia Eletronica de
Varredura (SEM; Hitachi S4100, Zeiss, Germany). Antes das analises, as amostras foram
recobertas com filme de ouro, de espessura média de 12 nm. As micrografias foram obtidas

utilizando-se voltagem de 10 kV e corrente entre 60 e 80 pA.

4.4.2.3. Caracterizacdo Fisicaem B.E.T. (BRUNAUER-EMMETT-TELLER)

As éareas de superficie das amostras: silica pura (MP), polimero impresso
molecularmente (PIM) e polimero impresso molecularrmente com lactose (PIM-LAC), foram
calculadas a partir da isoterma de adsorcéo pela teoria de BET (BRUNAUER, et al., 1938).
Os volumes dos poros e seus diametros foram calculados com base no modelo desenvolvido
por Barret, Joyner e Halenda (BJH). As areas superficiais foram avaliadas de acordo com a
adsorcédo de nitrogénio usando o aparelho BET (Modelo NOVA 1200e). Antes da andlise, as
amostras foram submetidas a um pré-tratamento a 120 °C por 48 horas, para eliminar a agua

existente nos poros das amostras.

4.5. Producédo de Lipidios Estruturados (LE)

Tendo em conta as necessidades e exigéncias dos consumidores, a industria alimentar
tem procurado evoluir na fabricacdo de produtos de qualidade, naturais e saudaveis. Nesse
sentido, a descoberta de que determinadas substancias (presentes, concentradas,
desenvolvidas ou adicionadas nos alimentos) podem modular algumas func¢es no organismo,
garantido diversos beneficios e até mesmo prevenindo certas doencgas. Esses alimentos sdo
denominados alimentos funcionais que além de contribuir com a nutrigdo, contém substancias
biologicamente ativas que produzem efeitos metabolicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos
benéficos a salde. Esses alimentos constituem hoje a prioridade de pesquisa na area de
nutricdo e tecnologia de alimentos, levando-se em conta o interesse do consumidor em
alimentos mais saudaveis, que além de nutrir possam modelar o sistema fisiolégico do
organismo.

Estudos possibilitaram o reconhecimento de numerosos compostos presentes em
alimentos que apresentam potencial para ajudar na manutencdo da satde e/ou na prevencgdo de
doencas. Dentre os diversos segmentos da area de alimentos funcionais encontram-se 0s
lipidios estruturados, os quais podem ser comercializados como triglicerideos dietéticos
(MLM) e sucedaneos de gordura de leite materno (SGLM) (TECELAO et al., 2012).
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Esses compostos podem afetar os principais sistemas corpdreos - cardiovascular,
digestivo, imune e nervoso. A producdo de triacilglicerois (TAGs) com cadeias meédia de
acidos graxos nas posi¢cdes sn-1 e sn-3, e acidos graxos de cadeia longa (L), na posicao
interna, do tipo MLM, tem aumentado interesse recentemente devido ao seu alto valor
nutritivo. Estes lipidios estruturados dietéticos sdo de baixa caloria adequados para controlar a
obesidade em pessoas com ma absorcdo gordura e outros problemas do metabolismo
(NUNES et al., 2012).

A compreensdo das propriedades nutricionais e funcionais dos lipidios tem conduzido
ao desenvolvimento de novas tecnologias de modificacdo dos 6leos e gorduras, com vista a
melhorar os beneficios de sadde resultantes da ingestdo destes compostos. E neste contexto
que surge o interesse pela producdo de lipidios estruturados (SL, “Structurated lipids”)
(SILVA, 2009).

Nesse contexto, este tema de doutorado foi avaliado a producdo de lipidios
estruturados tipo MLM utilizando lipases imobilizadas em diferentes suportes, contudo,
verificou-se a possibilidade de uma futura aplicacdo desses lipidios estruturados e do produto
obtido nesta tese, o leite com baixo teor de lactose, para preparar um molho branco, tipo
“béchamel”, pobre em calorias e consequentemente em lactose, que podera ser utilizado em
muitas preparagdes como uma base para outros molhos mais complexos. Baseando-se no
potencial deste novo produto, foi realizado o Doutorado Sanduiche no Instituto Superior de
Agronomia na Universidade de Lisboa/Portugal no periodo de 09/2013 a 05/2014, cujos
resultados foram discutidos em forma de artigo no ANEXO 6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados, analisados e discutidos os resultados obtidos
durante o desenvolvimento do trabalho. Na primeira etapa, foi avaliada a solubilidade da
lactose com o intuito de se obter as condic¢des da solucdo da molécula molde para a impressdo
molecular. Apds a determinacdo da solubilidade, foi preparado o polimero impresso
molecular (PIM) e a matriz pura (MP) em coluna de adsor¢do no processo em batelada e
continuo, para avaliar a extracdo da lactose. Na segunda etapa foram realizadas, as
caracterizagdes fisico-quimica e morfoldgica do adsorvente obtido pela técnica de impressao
molecular e matriz pura. Na terceira etapa serdo apresentados os resultados das analises
fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais do leite e das bebidas lacteas com baixo teor de

lactose.

5.1. Estudo da Solubilidade da Lactose

A Tabela 5.1 apresenta os resultados experimentais de solubilidade da lactose em agua,
variando a temperatura e agitacdo, a fim de se obter a maior solubilidade de lactose em agua

para posterior inclusdo da solugdo de lactose na sintese do polimero.

Tabela 5.1: Solubilidade da lactose a diferentes temperaturas.

Temperatura Solubilidade
Q) _ (9/100g) _
(Com agitacdo/350 rpm) Sem agitacao
30 29,2 28,2
40 30,4 30,0
50 40,4 40,0
60 42,4 40,0
70 47,6 48,8

As curvas de solubilidade da lactose estdo sobrepostas e descritas a partir da Tabela
5.1, podem ser observadas no ANEXO 4. Este estudo foi realizado adicionando um solvente
miscivel, a agua, e observou-se na Tabela 5.1, que com o aumento da temperatura, a
solubilidade da lactose variou de 29,2 g/100g, a 30 °C, para 47,6 g/100g a 70 °C com agitacéo,
alem disso, a agitagdo néo teve influéncia na solubilidade da lactose. E a maior solubilidade
da lactose atingida foi de 48,8 g/100g em agua sem agitagdo. BRITO (2007) avaliou a
solubilidade da lactose em agua a 33 °C e obteve 25,9 g/100g de lactose, valores semelhantes
aos encontrados neste trabalho, e para a temperatura de 60 °C encontrou cerca de 57,0 g/100g.
Enquanto SANTOS (2012) encontrou uma solubilidade de 11,9 g/100g a 15 °C. De acordo
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com FU et al., (2012), a solubilidade das formas anoméricas da lactose (o- e B-lactose) esta
em funcdo da temperatura. Segundo HOLSINGER (1997), as fragbes de a e [ lactose
possuem solubilidades distintas, e a mutarrotacdo torna-se um fator importante na
cristalizacdo. Segundo WHITTIER (1944), quando a a-lactose é colocada em agua a
temperatura de 15 °C, uma quantidade definida, de aproximadamente 7 g/100g, € dissolvida,
sendo determinada como a solubilidade verdadeira da forma a. O aumento da solubilidade,
com o passar do tempo e aumento da temperatura, deve-se a mutarrotacao, pois a forma o €
convertida em B, tornando a solugdo insaturada em relagdo a a-lactose. Desta forma maior
quantidade de alfa lactose pode ser dissolvida. O processo continua até que o ponto final de
equilibrio seja alcancado, aproximadamente 17 g/100g a 15 °C, entretanto neste estudo na
temperatura de 70 °C foi observado uma solubilidade maxima de 48,8 g/100g (sem agitacao)
antes de atingir a saturacdo da solucao, isso pode ocorrer pelo fato de lactose utilizada neste
trabalho ser composta por 90% da forma - e 30% da forma a-, ou Seja, para a solubilidade
completa seria temperatura de 70 °C.

5.2. Estudo da remocéao de lactose em sistema batelada

Os ensaios foram realizados com a finalidade de saber qual dos adsorventes
trabalhados removeria mais a lactose da solucéo sintética e do leite.

O estudo da remocéo de lactose foi realizado utilizando coluna de adsorgédo recheada
com adsorventes PIM ou MP, com a granulometria ideal entre 48 e 65 mesh utilizando-se
peneiras adequadas (padrdo ABNT) em diferentes alturas de leito (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 cm).
Inicialmente foram realizados estudos com solucéo sintética de lactose e em seguida com leite
tipo C. As Figuras 5.1 e 5.2 apresentam os dados referentes a remocao de lactose em coluna
de leito fixo recheada por MP ou PIM utilizando solucéo sintética e leite, respectivamente.

A eficiéncia da remocdo de lactose para a solugdo sintética ou para o leite depende de
alguns fatores, tais como: altura do leito e tipo de fluido (solucéo sintética ou leite). Com base
nos resultados apresentados na Figura 5.1, pode-se afirmar que o aumento da altura do leito
eleva a remocdo de lactose quer para PIM ou MP. Valores maiores de remocdo foram
encontrados para PIM (62,8 a 76,3%) que em MP (54,7 a 67,06%), ambos em leito de 7 cm.
O aumento da remocdo da lactose na solucdo sintética esta associado a maior quantidade de
recheio, o PIM é mais seletivo por isso adsorve mais lactose. Verifica-se, nestes casos, que
qguanto maior a altura do leito, para uma mesma vazado, maior € 0 tempo para atingir a

saturacdo do leito, conforme o esperado.
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Na substituicdo do fluido para o leite tipo C (Figura 5.2), observou-se que a maior
remocao de lactose ocorreu para PIM com 39,4% e 15,9% para MP, no leito de 5 cm de altura.
Para alturas maiores que 5 cm foi observado diminuicdo da remocéo, provavelmente devido a
ocorréncia do processo de dessor¢cdo confirmado através de andlises cromatogréaficas, que a
concentragéo final de lactose do leite estava maior que a inicial. Com isso, a altura de 5 cm foi
selecionada para realizar os estudos de remogé&o de lactose.
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Figura 5.1: Curvas de remocédo de lactose da solugdo sintética comparado com ensaio em
coluna recheada de MP e PIM nas diferentes alturas do leito.
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Figura 5.2: Curvas de remocdo de lactose do leite comparado com ensaio em coluna
recheada de MP e PIM nas diferentes alturas do leito.
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Com base nesta avaliacdo prévia, foram determinadas as condigdes de aplicagdo do
leito fixo para adsor¢do de lactose em fluxo continuo. Assim, foi considerado que a melhor

condicdo para a adsorcao de lactose do leite foi de 5 cm de altura.

5.3. Remocéo de Lactose em Fluxo Continuo

Apo0s a selecdo da melhor altura do recheio da coluna para a remogéo de lactose do
leite, foi estudada a remocéo de lactose com ampliagéo da escala, com o intuito de descobrir 0
tempo final de ruptura dos adsorventes em coluna de 2,5 cm de didmetro e 20 cm de
comprimento, entretanto a altura do leito foi acrescida para 7,5 cm, sendo este o valor minimo
no intervalo das variareis estatisticas consideradas no item 4.2.4.

Na Tabela 5.2 sdo apresentadas as caracteristicas da coluna utilizada nos ensaios de
adsorcdo, em sistema continuo, utilizando como particulas de recheio, ou adsorvente, a matriz

pura (MP) e polimero impresso molecularmente (PIM) nas mesmas condicdes.

Tabela 5.2: Propriedades da coluna de leito fixo com Matriz Pura (MP) e polimero impresso
molecularmente (PIM) em coluna ampliada.

Parametros Adsorvente
Nome do adsorvato Lactose
Adsorvente MP ou PIM
Altura do leito (cm) 75
Massa do adsorvente () 24,39
Porosidade do leito (¢) 0,095 + 0,005
Diametro interno da coluna (cm) 2,5
Area do cilindro (n R%) (cm?) 4,9
Volume do cilindro (Axh) (V) (cm®) 98,1
Comprimento da coluna (cm) 20
Temperatura de operacéo (°C) 60
Vazio de operagdo (cm®/min) 3
Concentracgéo inicial (mg/L) 20.513,37
Granulometria (mesh) 60 (48-65)

A Figura 5.3 apresenta a curva de ruptura de lactose do leite utilizando como

adsorvente Matriz Pura (MP) e Polimero Impresso Molecularmente (P1M).
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Figura 5.3: Curva de ruptura na adsorcdo de lactose do leite em coluna de leito fixo,
utilizando como adsorvente Matriz Pura (MP) e polimero impresso molecularmente (P1M).

Na Figura 5.3, pode-se observar que ocorreu a saturacao do adsorvente no tempo de
aproximadamente 30 minutos. Com concentracdo inicial de lactose presente no leite de
aproximadamente 20.513,3 mg/L. Uma razdo para que o ponto de ruptura seja alcancado
rapidamente, pode ser devido aos sitios livres de adsor¢do ndo se mostrarem tdo disponiveis,
podendo ser pelo fato de ter ocorrido a formacao de caminhos preferenciais, o que dificultaria
0 processo de adsorcdo. De um modo geral, o leito adsortivo deve ser poroso para permitir
que o liquido o atravesse com um minimo de resisténcia, mas permitindo a maxima
transferéncia de massa por entre as particulas, através do leito (VOLESKY et al., 2003). E
também deve se salientar que na literatura alguns autores relatam que as rapidas cinéticas de
adsorcdo do adsorvente impresso € uma vantagem Obvia para a sua aplicacdo na extragdo em
fase solida de dispersdo como, por exemplo, na preparacdo e aplicagdo da técnica de
impressdo molecular em colunas de HPLC para a determinagdo do olaquindox em frangos
(ZHANG et al., 2012).

O processo de adsorcdo depende de alguns fatores, tais como: natureza do adsorvente,
do adsorbato e das condi¢cbes operacionais. As caracteristicas do adsorvente incluem area
superficial, tamanho do poro, densidade e grupos funcionais presentes na superficie. Por outro
lado, a natureza do adsorbato, depende da polaridade e solubilidade. Para as condicgdes
operacionais influem a temperatura, pH, e a vazéo utilizada (processo continuo) (MCCABE et

al., 2001). Baseando-se nestas caracteristicas dos adsorventes, foram realizadas as
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caracterizagdes fisico-quimicas e morfoldgicas destes recheios, MP ou PIM, com o intuito de

se comprovar a impressédo molecular de lactose.
5.4. Analise morfologica e fisico-quimica dos polimeros

Neste item as analises morfoldgicas e fisico-quimicas dos adsorventes (MP ou PIM)
utilizados na remogdo de lactose permitirdo uma melhor avaliacdo das caracteristicas dos
adsorventes que incluem grupos funcionais presentes na superficie da particula, na perda de
massa das particulas, a polimerizacdo das matrizes, a area superficial, tamanho do poro,

densidade, entre outros.

5.4.1. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR do padrdo de lactose e do recheio da coluna de adsorgdo
estudados neste trabalho sdo apresentados na Figura 5.4. A banda caracteristica para a-lactose
foi localizada em 920 cm™ e a banda de B-lactose esta entre 950 cm™ e 833 cm™ da Figura 5.4
(KIRK et al.,, 2007; LISTIOHADI et al., 2009). O aparecimento de todos 0s picos
caracteristicos de a e [-lactose nos espectros de FTIR descritos na Figura 5.4, indica que este
método é capaz de solucionar picos caracteristicos responsaveis por cada forma de lactose,
permitindo que as amostras sejam identificadas e analisadas em uma mistura (KIRK et al.,
2007). Segundo LEI et al., (2010) as bandas 2925-2927 cm™ presentes no espectro
correspondem a compostos aromaticos, com grupo funcional etileno (-CH,); as bandas
intermoleculares 1150-1030 cm™ correspondem ao estiramento dos carboidratos; as bandas
800-1000 cm™ sdo caracteristicas de carboidratos e as bandas 3200 cm™ corresponde ao
estiramento dos hidratos de carbono (ISLAM et al., 2010), neste estudo foram localizadas
estas bandas (Figura 5.4). Pode-se tambeém ser observada que as caracteristicas de
alongamento e estiramento da ligagédo glicosidica C-O-C (ligacdo entre dois agucares) estdo
presentes, como observado pelas bandas ~1100 e ~800 cm™* na Figura 5.4 (CRISP et al.,
2010).

Na Figura 5.4, o espectro registrado para matriz pura (MP) apresentam bandas tipicas
de grupos presentes na superficie de todas as matrizes poliméricas. Na regido de banda 3400
cm™, situam-se alongamentos dos grupos hidroxila e silanéis, e também de moléculas
adsorvidas sobre a superficie do 6xido por meio de liga¢des de hidrogénio. Uma banda larga e
intensa, entre 3300 e 3700 cm™, est4 associada com os grupos Si-OH, que pode levar &
adsorcdo de moléculas de agua na superficie dos canais de poros (HU et al., 2005). A

presenca de 4gua pode ser confirmada pela banda na regi&o de 1630 cm™. Nota-se uma banda
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larga a 3435 cm™ que foi atribuida & vibracdo de alongamento dos grupos Si-OH; a banda
forte 1100 cm™ foi atribuida s vibragdes de alongamento Si-O-Si; enquanto que as bandas de
1628, 970, 804 e 460 cm™ foram atribuidos a SiO-H, Si-OH, estiramento simétrico de SiO-H
e Si-0, respectivamente (WANYIKA et al., de 2011).
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Figura 5.4: Espectros de FTIR do padrdo de lactose (LAC), matriz pura (MP), polimero

impresso molecularmente (PIM), polimero impresso molecularmente sem remocédo de lactose
(PIM-LAC).

Apos a impressdo molecular da lactose na matriz polimérica das particulas utilizadas
como recheio na coluna de adsorcdo, novas bandas foram detectadas. Portanto, podemos
observar na Figura 5.4 a presenca da banda larga na regido de 3500 cm™, que caracteriza os
grupos Si-OH e H,0 adsorvido sobre os grupos Si-OH. A confirmacdo da presenca de H,0O é
determinada pela observagdo de bandas na regido de 1630 cm™, atribuida & deformacéo de
grupos hidroxilas, enquanto que as bandas a 1494, 1439 e 1402 cm™ sdo atribuidas &
deformagéo C-H no grupo-CH,, pertencente ao grupo metoxil (IBRAHIM et al., 2009). Do
mesmo modo, estas bandas também estdo presentes no polimero de PIM-LAC, confirmando a

presenca de lactose.
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O pico encontrado a 960 cm™ corresponde ao estiramento da banda Si-O-H, sendo
muito pronunciada nas amostras de PIM; e isto pode ser explicado pela existéncia de uma
maior quantidade desse grupo na superficie O-(H...H,O) e grupos delimitados de Si
(NIKOLIC et al., 2010). As vibracdes de O-CH, e CH3 podem ser observadas a 1464 cm™, e a
banda 1260 cm™ corresponde as vibracBes assimétricas de C-O-C. O resultado de FTIR
confirma a formacédo de silica mesoporosa organica modificada (SINGHO e JOHAN, 2012).
A presenca destes alongamentos nos espectros de FTIR, para as particulas constituidas por
PIM indica que a reacdo de impressdo molecular foi efetivamente realizada.

De acordo com o espectro de PIM-LAC, verificou-se que houve mudanga significativa
na intensidade da banda na regi&o de 3700 a 2900 cm™. Essas bandas sdo caracteristicas do
estiramento dos grupos Si-OH e as bandas na regi&o de 1630-1110 cm™ estdo relacionadas
com as conexdes dos grupos de siloxanos. As diferencas observadas na regido de maior
namero de onda no espectro de PIM e PIM-LAC s&o atribuidas a presenca de lactose nas
amostras de impressdo. As diferencas observadas na regido de maior nimero de onda no
espectro de PIM e PIM-LAC sdo atribuidas a presenca de lactose impressa nas matrizes,

conforme observado na Figura 5.4.

5.4.2. Analise termogravimétrica (TGA)

Os materiais a base de silica sdo extremamente rigidos, devido ao elevado grau de
ligagdo encontrada na rede de didxido de silicio (SiO,). Esta propriedade é muito importante
na concepcao e sintese de PIM, tanto que o tamanho e forma dos poros criados pela molécula
molde deve ser mantida apos a remoc¢do do molde. A alta estabilidade térmica do material
derivado de sol-gel proporciona uma maneira facil de remover a molécula molde utilizando o
método de calcinacéo de alta temperatura (LEE et al., 2010).

A estabilidade térmica das amostras foi investigada por analise de TG, cujos
resultados estdo representados nas Figuras 5.5 e 5.6 em uma funcdo da temperatura no eixo
dos x e a percentagem de perda de peso no eixoy.

A Figura 5.5 apresenta as curvas TG e DTA do padrdo de lactose, analisadas em

atmosferas de N».
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Figura 5.5: Curvas TG e DTA do padréo de lactose, analisadas em atmosferas de No.

Ao observar as curvas TG e DTA realizadas em atmosferas de nitrogénio para a
lactose, percebeu-se que ocorreu uma desidratacdo em 150 °C, também observado por
PITCHAYAIJITTIPONG et al., (2010), supostamente pela perda de &gua da superficie; a
fusdo em 213 °C, temperatura esta, préxima da indicada na literatura por SUTEEWONG et
al., 2012); e uma sequéncia de 2 etapas consecutivas de decomposi¢do térmica do padrdo de
lactose. Depois da transicdo vitrea, um pico foi observado e pode ser associado a
recristalizacdo exotérmica, seguido por dois eventos de fusdo. Os dois picos estdo associados
com as duas formas de lactose que o material recristalizar a partir da temperatura vitrea (Tg).
O primeiro pico representa a fusdo do a-lactose anidra, e 0 segundo pico esta associado com a
B-lactose. Nota-se que a recristalizagdo da amostra ainda ocorre mesmo a 600 °C/min, e ndo
h& nenhuma perda de definicdo da fusdo das duas formas de lactose cristalina (HOGAN e
BUCKTON, 2000).

As perdas de massa de amostras da matriz pura (MP), polimero impresso molecular
(PIM), polimero impresso molecularmente com lactose (PIM-LAC), foram determinados por

analise termogravimétrica (TGA), de acordo com a Figura 5.6.
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Figura 5.6: Curvas de TGA em atmosferas de N, de matriz pura (MP), polimero impresso
molecularmente (PIM), polimero impresso molecularmente com lactose (PIM-LAC).

Pode-se observar que a amostra MP mostrou uma perda de massa de 22% entre as
temperaturas de 90 a 125 °C, segundo o termograma da Figura 5.6. Esta perda de peso pode
ser atribuida a presenca de grupos silandis que ndo reagiram com o tetraetilortosilicato
utilizado na sintese da matriz polimérica que estdo presentes na silica devido as reacbes de
sol-gel incompletas (MUKHERJEE et al., 2009). Uma parte desta perda de peso é também
devido a remocdo de moléculas de agua, que foram fortemente ligadas a matriz de silica (WEI
et al., 1999). WANYIKA et al., (2011) avaliaram as propriedades da silica mesoporosa e
obtiveram curvas de TGA semelhantes, apresentando perda de massa a baixas temperaturas
que, segundo os autores, isso foi atribuido a perda de &gua adsorvida. Da mesma forma
observaram picos endotérmicos a <100 °C nas curvas de TGA, sendo essa perda de massa
relacionada também a perdas de grupos silandis na superficie. Quanto ao PIM, observou-se
uma perda de massa entre 105 °C e 135 °C, o que pode corresponder a degradacdo das
ligagdes de carbono, maior conforme observado no termograma da Figura 5.6.

Observa-se que as amostras de PIM-LAC e PIM séo similares por terem a mesma
tendéncia de perda de massa, com o0 aumento da temperatura, e tornou-se estavel acima de
150 °C, com 58% de perda de massa total. Resultados similares foram encontrados por MAO
et al. (2011), que avaliaram um composto formado por folhas de grafeno e polimeros

impressos moleculares com vermelho de congo (GSCR-PIMs), sintetizado por meio da
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polimerizagdo por radicais livres (FRP) e aplicado como um elemento de reconhecimento
molecular para a construcao de sensor eletroquimico de dopamina (DA).

As amostras de PIM-LAC apresentaram uma perda de massa de 58% a temperaturas
de 125 a 150 °C, provavelmente atribuida a perda de grandes quantidades de lactose residual
adsorvido sobre a superficie dos materiais estudados. As temperaturas ainda mais elevadas,
em torno de 400-500 °C ocorreu outra perda de massa de 0,25%, o que provavelmente pode
ser devido a uma poli condensacdo da matriz de silica. Ap6s a remocao da lactose, o perfil do
termograma de PIM apresentou-se similar a de PIM-LAC, entretanto com significativa perda
de massa (46%) a temperatura de 125 °C, como se esperava depois da remog¢éo do molde. A
diferenca na perda de peso entre PIM-LAC e PIM (58% e 46%, respectivamente), foi
possivelmente causada pela remoc¢do da molécula alvo (lactose), confirmando o sucesso da
impressdo molecular. Um fato relevante é que o intervalo de temperatura de decomposi¢édo
dos polimeros é semelhante, em torno de 100 a 150 °C com perda de massa de 46% e 58%
para a PIM-LAC e PIM, respectivamente. Em geral, os trés regides de perda de massa
observados nos perfis de TGA provavelmente originam (i) perda de lactose (100 a 200 ° C) e
umidade (20-80 °C), (ii) decomposicdo seguida de desidratacdo dos grupos hidroxilas
presentes na superficie (>250 °C) (GUO et al., 2003, SUTEEWONG et al., 2012).

5.4.3. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A medida mais comum da estrutura amorfa envolve a analise de transi¢do vitrea por
DSC. O tamanho da transicdo fornece informacao quantitativa sobre a quantidade de estrutura
amorfa presente na amostra, e a temperatura identifica o ponto onde existe uma mudanca
dréastica nas propriedades fisicas do material. A Figura 5.7 apresenta uma sobreposicdo das
curvas de DSC das amostras de LAC, MP, PIM-LAC e PIM, com temperaturas que variaram
de 25 a 500 °C. A taxa de fluxo de calor é uma excelente deteccdo para a obtengdo da
transicdo vitrea de amostra.

Na curva de DSC da lactose (Figura 5.7), mostrou dois picos endotérmicos em
diferentes temperaturas, cerca de 150 °C e 218 °C, o que corresponde a desidratagdo da agua e
a fusdo de a-lactose, respectivamente (GOMBAS et al., 2003). A presenca de dois picos
endotérmicos a 218 e cerca de 240 °C indica que as amostras cristalizadas devem

compreender uma mistura de a-lactose monohidratada e p-lactose (KAIALY et al., 2011).
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Figura 5.7: Curvas de DSC em atmosfera inerte de N, para o padrdo de lactose (LAC),
matriz pura (MP), polimero impresso molecularmente com lactose (PIM-LAC), polimero
impresso molecularmente (PIM).

A fusdo caracteriza-se por ser um fenémeno fisico, o qual pode ser detectado através
das curvas DSC ou DTA, apresentando-se como um evento endotérmico (WENDLANDT,
1986; CLAS et al., 1999). A fusdo da lactose mostrou um pequeno pico exotérmico a
aproximadamente 340 °C atribuido a decomposicdo. ALVES (2007) estudou o
comportamento térmico da lactose e por meio das curvas DSC observou um evento
endotérmico na regido de 90,0 a 160,0 °C e atribuido a etapa de desidratacao.

Na matriz pura, verificou-se que a temperatura de 65,6 °C ocorreu uma perda de massa
devido a &gua fracamente ligadas a superficie de silica por ligacbes de hidrogénio. Com o
aumento da temperatura, o material apresentou uma segunda perda de massa atribuido a
condensacdo de grupos silandis a temperaturas de 206 °C. As temperaturas acima de 200 °C
ocorre a perda de agua devido a condensacdo de grupos silanol e siloxanos. As amostras de
matriz pura (MP) apresentaram apenas uma transicdo endotérmica com um pico de
temperatura de 65 °C, com entalpia de 364,3 J/g. As amostras contendo lactose (PIM-LAC)
apresentaram o primeiro pico endotérmico na temperatura de 150 °C, e entalpia de 764,38 J/g,
associado com a decomposi¢cdo de materia organica e agua.

No entanto, a principal alteracdo causada pela presenca de lactose na matriz esta
relacionada com o aumento do pico endotérmico, aumentando a entalpia destes picos (764,38
J/g a 150 °C). Este comportamento pode ser associado com a perda de agua ainda presente na

amostra, por meio da chamada "agua de hidratacéo", e fortemente presente na rede de silica. E
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possivel que a agua possa ser mantida sobre a superficie silica gel por diferentes forcas de
interacdo: "forcas dispersivas" (por exemplo, a agua fisicamente ligada), "as forcas polares"
(por exemplo, de ions de hidrogénio da agua), ou por "forgcas quimicas™ (por exemplo, 0s
grupos silanol que condensam titulos siloxano com a liberacdo de adgua) (SOARES et al.,
2004).

Através da Figura 5.7 observam-se as curvas de andlises térmicas para os polimeros e
0 padrdo de lactose. Nota-se um pico endotérmico, que pode ser atribuido a evaporacao de
agua adsorvida sobre a superficie molecular dos polimeros; a intensidade do pico endotérmico
é maior para a curva de PIM-LAC. A informacdo obtida com as andlises térmicas de DSC foi
confirmada pelos resultados obtidos pelo TGA.

5.4.4. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A obtencdo das micrografias obtidas pela técnica de Microscopia Eletrénica de
Varredura das amostras permite conhecer a polimerizacdo da matriz de silica e também
comparar as imagens do padrdo de lactose LAC (Figura 5.8a), matriz pura MP (Figura 5.8b),
polimero impresso molecularmente com lactose PIM-LAC (Figura 5.8C) e polimero impresso
molecularmente PIM (Figura 5.8d). A Figura 5.8 mostra as morfologias das silicas
mesoporosas, matriz pura (MP), polimero impresso molecularmente (PIM) e polimero
impresso molecularmente com lactose (PIM-LAC). Pode ser observada a partir das
micrografias, a ocorréncia de grdos ndo esféricos de tamanho ndo uniforme com estrutura
porosa, caracteristica da silica-gel (LOPEZ et al., 2012).

Observa-se na Figura 5.8 b (MP), que ha a presenca de agregados de varios tamanhos,
sugerindo que n&o existe uniformidade no tamanho dos poros. E interessante notar que este
tipo de caracteristica pode ser associado ao processo de sintese, principalmente devido a
agitacdo mecanica, ou seja, durante a sintese dos polimeros ndo houve selecdo ou controle
mecanico do tamanho da particula.

Na Figura 5.8 d (PIM), observou-se a presenca de poros na superficie dos polimeros
provavelmente os locais do molde, que é a molécula de impressdo (HUA et al., 2011). A
micrografia do PIM e de MP sdo completamente diferentes; essas diferencas sdo,
provavelmente, devido a impressdo de lactose existente no PIM (5.8 d), uma vez que na MP

ndo foi aplicado o molde (5.8 b).
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Figura 5.8: Micrografias das seguintes amostras: (a) Lactose-LAC; (b) Matriz Pura-MP; (c)
Polimero Impresso Molecularmente com Lactose-PIM-LAC; (d) Polimero Impresso
Molecularmente - PIM. Aumento x 5000.

Note-se que a incorporacgdo de lactose na matriz polimérica diminuiu a magnitude dos
espacos vazios entre as particulas, antes da incorporacdo observada apenas na Figura 5.8C
(PIM-LAC), o que pode ser devido a impressao da lactose no polimero (PRADHAN et al.,
2009).

5.4.5. Analise morfoldgica dos polimeros por B.E.T.

O estudo das propriedades morfolégicas de materiais sélidos porosos é mais
conveniente em métodos baseados na adsorcdo de nitrogénio no estado gasoso, utilizando
medicdes volumétricas da quantidade de gas adsorvido. A &rea superficial, volume e tamanho
médio de poros correspondentes a matriz pura (MP), polimero impresso molecularmente
(PIM) e polimero impresso molecularmente com lactose (PIM-LAC) estdo resumidos na
Tabela 5.3.
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Tabela 5.3: Avaliacdo dos parametros estruturais de adsorcdo-dessorcdo de nitrogénio para
matriz pura (MP) e os polimeros impressos molecularmente PIM e PIM-LAC.

Area superficial “Volume do poro Diametro do
Amostra p / boro
m°/g (cm®/g) )
MP 301,8 0,8 1095
PIM 464,1 1,8 150,0
PIM-LAC 437,8 0,5 50,0

#Volume do poro calculado a partir da dessorgao de nitrogénio (N,).

Todas as amostras analisadas apresentaram isotermas do tipo IV (ANEXO 5),
caracteristico de materiais mesoporos. Esse tipo de isoterma na maioria dos casos exibe uma
proeminente regido na qual a pressdo relativa varia pouco e o volume adsorvido aumenta
bruscamente. Além disso, as histereses sdo do tipo H1, evidenciando que em todas as matrizes
possuem estruturas mesoporosas, ou seja, apresentam poros que variam de 2 a 50 nm (20 A e
500 A) (LEOFANTI et al., 2008).

A matriz pura com auséncia de lactose apresentou uma area superficial externa e
volume de poros reduzidos, 301,8 m?/g e 0,8 cm®/g, respectivamente (Tabela 5.3). Apds a
obtencdo do molde da lactose no PIM, pode-se verificar 0 aumento da area superficial de
301,8 para 464,1 m?/g do MP para o PIM, enquanto que o PIM-LAC apresentou 437,8 m%/g,
além disso, verificou-se a reducdo da area superficial do PIM em relacdo ao PIM-LAC, de
464,1 para 437,8 m?/g, provavelmente devido & ocupagdo da lactose nos poros. O diametro
médio dos poros de PIM foi de 150 A, valor superior ao obtido para o MP e PIM-LAC.
Portanto, pode-se afirmar que o aumento do tamanho médio dos poros € possivelmente devido
ao molde da molécula da lactose na matriz polimérica. Os valores superiores descritos por
TOMINAGA et al., (2005), onde os autores sintetizaram silica mesoporosa (MPSi) com um
novo tipo de material inorganico (poliéster) e obtiveram area superficial de 829 m?g.
Enquanto que, resultados inferiores para distribuicdo de poros foram obtidos por QU et al.
(2006), cujo o tamanho médio dos poros em PIM utilizando moléculas de drogas foi em torno
de 2,79 nm que corresponde a 27,9 A. A érea superficial de PIM obtido a partir de BET
(464,17 m?/g) foi inferior ao encontrado por TOMINAGA et al., (2005) que encontraram
829,0 m?/g a partir de silica mesoporosa sintetizada (MPSi) pelo método sol-gel, usando
simples surfactante ndo idnico, utilizando o TEOS como precursor de silica.

Na analise morfoldgica dos polimeros deste estudo, observou-se que a area superficial,

volume e distribuicdo de poros aumentaram significativamente (Tabela 5.3), indicando assim
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a impressao da molécula de lactose na estrutura do polimero, que esta diretamente relacionada

a porosidade das particulas do adsorvente.

5.5. Adsorcéo de lactose do leite em coluna de leito fixo

A remocdo da lactose do leite em colunas de adsor¢do, recheadas de particulas ou
adsorventes do tipo MP e PIM, foram determinadas utilizando a planejamento experimental
com o intuito de minimizar a quantidade de experimentos. Na Tabela 5.4 pode ser observada a
matriz experimental codificada e decodificada nas condicbes pré-estabelecidas com as
seguintes variaveis independentes: altura do leito (7,5 a 12,5 cm), vazdo (3 a 9 mL/min) e
tamanho da particula (250 a 500 um) e temperatura (34 a 60 °C) e variavel dependente a
capacidade de adsorcdo (o). Os valores de capacidade de adsorcdo obtidos mediante a
aplicacdo da equacdo (1) as respectivas curvas de ruptura para varias condi¢des operacionais
encontram-se na Tabela 5.4.

Tabela 5.4: Matriz decodificada de planejamento fatorial incompleto 2** para estudar a
capacidade de adsorcao de lactose do leite em coluna de leito fixo utilizando MP e PIM.

Concentracao Capacidade de
Variaveis inicial de lactose adsorcéo
Ensaios (mg/L) (mg/g)
T G h Q

(°C) (um) (cm)  (mL/min) MP PIM MP PIM

1 34 250 7,5 3 21778,9 215489 6,0 28,0
2 60 250 7,5 9 217447 225447 13,0 37,6
3 34 500 75 9 25185,4 20765,4 20,8 47,5
4 60 500 7,5 3 23802,4 19382,4 10,9 26,4
5 34 250 12,5 9 23962,8 19517,6 38,5 62,2
6 60 250 12,5 3 25543,6 12771,8 12,7 9,5
7 34 500 12,5 3 278129 13906,4 75 7,2
8 60 500 12,5 9 28033,9 19517,6 19,8 24,3
9 47 355 10,0 6 26268,1 21806,1 16,8 52,4
10 47 355 10,0 6 24279,1 32453,8 16,4 50,6
11 47 355 10,0 6 24180,7 21749,7 16,6 50,8

De acordo com a Tabela 5.4 nos ensaios utilizando o PIM, observa-se que a maior
capacidade de adsorcdo foi de 62,2 mg/g de lactose utilizando adsorvente PIM obtido no
experimento 5 nas seguintes condic¢des: 12,5 cm de altura de leito, 9 mL/min de vazéo, 34 °C
de temperatura e 250 mm tamanho da particula, seguido dos ensaios do ponto central da
matriz do delineamento experimental com um valor médio de capacidade de adsor¢édo de 50,9
mg/g nas seguintes condi¢des: 10 cm altura do leito, 6 mL/min de vazdo, 47 °C de

temperatura e 355 mm de tamanho da particula. Nota-se que os valores dos pontos centrais
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apresentaram boa reprodutibilidade. As menores capacidades de adsorgdo foram encontradas
nos ensaios 6 e 7, com 9,53 e 7,23 mg/g, respectivamente, ambos com altura do leito de 12,5
cm e vazdo de 3 mL/min, temperatura de 60 e 30 °C e granulometria de 250 e 500 pm,
respectivamente.

A partir dos resultados de capacidade de adsorc¢do da lactose em MP (Tabela 5.4), foi
possivel indicar que o ensaio 5, apresentou o melhor potencial para adsor¢do quando
comparado com 0s outros ensaios, obtendo capacidade de adsorcdo de 38,5 mg/g de
adsorvente nas mesmas condi¢des dos ensaios utilizando o PIM.

Observa-se que em todos os casos a capacidade de adsor¢cdo do PIM foi maior que na
MP, salvo nos ensaios 6 e 7. Note-se que nestes experimentos realizados com PIM, a
concentracdo inicial de lactose no leite foi bem menor, praticamente a metade do que nos
outros ensaios. E evidente que a concentracdo de equilibrio deve também ser menor,
justificando a menor capacidade. A maior capacidade do PIM em relagcao a MP era esperada,
porque a presenca de locais de reconhecimento especificos melhora a seletividade do
adsorvente.

O leite utilizado nos experimentos apresentou concentracdes iniciais distintas, por isso
a concentracdo inicial de lactose tornou-se uma varidavel ndo controlada, lembrando que
devido a sazonalidade, a composicdo da matéria-prima é influenciada. Os resultados na
Tabela 5.4 podem sugerir que a concentracdo inicial de lactose influencia diretamente na
capacidade de adsorcao e nos coeficientes de transferéncia de massa.

Além disso, é evidente que a partir dos resultados da Tabela 5.4, que as condi¢des
operacionais ttm um grande efeito sobre o desempenho na coluna em leito fixo. A fim de
avaliar a extensdo e significado destes fatores, foi aplicada a estratégia experimental
denominado pelo planejamento fatorial incompleto utilizada para determinar o efeito de cada
variavel, bem como a interacdo dos efeitos destas varidveis e a variavel-resposta (capacidade
de adsorc¢éo). Os efeitos significativos podem ser observados na Figura 5.9 e 5.10, por meio
do grafico de Pareto, a fim de verificar a melhor condi¢éo da capacidade de adsor¢do do MP e
PIM.
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Figura 5.9: Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados para a adsorcdo de lactose em coluna
de leito fixo utilizando MP.
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Figura 5.10: Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados para a adsorcao de lactose em coluna
de leito fixo utilizando PIM.

Pode-se observar a partir dos graficos de Pareto (Figuras 5.9 e 5.10) que a altura do leito
(h), tamanho das particulas (G) e temperatura (T), foram as variaveis ndo significativas para a
capacidade de adsorcdo em leito fixo a um nivel de confianca de 95%. Apenas a variavel
vazdo (Q) foi significativa e de maior influéncia. O sinal positivo na varidvel significa que a
passagem da vaz&o do nivel -1 (3 mL/min) para o maior nivel +1 (9 mL/min) aumenta o fator

resposta, isto é, a capacidade de adsorcdo aumenta com a taxa de fluxo.
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Pbde-se observar que a altura, granulometria e temperatura ndo exercem efeitos
significativos na capacidade de adsorcdo. Estes resultados ndo eram esperados, uma vez que a
capacidade de adsorcao ndo deveria depender das condicGes de operacdo, salvo a temperatura.
Com relacdo a altura, deve interferir na zona de transferéncia de massa e ndo na capacidade de
adsorcdo. Desta forma, foram analisadas as tendéncias dos efeitos da vazdo sobre os
parametros fenomenoldgicos desconsiderando as variagdes de altura e tamanho de particula
nos diversos ensaios.

Efeitos combinados de eluicdo pelo solvente e tempos de residéncia diferentes dos
outros constituintes do leite podem estar associados a este comportamento inesperado
(RUTHVEN, 1984). Esta suposicdo foi confirmada nas curvas de ruptura (ANEXO 3) nos
experimentos realizados com tempos longos de operacdo, nos quais foram encontradas
concentracdes de lactose na saida do leite maior que a alimentada, indicando claramente a
dessorgdo parcial de lactose retida pelo adsorvente. Os efeitos combinados de temperatura (T)
e vazdo (Q), podem ser melhor observados na Figura 5.11 (a e b). Apesar da ndo significancia
estatistica da temperatura (T) a um nivel de 95%, analisando em termos de tendéncia, se
observa na figura 5.11 que essas variaveis combinadas apresentam influéncia na adsorcdo de

lactose, com a presenca de um maximo em torno de T= 32 °C e Q=9 mL/min.

MP PIM

Figura 5.11: Superficie de resposta mostrado a capacidade maxima de de adsor¢do em relacao a
vazdo utilizando: (a) matriz pura (MP) e (b) polimero impresso molecularmente (PIM).

Ap0s a realizacdo da andlise dos resultados experimentais obtidos com a avaliagdo das
superficies de resposta (Figura 5.11), pode ser observado que a medida que a taxa de fluxo
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aumenta, a capacidade de adsorcdo aumenta igualmente, o que justifica que essa variavel teve
influéncia significativa na capacidade de adsor¢éo de lactose. Para uma melhor compreenséo
do comportamento da dindmica da coluna de adsorcdo com a utilizacdo da MP, a Figura 5.12
(@), ilustra as curvas de ruptura dos ensaios com a matriz pura na melhor condi¢cdo com a
melhor capacidade de adsorgéo (E5), condicdo com a menor capacidade de adsorcdo (E7) e a
corrida no ponto central (E10) do planejamento experimental. Para os experimentos com PIM
(Figura 5.12-b), foram selecionados os ensaios E5, E7 e E10, na melhor e pior condicéo, e

ponto central, respectivamente.

35
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Figura 5.12: Curva de ruptura para a adsor¢do de lactose em coluna de leito fixo utilizando
MP (a) e PIM (b) nos ensaios E5 (T= 34 °C;G= 250 um; h= 12,5 cm; Q=9 mL/min); E7 (T=
34 °C, G= 500 um; h= 12,5 cm; Q=3 mL/min e E10 (T= 47 °C; G= 355 um; h= 10 cm; Q=
6 mL/min).

Na Figura 5.12 (b), pode-se observar que as curvas de PIM apresentaram uma regido
constante de concentracdo de saida, com C/C,= 0,22 em t=3 min (E5) e C/C,=0,45emt=6
min (E10), respectivamente, seguido por C/C, crescendo até a regido de saturacdo do leito.
Este comportamento também foi observado nas outras corridas realizadas com o adsorvente
PIM (ANEXO 3), ao contrario dos experimentos realizados com o polimero ndo impresso de
acordo com a Figura 5.12 (a), que ndo apresentou um plateau de concentracdo de saida
constante. A diferenca entre as curva de PIM e MP pode ser devido a uma distribuicao
preferencial de sitios de reconhecimento especifico nas posi¢cbes mais acessiveis dentro da
particula, efeito que poderia ser responsavel pela presenca de regido plateau, além disso, é

possivel existir uma competicdo entre os sitios ativos do adsorvente entre alguns
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monossacarideos, incluindo glicose e galactose, oligossacarideos neutros e &cidos e
carboidratos ligados a peptideos e proteinas (ROBINSON, 1981), o que poderia explicar a
forma néo usual das curvas de ruptura obtidas.

A partir destes estudos, € possivel operar a coluna, escolhendo as condicGes
operacionais apropriadas de temperatura e taxa de fluxo, para sistemas de adsorcdo em leito
fixo, dependendo do nivel de concentragdo final de lactose requerido. Os resultados obtidos
para a curva de eluicdo mostraram que o0 aumento na taxa de fluxo, ou seja, a vazao, implica
um maior volume de solucéo por unidade e tempo através da coluna, assim uma operacdo em
menor tempo ird saturar a coluna de foma mais répida, com o aumento da vazéo o adsorvente
ird saturar mais rapido como pode ser observado na Figura 5.12. Estas consideracfes em
escala laboratorial sugerem que seria vantajoso executar o processo de adsorcao de lactose em
coluna de leito fixo em grande escala.

Como pode ser observado na Figura 5.12 (a e b), as curvas de ruptura tanto para MP
como para PIM, tiveram uma caracteristica atipica da descrita na literatura (MCCABE et al.,
2001), pois ultrapassou o ponto de ruptura (breakpoint), estabelecido quando C/C, for igual a
1,0. Este comportamento pode estar relacionado ao fato do leite ser uma mistura
multicomponente, e segundo SUBRA et al., (1998), para misturas liquidas multicomponentes,
a relagdo C/C, pode extrapolar o limite da unidade, pois considera-se as diferentes afinidades
de adsorcdo dos varios solutos. De acordo com ARROYO et al., (2000), curvas deste tipo
refletem o fenbmeno da troca sequencial, na qual um soluto, mais seletivo, consegue remover
do sitio um outro soluto anteriormente trocado, que é liberado ao meio liquido.

N&o existem trabalhos na literatura que estudaram os mecanismos de adsorcdo da
lactose por polimeros impresso molecularmente proveniente de leite. Porém, ao comparar 0s
valores da capacidade méxima de adsor¢do dos adsorventes estudados € possivel notar a
viabilidade do emprego dos polimeros impressos em processos que visam a remocao da

lactose em leite.

5.6. Modelagem da dinamica de adsor¢do em coluna de leito fixo
5.6.1. Modelo de Forga Motriz Linear com isoterma de Equilibrio Linear

Nesta secdo sdo apresentados os resultados da modelagem da dinamica da coluna de
adsorcdo de lactose em leito fixo de adsorvente PIM e matriz pura PM. Na Tabela 5.5, sdo
apresentados os resultados obtidos para cinco ensaios realizados com condi¢fes operacionais

diferentes.
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Tabela 5.5: Valores da capacidade de adsorcdo e dos parametros do ajuste do modelo de
Forca Motriz Linear com Isoterma de Equilibrio Linear.

Ensaios |emperatura - Vazdo Co (?ol tllé irt?) y K k R> Erro
(°C) (mL/min)  (mg/L) (cm) (ma/g)

El 34 3 217447 7,5 37,6 10,7 39,7 0,98 0,07

E2 60 9 12771,8 7,5 9,5 0,8 22,8 0,99 0,03

E5 34 9 19517,6 12,5 62,1 0,2 110,7 089 04

EG6 60 3 21778,9 12,5 28,1 0,37 35,0 0,98 0,04

E5* 34 9 12771,8 12,5 31,7 2,4 50,7 0,97 0,1

(*) Experimento com polimero ndo impresso (MP); C, _concentracéo inicial de lactose no leite

Os valores dos parametros de ajuste do modelo diferencial (Equagdo 1) aos dados
experimentais, que sao o coeficiente de transferéncia de massa (k) e a constante de equilibrio
(K), assim como os valores dos erros calculados por meio do ajuste da equacdo aos dados,
coeficiente de determinagéo ajustado (R?), foram obtidos utilizando a solucéo computacional
a analise grafica dos experimentos. A partir dos dados experimentais da curva de ruptura
obteve-se o pardmetro de transferéncia de massa na fase sélida (K).

Os dados de adsorcdo obtidos do modelo utilizado neste trabalho, mostram que os
valores de k foram semelhantes, exceto para o ensaio 5 (E5), com valor de 110,7 utilizando o
PIM e para o ensaio (E5*) utilizando o adsorvente MP cujo valor foi de 50,7. Uma possivel
explicacdo para estas discrepancias pode ser devido a variagdo de temperatura de 60 para 34
°C nos ensaios com PIM ou ainda, devido a uma distribuicdo preferencial de sitios de
reconhecimento especifico nas posi¢cdes mais acessiveis dentro da particula. Além disso, os
coeficientes de determinagdo (R?) estdo acima de 0,97 com excecdo do ensaio E5. Sendo
assim, este modelo foi utilizado para a elaboragdo das curvas de ajuste aos pontos
experimentais, apresentados nos ensaios, de acordo com a Figura 5.13. As curvas simuladas
apresentaram uma excelente concordancia entre o0 modelo teérico e os dados experimentais
com excecdo do ensaio 5, onde o0 modelo néo apresentou um ajuste adequado provavelmente
devido a regido de plateau observada nos dados experimentais.

Com os dados da Tabela 5.5, pode-se verificar que houve variacdo do coeficiente de
transferéncia de massa no solido (k). O resultado da modelagem pode ser visualizado na
Figura 5.13. O coeficiente de transferéncia de massa k manteve-se dentro da mesma ordem de
magnitude exceto para o ensaio 1 e 5 utilizando a matriz pura com vazéo de 9 mL/min, em

geral, 0 aumento da vazdo, indica efeitos importantes da resisténcia no filme externo.
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Figura 5.13: Curvas de ruptura obtidas experimentalmente e ajustadas pelo modelo de Forca
Motriz Linear (FIL), para as condigdes experimentais do (a) E1 (T= 34°C; 250 um; h= 7,5 cm;
Q= 3 mL/min), (b) E2 (T= 60°C; 250 um; h= 7,5 cm; Q=9 mL/min), (c) E5 (T= 34°C; 250 um;
h= 12,5 cm; Q=9 mL/min) (d) E6 (T = 60°C; 250 um; h= 12,5 cm; Q= 3 mL/min) utilizando o
adsrovente PIM e (e) ES* MP (T= 34°C; 250 um; h= 12,5 cm; Q= 9 mL/min) utilizando o
adsrovente MP.

KO et al. (2001), destacaram que, macroscopicamente, o aumento da vazéo

volumétrica resulta em uma diminuicdo do tempo de residéncia do fluido no leito, e
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consequentemente em uma baixa utilizagdo da capacidade de adsor¢cdo do leito.
Microscopicamente, é esperado que o0 aumento da vazdo diminuisse a resisténcia a difusdo no
filme, sem alterar a difusdo do contaminante no interior da particula. Os referidos autores
concluiram que elevadas vazdes resultam em pequenas resisténcias no filme liquido e

elevados valores de coeficiente de transferéncia de massa.
5.6.2. Modelo de Bohart-Adams

Na Tabela 5.6 sdo apresentados os valores das constantes cinéticas de adsorcdo e
constante de equilibrio, os coeficientes de correlacdo do modelo de Bohart-Adams aos ensaios
experimentais e os desvios quadraticos médios obtidos para cada ensaio realizado. O ajuste
entre os dados experimentais e tedricos foi encontrado através da determinacdo do coeficiente
de correlacdo R?. De acordo com os parametros obtidos pode-se observar que, se mantendo a
vazdo constante, ha um aumento da constante de adsorcdo (k) propiciado pelo aumento da
temperatura, favorecido pelo aumento do coeficiente de difusdo de adsorvato e pela reducéo
da viscosidade do meio facilitando o transporte de massa. Operando com vazOes mais
elevadas, o efeito da temperatura no coeficiente de transferéncia de massa é mais
significativo, provavelmente devido a uma menor contribuicdo da resisténcia do filme sobre o
coeficiente global, com predominio da difuséo interna.

Observa-se que com 0 aumento da temperatura a capacidade de adsorcéo do adsorvente
(No) € reduzida. Este comportamento é esperado para o equilibrio em sistemas com adsorcao
exotérmica. Ainda com base nos resultados apresentados na Tabela 5.6, analisando-se o efeito
da vazao sobre o processo, pode-se perceber que a altas temperaturas 0 aumento da vazéo
proporciona aumento na constante de adsorcao (k). Este comportamento pode estar associado
a transferéncia de massa no filme externo devido a que o nimero de Sh aumenta com o
aumento do Re. Além disso, 0 aumento da vazdo promove o alcance mais rapido do ponto de
ruptura, bem como a saturacdo do leito. Este efeito parece ser pouco significativo nas
temperaturas menores, nas quais a capacidade de adsorcao é maior.

Observa-se ainda que o aumento da vazdo propicia um aumento na capacidade de
adsorcédo do adsorvente (No). Este comportamento néo era esperado uma vez que a capacidade
de adsorcdo deveria ser apenas funcdo da temperatura. Entretanto e, apesar de se tratar de um
adsorvente altamente especifico devido a impressdo molecular, ndo esta excluida a

possibilidade de co-adsorcdo de outros componentes do leite, que estariam competindo com a
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lactose por alguns dos sitios ativos e cuja mobilidade poderia estar sendo influenciada pelas

condigdes externas.

Tabela 5.6: Parametros do modelo de Bohart-Adams ajustados aos dados experimentais.

Temperatura Vazéo Js No k

Ensaios C) (mL/min) (mg/g) (mgml) (miminmg R Desvio
E1 34 3 210 190 001 098 007
E2 60 9 221 200 009 099 004
E5 34 9 374 338 0001 088 034
E6 60 3 75 6.8 002 098 006
E5* 34 9 3.2 29 007 097 011

(*) Experimento com polimero néo impresso (MP); C, _concentracdo inicial de lactose no leite

Com base nos fendmenos anteriormente explicados, e na analise dos parametros do
modelo, é possivel verificar que a maior capacidade de adsorcdo de lactose (qs=37,43 mg/mg)
ocorre quando se utiliza o adsorvente PIM obtido no experimento 3, sob maiores vazfes e
menores temperaturas (9 mL/min, 34 °C).

Comparando os experimentos realizados sob as mesmas condi¢Ges operacionais, ensaios
3 e 5 (Tabela 5.6), utilizando-se como adsorvente o PIM e a MP respectivamente, verificou-se
gue a técnica de impressdo molecular proporciona um efeito bastante favoravel na capacidade
de remocéo da lactose (de 3,2 para 37,4 mg/mg). Este fato é esperado devido a presenca de
locais de reconhecimento especifico o que melhora a seletividade do adsorvente. Na Figura
5.14 (ab,c,d,e) sdo representadas as curvas de ruptura e as condicGes pelas quais foram
obtidas, pelos ajustes do modelo de Bohart-Adams (BA) aos dados experimentais de todos 0s
ensaios efetuados em leito fixo sob diferentes condi¢Ges operacionais.

Pode-se verificar que para diferentes condi¢cdes experimentais o modelo de Bohart-
Adams ajustou-se satisfatoriamente aos dados experimentais, com excecdo do ensaio 3,
analogamente ao observado na aplicagdo do modelo de Forca Motriz Linear com isoterma
linear. Este fato pode ser explicado devido a que o experimento 5 (PIM) apresenta um
comportamento de curva de ruptura ndo usual, com a presenca de um plateau indicando um
periodo com remocéo de lactose constante. Este comportamento incomum, néo € predito pelo
modelo simples de Bohart-Adams e sera objeto de futuros trabalhos.

Apesar das simplificagdes inerentes ao modelo de Bohart-Adams, as curvas de ruptura

da adsorcdo de lactose no leito fixo de polimero impresso molecularmente, podem ser
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representadas com boa precisdo por esse modelo na maioria das condi¢fes operacionais aqui

apresentadas, constituindo assim uma ferramenta Gtil para o propdsito de simulago,

otimizacao e scale up do processo.
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Figura 5.14: Curvas de ruptura obtidas experimentalmente e ajustadas pelo modelo B-A, para
as condicdes experimentais do (a) E1 (T= 34°C; 250 um; h= 7,5 cm; Q= 3 mL/min), (b) E2
(T=60°C; 250 um; h=7,5 cm; Q= 9 mL/min), (c) E5 (T= 34°C; 250 um; h=12,5cm; Q=9
mL/min) (d) E6 (T = 60°C; 250 um; h=12,5 cm; Q =3 mL/min) utilizando o adsrovente PIM e
(e) E5* MP (T=34°C; 250 um; h= 12,5 cm; Q=9 mL/min) utilizando o adsrovente MP.
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5.7. Caracterizacdo do leite sem e com remocao de lactose do leite

5.7.1. Anélises da composicao centesimal do leite com baixo teor de lactose

A Tabela 5.7 apresenta a composic¢éo fisico-quimica media, assim como os respectivos
desvios padrdes do leite tipo C, leite com remocdo de lactose utilizando a matriz pura e o
polimero impresso molecularmente na melhor condigdo encontrada a partir do planejamento
de experimentos com 12,5 cm de altura do leito, 9 mL/min de vazéo do eluente, temperatura
de 60°C e tamanho da particula de 250 um.Os resultados foram comparados com os padrdes
estabelecidos pelo Regulamento Técnico de Producdo, ldentidade e Qualidade do Leite
pasteurizado tipo C.

Todos os parametros avaliados apresentaram valores médios de acordo com o exigido
pela legislacdo. No entanto, varidveis como proteina, gordura, carboidratos e cinzas
apresentaram altos coeficientes de variacdo, ou seja, maior variacdo entre as médias. Quanto
ao teor de gordura, as amostras fora dos padrdes apresentaram-se com valores percentuais

superiores ao estabelecido pela legislacéo (3%), exceto o leite PIM.

Tabela 5.7: Composicdo centesimal do leite tipo C, com remocéo de lactose utilizando MP e
PIM.

Analises Inlzgglgt?al z_l\(jlig (Ig,?:\t/f) I{]S%i%ﬁ?
2002)

pH 6,25°+0,0 6,06"+0,1 6,55¢+0,0  6,526,8
Acidez T.T. (g de 4ido  0,23%0,1 0,38°+0,0 0,29°40,0 0,14a0,18
lactico/100g)
Umidade (%) 89,642+0,0 91,4%40,9  90,65+0,4 87,5%
Cinzas (%) 0,722+0,0 0,692+0,0 0,58%+0,0 0,80
Proteina (%) 3,40°+0,4 3,312+0,1 3,04%0,1 2.9 g/100mL
Lipidios (%) 3,812+0,0 3,53%°+0,0 2,67°+0,0 3,0 g/100ml
Acucares Redutores (%) 4,17%+0,1 3,40°+0,0 2,50°+0,0 -
AcUcares Totais (%) 3,69+ 0,1 2,40°+0,1 2,83°+0,1 -
Carboidrato (%) 5,832+0,3 3,63°+0,9 2,59°+0,6 5,17%
Lactose (%) 4,7°+0,1 2,82°+0,1 1,88°+0,6 -
Energia (Kcal/ 100g) 71,218+1,2 59,53°+19  46,55°+0,9 -

P& | etras diferentes indica diferencas significativas na mesma linha quando comparado ao controle (leite
integral) (p <0,05).

Os dados mostraram que, ap6s a percolacdo do leite na coluna recheada com particulas

MP ou PIM, houve uma reducéo significativa da acidez quando comparado ao leite integral,
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com valores variando de 0,38 a 0,29 g de &cido lactico/100g, respectivamente, inferiores aos
encontrados por GOMES et al., (2009), que encontraram acidez entre 0,5 e 0,7% de acido
latico.

Os resultados referentes aos valores de umidade e cinzas ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre si (p>0,05), indicando médias acima dos padrdes exigidos na
legislacéo brasileira.

Os valores proteicos entre os leites com baixo teor de lactose, ndo diferiram
estatisticamente do controle (leite integral). Os valores proteicos encontrados neste trabalho
séo inferiores que os encontrados por LEONARDI et al., (2011), que obtiveram 4,1% em
leites quando submetidos a radiacdo gama proveniente do °°Co (Cobalto 60). FAEDO et al.
(2013) obtiveram valores inferiores, cerca de 1,0% de proteinas no permeado do leite quando
comparado ao nosso estudo, os baixos valores de proteinas foram obtidos em um processo
hibrido combinando ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e hidrdlise enzimética para
obtenc&o de leite pasteurizado com reduzido teor de lactose.

Na avaliacdo lipidica, os resultados variaram entre 3,8 a 2,6%, entretanto apenas o
leite obtido apds a utilizacdo do PIM diferiu estatisticamente do leite integral. Observa-se uma
reducdo lipidica significativa do leite integral para os leites sem lactose, possivelmente, o
processo de adsorcdo de lactose em matriz hidrofébica promoveu a remogédo fisica da gordura
do leite, com esse resultado, o produto fica dentro da faixa de leite semi ou parcialmente
desnatado (BRASIL, 1996). LEONARDI et al., (2011) obteve cerca de 3,4% de lipidios em
leites submetidos a radiacdo gama proveniente do ®°Co (Cobalto 60).

Dentre o0s constituintes dos leites avaliados, 0s acUcares redutores e totais,
carboidratos, lactose e energia diferiram estatisticamente do controle e entre si.

De acordo com a legislacdo vigente (BRASIL 1996), o valor energético ideal para o
leite integral é cerca de 60 kcal/100g, valores inferiores foram encontrados neste trabalho para
os leites com baixo teor de lactose apos a percolagdo na coluna usando particulas MP e PIM,
os valores variaram entre 59,53 e 46,55 kcal/100g, respectivamente.

No contetdo mineral, a porcentagem de cinzas do leite sem e com remocao de lactose
foram menores (0,6 e 0,5%) quando comparado ao leite integral encontrado por CUNHA et
al., (2007) que foi de 0,80%.

O leite integral utilizado nesta pesquisa apresentou um teor inicial de lactose de 4,7%,
sugerindo um possivel desconforto para pessoas com intolerancia a lactose, uma vez que
HOLSINGER e KLIGERMAN (1997) comprovaram sintomas de intolerancia a este agucar

apos ingestao de leite pasteurizado com teor de 4,11% de lactose.
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Ap0s a percolagdo do leite na coluna utilizando as particulas PIM e MP, os leites
apresentaram teor de lactose em torno de 1,8 e 2,8 % de lactose, respectivamente; com uma
reducdo de 60 e 40% em relacdo a lactose inicial. Porém, este nivel ainda pode causar
desconforto para consumidores intolerantes a lactose. Atualmente, a legislacdo brasileira ndo
dispde de um regulamento especifico para produtos lacteos com baixo teor de lactose;
contudo, a legislacdo (Portaria n°® 29 de 1998 do Ministério da Salude) aplicado para esse tipo
de produto, preconiza que alimentos especialmente formulados para atender portadores de
intolerancia a ingestdo de dissacarideos, como a lactose, podem conter no maximo 0,5 g do
nutriente por 100g ou 100 mL do produto final. De acordo com a caracterizagéo realizada, os
produtos obtidos neste trabalho podem ser considerados um produto light, além do baixo teor
de lactose, de acordo com a Portaria n° 29 de 1998 do Ministério da Saude.

Atualmente na Europa, discute-se como o teor de lactose dos produtos alimentares
sem lactose sera definido. Por exemplo, as questfes do grupo de trabalho de Nutricdo da
Sociedade Alemd@ de Quimica dos Alimentos recomendam trés categorias de declaracdo
nesses tipos de alimentos (WIN, 2005), ou seja, considera-se de baixo nivel de lactose
produtos alimentares com teores que corresponde a <1% de lactose, nivel muito baixo de
lactose com teor de <0,1% e nivel sem lactose com valores médios de <0,01% de lactose. O
ultimo é o nivel mais rigoroso a ser discutido, 0 que permite que estes produtos alimentares
possam ser utilizados com seguranca na administracdo de dietas de pacientes com
galactosemia, uma vez que tais produtos alimentares sdo também indicados por serem "livre"

de galactose.

5.7.2. Caracterizacdo microbioldgica do leite sem e com remocéo de lactose

A avaliacdo microbiologica demonstrou que o0 uso de polimero impresso
molecularmente e matriz pura para obtencdo de um leite com baixo teor de lactose, atende aos
pardmetros preconizados pela legislacdo, resultando em um produto com boa qualidade
higiénico-sanitaria, conforme esta apresentado na Tabela 5.8 em que os resultados obtidos no
leite com e sem remocdo de lactose para coliformes termo tolerante, coliformes totais e
Salmonella sp., encontram-se dentro dos parametros propostos pela legislagdo brasileira
vigente, que sdo 10 NMP/g, 10° NMP/g e Ausente, respectivamente (BRASIL, 2001).

Atendendo assim aos requisitos minimos de qualidade para o consumo humano.
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Tabela 5.8: Resultado microbiolégico do leite e com baixo teor de lactose.

Coliforme total Coliforme termotolerante Salmonella sp.
Amostras (NMP/g) (NMP/g) (UFClg)
Leite Integral < 1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
Leite MP < 1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
Leite PIM < 1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente

5.7.3. Anadlise sensorial do leite com baixo teor de lactose

A Tabela 5.9 ilustra os resultados da anélise sensorial de diferenca do padréo para o
leite integral e os leites sem lactose obtidos a partir da percolacdo na coluna recheada com
particulas MP ou PIM.

Tabela 5.9: Média das notas do teste de diferenca do padrdo para o leite integral e com
remocao de lactose MP e PIM.

Leite Nota sensorial
Integral (Controle) 2,43%+0,96
Com remocéo (MP) 3,46"+0,10
Com remocéo (PIM) 1,43°+0,21

De acordo com a Tabela 5.9, o leite obtido ap6s a percolagdo na coluna utilizando o
adsorvente PIM, apresentou nota sensorial significativamente maior quando comparado aos
outros leites, integral e MP. Na escala do método de diferenca do padrdo, a nota sensorial
mais proxima de zero significa que o produto é semelhante ao padrdo, portanto a nota
sensorial 1,43 indica que o leite com remogéo PIM foi 0 produto que mais se assemelha com
o leite integral (controle) (Tabela 5.9).

A Tabela 5.10 mostra os valores médios para os atributos na avali¢do sensorial, na
qual pode perceber uma significativa variabilidade nas notas dos diferentes leites avaliados.
Na analise de variancia, procurou-se saber quais as caracteristicas sensoriais dos leites
investigados que podem estar associados a remocao de lactose. A analise estatistica mostrou
que as amostras ndo apresentaram diferencas significativas entre si com relagéo aos atributos
aroma, textura e impressédo global. De acordo com a Tabela 5.10, todos os leites foram bem
aceitos, essa boa aceitacdo pelos consumidores do leite com remocdo de lactose utilizando

particulas MP e PIM, evidencia que a remocdo de lactose ndo afetou as caracteristicas
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sensoriais originais do leite, que se caracteriza como sabor agradavel, levemente adocicado e

aroma suave.

Tabela 5.10: Notas para os atributos avaliados pelo teste de aceitacdo dos leites padrdo
integral e com remocao parcial de lactose.

Atributos Leite Tipo C Leite com remocdo Leite com remocéo
(MP) (PIM)
Aparéncia 6,51°+2,1 7,07°+1,4 6,14+2 3
Aroma 6,00%+1,6 6,55°+1,3 5,92°+1,8
Textura 5,85°+1,8 6,66°+1,4 5,70°+2,0
Sabor 5,81°+2,1 5,92°+1,9 4,48°+2,3
Impresséo global 6,00°+1,8 6,33°+2,0 5,25%+2 4

D¢ | etras diferentes indica diferencas significativas na mesma linha quando comparado ao controle (leite
integral) (p <0,05).

O resultado pela analise de variancia (ANOVA) na Tabela 5.10, indicou que houve
diferenca significativa ao nivel de 0,5% para o leite integral e os leites com remocdo de
lactose, MP e PIM. No entanto, o leite obtido apds a percolacdo na coluna utilizando o
adsorvente PIM, apresentou nota sensorial significativamente menor em relacdo ao sabor
guando comparado aos outros leites, segundo a equipe de julgadores, essa menor nota pode
estar relacionado com os comentérios dos julgadores sobre consisténcia “mais rala”, sabor
“menos adocicado” e “corpo fraco”, sdo carcateristicas que podem levar a rejeicdo por parte
dos consumidores, por isso realizou-se uma analise de aceitacao sensorial. Alguns tratamentos
de remocdo de lactose do leite podem favorecer a alteracdo de algumas propriedades sensorias
caracteristicas do leite. LONGO e WASZCZYNSKYJ (2005) verificaram diferengas na
comparacéo sensorial de leites UHT (Ultra-High Temperature), na qual o leite com baixo teor
de lactose, devido a hidrolise da lactose pela enzima lactase, apresentou sabor doce mais
intenso que o leite com teor de lactose normal.

Segundo ANDRADE et al., (2004), a reacdo de hidrolise de fato ocasiona
modificagcdes fisicas e quimicas dos produtos, e entre elas pode-se citar o aumento da
solubilidade, do poder adocante e da digestibilidade dos acucares, da viscosidade, do corpo,
da textura e do paladar dos produtos. O leite, por ser um produto bioldgico, tem o sabor
influenciado tanto por fatores geneéticos quanto por fatores ambientais. Esse fato justifica os
cuidados que se deve tomar para evitar alteragdes de sabor no leite, que sdo decisivos para a
manutencdo da preferéncia do consumidor ou para ampliar o mercado existente. Segundo
PEREIRA et al., (2012), sabores estranhos ao leite podem ocorrer devido a vérios fatores, a
lactose por ser um acucar redutor, possui um grupo aldeido livre que reage com aminas de

proteinas, peptideos e aminoacidos dos produtos lacteos ocasionando a Reacdo de Maillard
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(reacdo de escurecimento ndo enzimatico), responsavel pela formacdo de compostos escuros
denominados melanoidinas. Além da reducdo dos valores nutritivos, a Reacdo de Maillard
também proporciona alteragdes de sabor e aroma do leite e derivados. Portanto, o uso do
processo de adsorcdo usando o PIM ou MP para remocdo de lactose do leite ndo apresentou
alteracdo nas caracteristicas sensoriais do leite, indicando assim que esta tecnologia é uma
alternativa a ser considerada pela industria de leite e derivados.

De acordo com a Figura 5.15, o leite obtido apds a percolacdo pela coluna recheada
com MP, foi o que mais se aproximou do leite integral, apresentando 80% dos provadores
com intencdo de comprar o produto, enquanto que, 64% comprariam o leite integral e 45% o
leite obtido ap6s percolagdo na coluna utilizando o adsorvente PIM. A menor nota do leite
PIM foi atribuida, de acordo com os comentarios dos provadores, ao sabor de leite desnatado,
com odor e sabor pouco intenso. Entretanto, de acordo com os dados estatisticos, a maioria

dos consumidores compraria 0 novo produto.
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Figura 5.15: Percentual de intencdo de compra para o leite padréo integral e os leites
com remocao parcial de lactose.

TORRES et al., (2000) realizaram um estudo que comparam as caracteristicas
sensoriais do leite integral e leite sem lactose ultrapasteurizado (UP) com diferentes teores de
gordura. O leite com maior aceitacdo sensorial foi o desnatado livre de lactose, entretanto foi
relatado pelos provadores sabores cozidos e processados em relacdo ao leite integral.
ADHIKARI et al., (2010) desenvolveram leite hidrolisado sem lactose utilizando
nanofiltracdo e compararam com leite sem lactose hidrolisado comercial, mas a diferencas
ndo foi estatisticamente significativa ao nivel de 0,05 de acordo com os provadores. CHOI et

al., (2007) avaliaram caracteristicas sensoriais de produtos lacteos disponiveis
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comercialmente através de instrumentacdo sensorimétrica e a sensacdo de dulcor avaliada
pelo equipamento esta diretamente associada com a lactose presente nas amostras seguido da
proteina.

No trabalho de OCHI et al., (2010), foi usada a andlise descritiva quantitativa para
descrever os principais atributos de nove produtos lacteos ultrapasteurizados (UP) e de varios
niveis de gordura, incluindo dois produtos com lactose reduzida. Os autores concluiram que o
aumento aparente na percepcdo da viscosidade do leite com 100% de lactose reduzida pode
estar relacionado com o aumento da percepg¢do da dogura nestes produtos. Para CHAPMAN
et al., (2001), leite com lactose reduzida é entendido como mais doce que o leite cru, como
consequéncia da conversdo de lactose em glicose e galactose. TORRES et al., (2000)
avaliaram amostras de leite ultrapasteurizados sem lactose e foram observados atributos
negativos: textura de giz, a falta de frescura, sabor oxidado e processados. Essas diferencas
podem ser causadas por processos térmicos para os leites sem lactose, pelas reagdes
enzimaticas que resultam no leite isento de lactose ou uma combinagdo destes fatores. Tais
atributos ndo foram observados pelos provadores nos leites obtidos neste trabalho, pois o
processo utilizado para remocdo de lactose ndo alterou as caracteristicas sensoriais do leite,
devido a baixa temperatura (34 °C) utilizada e a técnica de adsor¢do proposta.

Além disso, de acordo com os provadores, ndo foram notados sabor castanho e
aromatico associados com o leite aquecido, caracteristicas encontradas em leites submetidos a
elevadas temperaturas, ou seja, o produto final apresentou as mesmas caracteristicas
organolépticas com leite padrdo e totalmente em conformidade com as expectativas dos
consumidores, 0 que era de se esperar, pois a tecnologia utilizada foi a remocéo de lactose por
adsorcdo fisica e com temperatura & 34 °C. E importante compreender as caracteristicas
sensoriais leites livres de lactose em comparacdo com o leite normal, pois existe uma grande
populacdo de intolerantes a lactose que necessitam de alternativas por produtos lacteos sem

lactose.

5.8. Caracterizacdo da bebida lactea utilizando leite com baixo teor de lactose com e sem
adicao de polpa de fruta

Neste topico, serdo apresentados, analisados e discutidos os principais resultados
obtidos durante o desenvolvimento das bebidas lacteas utilizando leite com baixo teor de
lactose, obtido apos a percolagdo em coluna de leito fixo recheada com os adsorventes MP ou
PIM.
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5.8.1. Composicdo centesimal da bebida lactea sem polpa de mangaba

Nas Tabelas 5.11 e 5.12, estdo os resultados das anlises fisico-quimicas realizados
nas bebidas lacteas fermentadas sem e com adicdo de polpa de mangaba com o objetivo de

avaliar a sua qualidade, integridade ou estado de conservacao.

Tabela 5.11: Composicao fisico-quimica das bebidas lacteas sem polpa de mangaba.

. , Bebida Bebida
Constituintes Bebllr?ti I_rz?tea Lactea Lactea
g (MP) (PIM)
pH 5,90° +0,1 6,282 +0,04 5,80° 0,0
acidez T, T (g de 4cido 092+0,1 0,7 +0,01 0,8°+0,0
lactico/100g)
Umidade (%) 79,622 40,8 80,52%+1,3  79,69°+2,0
Cinzas (%) 1,25%%0,0 1,17%%0,0 1,04° +0,0
Proteina (%) 3,07%+0,1 2,28" +0,30 1,39°+0,1
Lipidios (%) 3,522+0,0 2,18"° 40,0 2,07°+0,1
Acucares Redutores (%) 1,36%+0,0 1,36 2 +0,0 1,31°+0,0
AcUcares Totais (%) 3,742+0,0 2,68°+0,0 2,49°+0,0
Carboidrato (%) 12,382+0,9 10,412+1,0 9,87212,06
Lactose (%) 3,2240,3 1,92° 0,0 0,96°+0,1
Energia (Kcal/ 100g) 03,482+31 71,282 +49 63,67 2+9,7

ab¢ | etras diferentes indica diferencas significativas na mesma linha quando comparado ao controle (leite

integral) (p <0,05).

Tabela 5.12: Composicao fisico-quimica das bebidas lacteas com polpa de mangaba.

Constituintes Bebida Lactea Bebida Bebida
Integral Lactea (MP) Lactea (PIM)
pH 4,54° +0,14 428%+0,04  4,80° +0,05
acidez T, T (g de &cido 0,91°+0,15 0,89°+0,01  0,80°+0,01
lactico/100g)
Umidade (%) 78,8°+1,6 81,10°+0,31  79,83*+2,16
Cinzas (%) 1,23% 0,06 1,41% 0,41 1,012 0,05
Proteina (%) 1,45% + 0,23 1,812 +0,06 1,32° +0,10
Lipidios (%) 4,028 +1,65 2,082 0,86 2,512 +0,59
Acucares Redutores (%) 1,36% 40,0 1,372 +0,02 1,402 £0,05
Acucares Totais (%) 1,552 +0,1 1,38" +0,12 1,38" +0,13
Carboidrato (%) 11,402 £0,52 10,582 +0,77 12,30 £1,65
Lactose (%) 3,052+0,1 1,56% 0,12 1,042 0,05
Energia (Kcal/ 100g) 87,582+1488  68,28°+470 77,072+11,31

ab¢ | etras diferentes indica diferencas significativas na mesma linha quando comparado ao controle (leite

integral) (p <0,05).

Observam-se na Tabela 5.11, que somente umidade, carboidrato e energia ndo sao

estatisticamente diferentes para as trés bebidas lacteas em estudo. Os valores de pH para as
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bebidas sem polpa de mangaba foram superiores ao descrito por COSTA et al., (2013), que
desenvolveram uma bebida lactea sabor jucai encontrando valores de pH em torno de 4,6,
enguanto que neste estudo obteve-se valores entre 5,8 a 6,2.

Na Tabela 5.12, observou-se que os valores médios de pH, apresentaram diferencas
significativas (p<0,05), para a bebida lactea com polpa de mangaba. Pelos resultados obtidos
verificou-se que os valores do pH da bebida integral e das bebidas com remocdo de lactose,
estdo superiores aos encontrados para bebida lactea kefir saborizadas com morango e ameixa
encontrado por SANTA et al. (2008) onde os valores do pH estdo em torno de 4,5. De acordo
com esses autores, este aumento observado da acidez na bebida lactea em geral, deve-se
provavelmente a presenca de alguns tipos de &cidos, como o &cido citrico, na polpa de
mangaba conforme citado por SILVA et al., (2012).

Normalmente, a fermentacdo utilizando grdos de kefir é realizada até atingir pH de
4,4-4,6 sendo que na maioria das vezes, leva em torno de 16-24 h. As bebidas lacteas, com
polpa de mangaba, apresentaram valores de pH semelhantes a bebida kefir produzidas em
laticinios, com outros tipos de frutas, e os valores medidos neste estudo foram entre 4,2 e 4,8,
sdo geralmente de acordo com os registrados por BONOMO et al., (2006), que adicionaram
polpa de frutas em bebidas lacteas com outras culturas starter.

Com relacdo a acidez dos produtos elaborados descritos na Tabela 5.11, foram: 0,9 (g
de &cido lactico/100g) para a bebida integral, 0,7 (g de &cido lactico/100 g) para o leite
fermentado com remocdo de lactose apoOs adsorcdo utilizando MP e 0,8 (g de é&cido
lactico/100 g) para o leite fermentado com remocéo de lactose apds adsorcédo utilizando PIM,
ambos sem adicdo de polpa de mangaba. De acordo com os valores médios de acidez total
titulavel apresentados pelas bebidas com adicdo de polpa de mangaba (Tabela 5.12), os
resultados indicaram que houve diferenca significativa da bebida integral e as bebidas com
remocao de lactose do leite depois de percoladas a coluna recheada com MP e PIM.

Na Tabela 5.11, a bebida com remocdo de lactose apds a percolacdo atraves das
particulas MP diferiu de todas e apresentou médias de acidez inferiores (1,0 g de acido
lactico/100g), enquanto a bebida integral também diferiu das demais e seus valores médios de
acidez foram superiores (0,9 g de &cido lactico/100g).

Segundo o Regulamento Técnico que estabelece os Padrbes de Identidade e Qualidade
de Leites Fermentados (BRASIL, 2005), o teor de acidez para o produto denominado kefir
deve estar entre 0,5 a 1,5 g de acido lactico/100 g, no produto final, resultados semelhantes
foram obtidos neste trabalho para as formulagdes de kefir utilizando a polpa de mangaba com
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valores entre 0,89 e 0,80 g de &cido lactico/100g, com exce¢do da bebida lactea integral, que
apresentou 0,91 de acidez, conforme apresentado na Tabela 5.12.

Com relacdo a proteina analisada de todas as bebidas lacteas (Tabelas 5.11 e 5.12),
indicaram que houve diferenca significativa (p<0,05), todos os valores encontrados estdo
dentro ao estabelecido pela legislacdo brasileira em vigor, onde o contetdo de proteina deve
ser superior a 1,0 g/100g para bebida lactea fermentada com ou sem adi¢do de produtos ou
substancia (s) alimenticia (s) (BRASIL, 2005).

Na Tabela 5.11, os resultados de proteinas na bebida lactea com leite apds a
percolacdo na coluna utilizando particulas MP, mostrou valores inferiores (2,28%) aos
encontrados por THAMER e PENNA et al., (2006), que desenvolveram bebidas lacteas
funcionais fermentadas por probidticos e encontraram teores de proteinas em torno de 2,18 e
2,16%.

Quanto aos teores de umidade de todos os produtos obtidos neste estudo, os valores
variaram de 78,8% a 81,1% (Tabelas 5.12 e 5.13). Com relacdo ao percentual de umidade
encontrado nas bebidas com 15% de polpa de mangaba (Tabela 5.13), os valores de umidade
variaram entre 78,8 a 81,1%, e foram inferiores aos descritos por SILVA et al. (2010) que
verificaram na bebida lactea com sabor bacuri enriquecida com p6len, umidades que variaram
entre 82,3 a 84,7%, possivelmente esta pequena diferenca deve-se ao tipo de fruta utilizada e
composicao dos constituintes que variam entre 8 e 10%.

Os valores de umidade observados neste trabalho foram superiores aos obtidos por
SANTOS et al., (2012) desenvolveram uma bebida lactea com sabor manga que variou entre
75,8 e 77,6%, confirmando assim que o tipo de fruta pode influenciar fortemente na umidade
da bebida lactea, além de outras propriedades, como por exemplo, a porcentagem de polpa
oferecida que em ambos os casos foi cerca de 15%.

Os resultados obtidos de lipidios nas bebidas sem adi¢do de polpa com remocéo de
lactose apds a percolacao do leite através da coluna recheada com PIM ou MP foram entre 2,0
e 2,2 % e para a bebida lactea integral foi de 3,5% (Tabela 5.12), as bebidas lacteas com baixo
teor de lactose apresentaram valores inferiores aos encontrados para a bebida lactea
fermentada com kefir com leite de vaca e ovelha da regido leste da Europa, onde os valores
dos lipidios foram em torno de 3,2% (TRATNIK et al., 2006).

Os teores de lipidios encontrados neste estudo para bebidas com polpa de mangaba
(Tabela 5.13) foram de 4,0, 2,0 e 2,5% para as formulagdes com leite integral e com remogéo
de lactose apés percolagdo na coluna utilizando os suportes MP e PIM, respectivamente. De

maneira geral, a variacdo que ocorrem nos constituintes do leite (principalmente proteinas,
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gorduras e vitaminas) durante a fermentacdo, e esta exerce influéncia nas propriedades
sensoriais e dietéticas do produto final de acordo com a literatura (JARDIM et al., 2012).

Na literatura foi observado por THAMER e PENNA (2006) cerca de 2% de lipideos
na bebida lactea fermentarda acrescida com 15% de polpa de umbu e COSTA et al. (2012)
obtiveram cerca de 3,74 a 4,61% de lipideos para a mesma bebida saborizado com jucai.

Quanto ao teor de lactose na bebida lactea PIM sem polpa de mangaba, apresentou
valor de 0,96%, reducédo de 70% em relacédo a bebida integral (3,2%), o que ndo € notado na
bebida lactea com polpa de mangaba (Tabela 5.11). Segundo HOLSINGER e
KLIGERMAN (1997), os sintomas da intolerancia podem ser eliminados quando a lactose
é reduzida em 70%, na prética isto pode ser obtido reduzindo aproximadamente 1,2% de
lactose em 220 mL de produto lacteo.

De maneira geral, a variacdo que ocorrem nos constituintes do leite (principalmente
proteinas, gorduras e vitaminas) durante a fermentacdo, e esta exerce influéncia nas
propriedades sensoriais e dietéticas do produto final de acordo com a literatura (JARDIM et
al., 2012).

5.8.2. Caracterizacdo microbioldgica das bebidas lacteas sem e com polpa de mangaba

Pode-se observar na Tabela 5.14 que os resultados obtidos nos produtos avaliados para
coliformes termo tolerante, coliformes totais e Salmonella sp., encontram-se dentro dos
parametros propostos pela legislacdo brasileira vigente, que sdéo 10 NMP/g, 10° NMP/g e
Ausente, respectivamente (BRASIL, 2001), atendendo assim aos requisitos minimos de
qualidade para o consumo humano.

Segundo a Instru¢cdo Normativa n° 16 de 23 de agosto de 2005 (BRASIL, 2005), nas
bebidas lacteas fermentadas os cultivos de micro-organismos dos cultivos utilizados devem
ser viaveis, ativos e estar superiores a 10° UFC/ml no produto final e durante seu prazo de
validade. Com relacdo as bactérias lacteas os valores encontrados apresentaram uma grandeza
entre 2,35x 10% e 3,75x10° UFC (Tabela 5.14).

A literatura relata que os probioticos devem ser ingeridos diariamente para que seu
efeito seja continuo, a dosagem recomendada para adulto é de 5 bilhdes de unidades
formadoras de coldnias (UFC)/dia/g ou mL de produto (ou seja, 5x10° UFC/dia/g ou mL). E
ainda recomenda-se que para ocorrer os efeitos terapéuticos os probidtico possuam doses com
grandezas variando de 10° a 10° UFC (BRASIL, 2005).
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Tabela 5.13: Resultado microbiologico das bebidas lacteas sem e com polpa de mangaba.

Cel. Coliforme Salmonella
Amostras viaveis Coliforme total termotolerante sp.
(UFC/mL) (NMP/g) (NMP/g) (UFC/g)
Bebida Lictea 575 100 < jonmp/ioomry  ~ TNMPAI00 o cente
Integral mL)
Bebida Lactea 9 < 1(NMP/100
(MP) sem polpa 3,05 x 10 < 1(NMP/100mL) mL) Ausente
Bebida Lactea
(PIM) sem polpa 297x10° < I1(NMP/100mL) < I(NMP/100 Ausente

mL)

Bebida Lactea

(MP) com polpa 2,35x10° < 1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 Ausente

mL)

Bebida Lactea

(PIM) compolpa ~ 259x10° < I(NMP/100mL) | (NMP/100

mL) Ausente

5.8.3. Viscosidade das bebidas lacteas fermentadas por graos de kefir

A Tabela 5.14 apresenta os resultados da viscosidade das bebidas lacteas fermentadas
por graos de kefir utilizando leite sem e com remocéo parcial de lactose obtidos no ensaio 5

(E5), com e sem adicdo de polpa de mangaba.

Tabela 5.14: Avaliacdo da viscosidade das bebidas lacteas fermentadas por graos de kefir.

Amostras Viscosidade (cP)
B. lactea Integral sem remocéo sem polpa de mangaba 2636°+1,98
B. lactea com remocdo (PIM) sem polpa de mangaba 1065%+2,54
B. lactea com remocéo (MP) sem polpa de mangaba 1252°+0,98
B. lactea Integral sem remogéo com polpa de mangaba 1320°+2,16
B. lactea com remocéo (PIM) com polpa de mangaba 993°+1,83
B. lactea com remocédo (MP) com polpa de mangaba 1260%+0,87

Quanto a viscosidade dos produtos, todas as amostras obtidas, exceto a bebida com
remocao PIM e adicdo de polpa de mangaba, ndo apresentaram diferencas significativas entre
si (p<0,05). A bebida lactea integral sem remog&o e sem polpa de mangaba apresentou uma

viscosidade superior quando comparado a todas as outras bebidas elaboradas neste estudo.
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Observou-se que a bebida lactea com remoc¢do PIM com adi¢do de polpa de mangaba
apresentou médias de viscosidade significamente menores em relacéo as outras bebidas.

Pode-se observar que a remocdo de lactose do leite estd associada a diminuicdo da
viscosidade nas bebidas lacteas, pois 0os menores valores foram encontrados nas bebidas com
a remocdo, possivelmente devido a reducdo de algum constituinte que esta presente na
composic¢do do leite, como por exemplo, o teor de lipidios, que variou de 4,02 para 2,51%
(Tabela 5.12). Segundo MONTANUCI, et al., (2010), o teor de gordura presente no leite pode
afetar diretamente na viscosidade da bebida lactea, quanto maior a quantidade de gordura
maior a viscosidade, justificando a baixa viscosidade das amostras analisadas.

A variacdo do teor de proteinas observado na Tabela 5.11 indica que o uso dos
adsorventes para remocdo de lactose do leite na preparacdo da bebida lactea variou de 3,07
para 1,39, respectivamente, para a bebida lactea integral e com remocéo PIM. Estes valores
indicam uma possivel relacdo aos dados obtidos para viscosidade com resultados que
variaram entre 2636 a 993 cP. Foi observado por ALMEIDA, BONASSI e ROCA, (2001),
que a diminuicdo da viscosidade das bebidas lacteas pode ser decorrente da reducdo de
solidos totais (proteinas/lipidios) disponiveis para o processo fermentativo.

Observou-se visualmente e através dos valores de viscosidade que as bebidas remocao
de lactose, principalmente a bebida PIM, apresentou consisténcia menos firme em relacéo as
outras bebidas elaboradas. Nota-se que a utilizacdo do polimero com impressdo molecular
reduz essa diferenca. Esse comportamento permanece quando é adicionada polpa de mangaba
nas bebidas lacteas produzidas com leite sem e com remocdo parcial de lactose,
possivelmente pelo maior teor de &gua presente na polpa de mangaba. Estudos anteriores
realizados por GAMA et al.,, (2010) indicam que os leites fermentados com maiores
viscosidade, apresentaram maior nivel de aceitacdo por parte dos consumidores, e mostraram
um potencial probiotico satisfatorio.

As proteinas do leite influenciam diretamente a viscosidade que esta diretamente
relacionada com o tipo de leite usado na preparacdo de produtos lacteos (JUMAH et al.,
2001). De acordo com KOKSQY e KILIC (2004), a viscosidade sofre a influéncia do teor de
solidos secos, possivelmente pela compactacdo da caseina. De acordo com CALDEIRA et al.,
(2010) altos valores de viscosidade indicam atributo positivo devido a consisténcia
semelhante ao iogurte, pois parte dos provadores neste trabalho destacaram esta caracteristica

indicada na ficha de avaliacdo no atributo textura.
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5.8.4. Analise sensorial de aceitacéo e intencdao de compra para as bebidas lacteas

Os resultados dos testes de aceitacdo realizados com as bebidas lacteas com e sem

polpa de mangaba estao descritos nas Tabelas 5.15 e 5.16.

Tabela 5.15: Médias das notas seguidas do desvio padrdo para os atributos avaliados pelo
teste de aceitacdo para as bebidas lacteas fermentadas sem adicéo de polpa.

Atributos Bebida Lactea Bebida Lactea Bebida Lactea
Integral (MP) (PIM)
Aparéncia 7,5%42,1 6,9%+1,4 6,5°+2,3
Aroma 7,4°+1,6 7,12+1,4 6,6%+1,8
Textura 7,12+1 8 6,7%+1,4 4.8°+2,0
Sabor 6,4°+21 5,2241,9 4,3%+2 3
Impresséo global 6,2+2,0 6,6°+1,8 5,322 4

Tabela 5.16: Médias das notas seguidas do desvio padrdo para os atributos avaliados pelo
teste de aceitacdo para as bebidas lacteas fermentadas saborizadas com mangaba.

Atributos Bebida Lactea Bebida Lactea Bebida Lactea
Integral (MP) (PIM)
Aparéncia 7,02£1,2 6,9°+1,8 6,5°+1,8
Aroma 722417 7,0%1,7 6,6+ 1,8
Sabor 7,1%+1,4 6,7°+1,8 6,8°+1,9
Textura 5,4%+22 6,3%+2,1 6,28+2,3
Impresséo global 6,2°+2,1 6,4°+1,4 5,0°+1,9

De acordo com as Tabelas 5.15 e 5.16, todas as bebidas lateas elaboradas neste estudo
ndo tiveram diferencas significativas entre si (p<0,05), ou seja, foram bem aceitas pelos
provadores para todos os atributos avaliados. As notas varriam de sete que corresponde a
“gostei moderadamente” até nota 6 que corresponde “gostei ligeiramente” na escala
heddnica proposta por INSTITUTO ADOLF LUTZ (2008). Entretanto, a bebida lactea PIM
apresentou nota 6 que corresponde ao “gostei ligeiramente” na escala hedénica. Nas bebidas
sem polpa, este fato pode ter ocorrido em funcdo de ndo ser utilizado nenhum tipo de
aromatizante, corante ou agente adogante, buscando-se aproximar ao maximo da bebida lactea
comercializada pelos laticinios no mercado. Entretanto, nas bebidas com adigdo de polpa de
mangaba, o sabor acentuado pode ter favorecido devido as combinagfes aromaticas da fruta e
do kefir.

Na avaliagdo da textura, foi obtido o maior percentual de notas para as amostras de
bebida lactea integral e bebida obtida com leite com baixo teor de lactose ap6s percolacdo na
coluna com MP, (Tabela 5.16) que variaram entre notas de 4,8 a 7,1. O aumento do teor de

solidos totais pelo uso do leite em p6 pode ter contribuido de forma expressiva para respostas
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positivas em relacdo a textura para essas formulacbes analisadas. Entretanto, nas bebidas
lacteas com adicdo de polpa, os valores para o atributo textura foram inferiores aos das
bebidas sem polpa de mangaba em que variaram de 4,3 a 5,4, entretanto ndo houve diferenca
significativa entre as bebidas com polpa.

Na avaliacdo da textura deve-se levar em conta o corpo do produto quando consumido.
O menor teor de lactose nas bebidas lacteas com remocéo utilizando leite apds percolacdo em
coluna recheada com particulas PIM influenciou as notas de viscosidade (Tabela 5.15) e estdo
relacionados com os comentarios sobre consisténcia “mais rala” e¢ “menos cremosa”.
Caracteristicas denominadas “corpo fraco” e problemas com a viscosidade, sao defeitos que
podem levar a rejeicdo por parte dos consumidores (GOMES et al., 2009).

BORTOLOZO et al., (2007) avaliaram as propriedades reoldgicas e sensoriais de kefir
enriquecido com inulina e os resultados ndo mostraram diferencas significativas no aroma e
textura. A partir de alguns estudos de aceitacdo de bebida lactea observou-se por COSTA et
al., (2012) resultados similares para a aparéncia, aroma, cor e textura para a bebida lactea
utilizando diferentes estabilizantes.

As médias das notas obtidas por JARDIM et al., (2012) utilizando fermento lacteo
comercial composto das culturas lacticas probidticas para o desenvolvimento de bebidas
carbonatadas foi significativo para textura, sabor e acidez. Portanto, pode-se observar que
todos os produtos avaliados caracterizaram-se por textura homogénea, suave e consistente
conforme aos descritos neste trabalho.

Nos valores das notas obtidas para as bebidas lacteas com baixo teor de lactose,
verificou-se que a viscosidade dos produtos elaborados exerceu grande influéncia na
aceitabilidade da textura, sendo esta nota menor nas bebidas lacteas utilizando leite com
remocao de lactose PIM sem e com adicéo de polpa (4,8 e 4,3).

Nas bebidas produzidas a partir do leite com remocdo de lactose pos PIM,
apresentaram problemas tecnologicos associados ao coagulo pouco firme o que dificultou sua
aceitacdo por parte dos provadores. Foram observados alguns comentéarios sobre a
consisténcia de todos os produtos, onde os provadores preferiam a bebida lactea mais viscosa
(bebida lactea integral e MP), enquanto outros, menos viscoso, concluindo-se ser uma
preferéncia particular de cada provador.

Quanto ao atributo aparéncia avaliado em todas as bebidas (Tabelas 5.15 e 5.16), os
valores médios variaram de 6,5 a 7,5, resultados semelhantes aos referenciados por
ZUBIOLO et al,. (2012) em amostras de bebida lactea funcional. Todas as bebidas
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apresentaram aspecto homogéneo, sem a presenca de grumos, gas e cor e aroma caracteristica
de bebidas lacteas fermentadas.

Com relagéo ao sabor, todas as bebidas elaboradas (Tabelas 5.15 e 5.16), apresentaram
diferencas significativas (p<0,05), onde as bebidas obtidas com leite integral, sem remocéo de
lactose, apresentaram as maiores médias (6,4 e 7,1) diferindo das amostras com remoc¢éo de
lactose do leite apds percolagdo na coluna utilizando particulas MP e PIM. Entretanto, nas
bebidas lacteas com adicdo de 15% de polpa, fez com que a os valores médios encontrados no
atributo sabor fosse maior que na bebida sem polpa, o sabor caracteristico da mangaba e do
kefir possuem varias combinacfes aromaticas que poderiam ter contribuido ao seu flavor e
odor agradavel.

ROCHA et al., (2008) desenvolveram uma bebida lactea fermentada a base de soro de
gueijo mussarela e polpa de manga e os resultados obtidos, demonstraram que a formulacéo
em que ocorreu a substituicdo de 40% do leite por soro de queijo foi a mais aceita, situando-se
proximo do termo heddnico “gostei muito”, enquanto que THAMER e PENNA (2006)
avaliaram a aceitabilidade de quatro formulacdes de bebida lactea fermentada adicionada de
polpa de umbu, um fruto caracteristico da regido Nordeste do Brasil, selecionando a bebida
que continha 60% de soro e 40% de leite como a melhor aceita pelos provadores avaliados.
Segundo ROCHA et al., (2008), altos indices também foram alcancados para sobremesas
lacteas sabor manga, caja e mangaba e para leite fermentado adicionado de jenipapo
corroborando a boa aceitacao por produtos lacteos oriundos de frutos tropicais.

Quanto ao atributo impressdo global avaliado pelos provadores para as bebidas lacteas
obtidas, o produto elaborado com remocdo de lactose ap6s a percolacdo do leite na coluna
contendo MP sem e com polpa de mangaba, foram aquelas que apresentaram a maior média
(6,6 e 6,45), demonstrando que o processo aplicado na reducéo de lactose do leite sem e com
adicdo de polpa de mangaba, ndo altera a aceitagdo das bebidas lacteas fermentadas.
MARINHO et al., (2012) desenvolveram formulagdes de bebidas lacteas fermentadas sabor
caja com diferentes culturas starters, e obtiveram média de 7,3 para textura, valor superior ao
encontrado para todas as formulagOes neste estudo, resultados semelhantes foram encontrados
por RAMOS et al., (2013).

ZUBIOLO et al, (2012) avaliando sensorialmente bebidas lacteas funcionais
utilizando kefir com adicdo de polpa de maméo e aveia, ndo demonstraram diferenca
significativa para aparéncia e aroma. A aceitacao pelos consumidores de produtos alimentares
saudaveis é fortemente dependente das caracteristicas sensoriais dos produtos (ARES et al.,
2011).

110



As Tabelas 5.17 e 5.18 apresentam os resultados de aceitacdo das bebidas lacteas sem
e com polpa de mangaba.

Tabela 5.17: Resultados do grau de aceitacdo das bebidas lacteas sem polpa da mangaba.

Bebida Bebida Bebida
Escala Heddnica Lactea Lactea Lactea
Integral (MP) (PIM)
(%) (%) (%)
(9) Gostei extremamente 58 65 30
(8) Gostei muito 19 25 10
(7) Gostei moderadamente 13 5 18
(2) Desgostei muito 8 3 20
(1) Desgostei muitissimo 2 2 25

Tabela 5.18: Resultados do grau de aceitacdo das bebidas lacteas com adicdo de polpa de
mangaba.

Bebida Lactea Bebida Lactea Bebida Lactea

Escala Heddnica Integral (MP) (PIM)
(%) (%) (%)
(9) Gostei extremamente 48 67 28
(8) Gostei muito 25 26 25
(7) Gostei moderadamente 15 4 10
(2) Desgostei muito 9 2 8
(1) Desgostei muitissimo 3 1 29

Observando a Tabela 5.17, verifica-se que a bebida elaborada com leite com baixo teor
de lactose a partir da percolacdo no leito recheado por MP sem adicao de polpa de mangaba,
situou-se entre os termos hedonicos “gostei extremamente” e “gostei muito”, com 65% e 25%
(~90%) de aceitagdo pelos provadores respectivamente, 58% e 19% (~77%) apontaram a
bebida lactea integral e 30 e 10% (~40%) para a bebida lactea com baixo teor de lactose
obtido através da percolacdo do leite no leito recheado com PIM. Dentre o grupo de
provadores, somente 3% apontaram para o grau “desgostei muito” para a bebida de maior
aceitacdo (MP), portanto houve boa aceitagdo das bebidas lacteas saborizadas sem polpa de
mangaba.

Os escores referentes a aceitacdo para a bebida lactea com polpa de mangaba (Tabela
5.18) com baixo teor de lactose a partir da percolagdo no leito recheado por MP ficaram entre
os termos hedonicos “gostei extremamente” e “gostei muito”, com valores referentes a 67 €
26% (~93%) de aceitacdo pelos provadores, respectivamente. No que diz respeito as outras
bebidas obtidas, integral e PIM, estas receberam notas inferiores entre 48 e 25% (~73%) a 8 e

29% (~37%), respectivamente. Estudos realizados por SANTA et al., (2008) mostram uma
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aceitacdo sensorial de 64% dos provadores para a bebida lactea kefir saborizadas com ameixa
e morango, valores inferiores aos encontrados neste estudo para a bebida MP.

SANTOS et al., (2012) estudaram a avaliacédo sensorial com variacdo de concentracao
de jenipapo em leite fermentado desnatado, e verificaram que o aumento na concentracao do
fruto jenipapo, interferiu positivamente para a aceitacdo global do produto. CRUZ et al.,
(2011) em estudo com iogurte probidtico com adicdo de glicose oxidase em teste de aceitagdo
avaliando o grau de aceitacdo de todos os produtos no 15° dia de armazenamento tendo as
médias de aceitagdo variada entre os termos hedonicos “ndo gostou/nem desgostou” a “gostou
moderadamente”. SANTOS et al., (2012) também verificaram que o aumento na
concentracdo do fruto jenipapo, interferiu positivamente para a aceitacdo global do produto,
resultando em respostas acima do escore 6. Nas Figuras 5.16 e 5.17 sdo apresentados 0s
resultados dos testes de intencdo de compra das bebidas lacteas formuladas sem e com polpa

de mangaba.
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Figura 5.16: Percentual de intencdo de compra para as bebidas lacteas sem polpa de
mangaba.

Em relacdo a intencdo de compra (Figura 5.16), a amostra da bebida lactea com
remogdo de lactose utilizando a silica MP e sem polpa de mangaba, apresentou positiva
atitude de compra, com 45% dos provadores afirmando que “provavelmente compraria”,
seguido de 30% que responderam que “certamente compraria” contra 8% dos provadores que
responderam “ndo Sei Se compraria” esse produto. Este resultado representa que houve uma

boa aceitacdo dos produtos pelos provadores, indicando que 75% dos provadores comprariam
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a bebida lactea sem adicdo de polpa, se os mesmos fossem colocados a venda, possivelmente

teriam uma demanda satisfatoria.
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Figura 5.17: Percentual de intencdo de compra para as bebidas lacteas com polpa de
mangaba.

A intencdo de compra mostra através da Figura 5.17, que 84% dos provadores
comprariam a bebida lactea kefir saborizadas com mangaba com remoc¢édo de lactose apds
percolacdo na coluna utilizando particulas MP. Esses dados demonstram uma maior
aceitabilidade dessa bebida provavelmente em funcdo desta formulacdo apresentar uma
melhor consisténcia se comparado a formulagdo com leite integral e com remocdo de lactose
p6s PIM. Entretanto, as bebidas lacteas PIM apresentaram maior rejeicdao, onde apenas 38%
dos provadores “provavelmente compraria” o produto. Essa elevada rejeigdo (Tabela 5.18)
pode estar associada as caracteristicas da amostra como uma baixa viscosidade.

JARDIM et al., (2012) desenvolveram uma bebida lactea potencialmente probidtica e
os resultados do teste de intencdo de compra indicaram valores superiores para bebida lactea
fermentada nos tempos 7 e 21 dias, respectivamente 76% e 74% de intencdo positiva. O
percentual de indecisos, que assinalaram o quesito “tenho dividas se compraria o produto” foi
baixo, cujos percentuais foram bem superiores nos quesitos “eu provavelmente compraria o
produto” e “eu certamente compraria o produto”.

A adicdo da polpa de mangaba, na opinido dos provadores, é tradicionalmente
conhecida, 0 que ndo provocou estranheza por parte dos mesmos, demonstrando que apesar da
fruta ndo ser convencionalmente utilizada no processamento de bebidas lacteas fermentadas, a

mangaba possui potencial para utilizacdo na elaboracéo desses produtos. Isso confirma o valor

113



obtido por. MACEDO et al., (2014) onde obtiveram 75% de percentual de intencdo de compra
dos provadores para iogurte com polpa de caju.

De um modo geral, as notas individuais dos atributos sensoriais das bebidas lacteas
apresentaram uma variagdo muito grande, ou seja, alguns ‘“‘gostaram muito” e outros

“desgostaram muito”, com médias variando na faixa de 4,4 a 7,5.
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6. CONCLUSOES

Os produtos funcionais e probidticos se caracterizam por oferecer varios beneficios a
salde, além do valor nutritivo inerente a sua composic¢ao quimica, podendo desempenhar um
papel potencialmente benéfico na redugdo do risco de doencas crbnicas degenerativas. As
principais conclus@es obtidas, com a realizacao deste trabalho foram:

1 - As andlises de caracterizacdo fisico-quimica e morfologica confirmaram a
impressdo molecular da molécula alvo (lactose) nas particulas compostas por polimeros
impressos molecularmente (P1Ms);

2 — No estudo de adsorcdo de lactose do leite em coluna de leito fixo foram
observadas a saturacdo dos adsorventes MP e PIM em 30 min. O tempo de saturacdo do leito
é relativamente réapido provavelmente devido a elevada concentracdo inicial de lactose no
leite, uma vez que foi utilizado leite Tipo C néo alterando a compisocéo inicial da lactose;

3 - A adsorcdo de lactose pelo PIM é um processo favoravel, pois neste trabalho obteve-se
uma capacidade de adsorcdo de lactose de 62,1 mg/g de adsorvente nas seguintes condigdes:
34 °C, 9 mL/min, 250 um, 12,5 cm de altura;

4 - A partir do planejamento fatorial incompleto (2*%), a variavel significativa para os
adsorventes MP e PIM foi a vazdo de alimentacdo do leito de adsorcao;

5 — Todas as curvas de ruptura da adsorcdo de lactose no leito fixo de polimero impresso
molecularmente e matriz pura, exceto o ensaio 5 com o adsrovente PIM, podem ser
representadas com boa precisdo pelos modelos propostos na maioria das condigdes
operacionais aqui apresentadas, constituindo assim uma ferramenta util para o propdsito de
simulacdo, otimizacdo e scale up do processo;

6 - A bebida lactea utilizando o leite percolado na coluna recheada com os polimeros
impressos molecularmente (PIM) em processo continuo apresentou uma maior reducdo de
lactose no produto final, atingindo cerca de 99,04% para a bebida sem adigéo de polpa de
fruta e, 98,96 para a bebida com 15 de polpa de mangaba;

7 - As bebidas lacteas desenvolvidas neste estudo apresentaram valores com grandeza
variando entre 10° a 10° UFC/mL, e que de acordo com a Legislagdo Brasileira é
caracterizado produto probidtico, isto podera futuramente auxiliar na nutri¢do diaria requerida
em uma dieta humana, podendo contribuir diretamente com a saude da populacéo;

8 - As analises sensoriais mostram que o leite obtido ap0s a percolacdo pela coluna

recheada com MP apresentou cerca de 80% de intengdo de compra dos provadores;
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9 - Na andlise sensorial, a bebida lactea com baixo teor de lactose obtido a partir da
coluna com recheio MP e sem adigéo de polpa de mangaba, atingiu valor de 90% de aceitagéo
pelos provadores e 93% de aceitacdo para a bebida lactea saborizada com polpa de mangaba.

10 — Nao houve alteracdo na compisocéo fisico-quimica que acarretasse algum prejuizo ao
produto final, ou seja, os leites obtidos com baixo teor de lactose e as bebidas lacteas
elaboradas encontram-se dentro da legislacdo vigente (BRASIL, 1999).

11 - A taxa positiva da intencdo de compra das bebidas lacteas com remocéo parcial de
lactose apds percolacdo na coluna recheada com MP sem polpa, representa que houve uma
boa aceitacdo dos produtos pelos provadores, indicando que 74% dos provadores comprariam
a bebida lactea sem adicdo de polpa, se os mesmos fossem colocados a venda, possivelmente
teriam uma demanda satisfatdria. Enquanto que para a bebida com adicao de 15% de polpa de
mangaba, os provadores indicaram sua preferéncia de intencdo de compra em 84%.

A partir dos resultados apresentados ao longo do trabalho, pode-se concluir que o0s
objetivos inicialmente propostos para esta etapa foram alcangados, ou seja, o desenvolvimento
de produtos lacteos fermentados por graos de kefir com baixo teor de lactose e saborizadas
com mangaba por uma nova metodologia, ainda ndo tdo difundida na literatura. Os estudos
abriram perspectivas para a introducdo de novos produtos com elevados valores nutricionais,
no mercado. A tecnologia proposta como o0 uso de polimero impresso molecularmente, é
significante para a remocdo de lactose do leite. Nesse aspecto, a preocupacdo com o
desenvolvimento de tecnologias que aproveitem matérias-primas do estado de Sergipe de
modo a agregar valor ao agroneg6cio principalmente na bacia leiteira do norte do estado com
o0s Arranjos Produtivos Locais (APL) foi atingido cuja a finalidade foi o desenvolvimento da
bebida lactea com teor de lactose reduzido e saborizadas com frutas regionais.

A principal grande contribuigéo deste trabalho foi avaliagéo da adsorcéo de lactose de
leite em leito fixo recheado por particulas compostas por polimeros impressos
molecularmente (PIMs) com o intuito de avaliar a influéncia das varidveis operacionais:
(temperatura, vazéo, tamanho de particula e altura do leito sobre o desempenho da capacidade
de adsorcdo dos adsorventes). E ainda especialmente, analisar a capacidade de adsorcdo e o
estudo do comportamento morfoldgico e fisico-quimico destas particulas através de analise de

afinidade e especificidade de polimero impresso pela lactose.
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SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Os trabalhos realizados e expostos neste contexto sugerem futuras investigacdes que
constituiriam uma sequéncia natural de trabalhos apresentados.

1 — Estudar as propriedades terapéuticas do kefir e suas propriedades nutricionais para
futura aplicacdo industrial, proporcionando ao mercado uma transformacdo de idéias em
produtos tecnologicamente novos que poderiam proporcionar melhorias a saude da
comunidade;

2 — Avaliar o adsorvente quanto a dessorcdo de lactose e os ciclos de reutilizacdo
verificando se apresentaram diminuicdo significativa em suas respectivas capacidades de
adsorcdo, sem afetar a qualidade do produto final ou aumentar excessivamente o custo do
processo;

3 — Estudar a cinética e o equilibrio de adsor¢do nos adsorventes utilizados neste
trabalho.

4 — Fazer simulacdo e otimizacdo da adsor¢do em coluna de leito fixo visando o

aumento de escala.
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1 CURVA DE CALIBRACAO DE LACTOSE

ANEXO 1

A dosagem de lactose foi determinada a partir da curva de calibracéo, onde foi obtida

pela equacdo (A.1). As curvas de calibracdo normalmente séo plotadas utilizando de 4 a 5

pontos ao longo da faixa de trabalho desejada, com algumas repeti¢cdes em cada ponto, sendo

que a incerteza pontual é dada pelo intervalo de confianca da media, estabelecido pelo grau de

confianca desejado. A dosagem de lactose nos experimentos utilizando PIM foi determinada a

partir da curva de calibracdo (Tabela A.1 e Figura A.1), conforme descrito na equacéo abaixo

(equacdo A.1). Enquanto que para a determinacdo de lactose nos experimentos utilizando MP,

foi feita a curva de calibragdo conforme Figura A.2.

C _ (Area—4968,2)
lactose — 150,83

Al

R%=0,9923

em que:

Ciactose = concentracdo de lactose, expressa em mg/L

Area = érea obtida pelo método da cromatografia liquida expressa (AU seg™)

Tabela A.1: Dados para a obtengdo da curva de calibracdo para a dosagem de lactose: area

em funcdo da concentragdo de lactose.

Dtector (ELDS)

Detector (RID)

C lactose (MQ/L)  Area média Area média
(Aus™)
30 7832 7721
70 15853 14657
100 22501 21484
150 26515 25478
200 35407 34527
250 43036 42581
300 49549 50478
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Figura Al.1: Curva de calibracao de lactose.
60000
y = 154,92x + 3788 4
50000 1 R2 = 0,9944
40000 -
2 30000 -
<

20000 -
10000 -

0 T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350

Concentracao (mg/L)

Figura Al1.2:

Curva de calibracdo de lactose.
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ANEXO 2

1 Ficha de avaliacdo sensorial de diferenca do padréo.

Nome:

Data: / /

Prove primeiramente a amostra padréo e posteriormente prove as amostras codificadas da
esquerda para a direita. Em seguida as compare com o padrdo utilizando os valores ao lado

Amostra

Amostra

Amostra
Amostra

9- Extremamente diferente do padrao
8-

7-

6-

5-

4-

3-

2-

1-

0- lgual ao padrdo

Figura A2.1: Ficha de avaliacdo sensorial pelo método da diferenca do padréo.
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Nome: Data: / /

Prove e avalie a amostra conforme a escala a seguir:
ESCALA

VALOR CARACTERISTICA
Desgostei muitissimo
Desgostei muito

Desgostei moderadamente
Desgostei ligeiramente
Nem gostei/ Nem desgostei
Gostei ligeiramente

Gostei moderadamente
Gostei muito

Gostei muitissimo

Ol O N[O O | W N -

Em relacdo a intencdo de compra:

() Eu certamente compraria este produto

() Eu provavelmente compraria

() Nao sei se compraria este produto

() Eu provavelmente ndo compraria este produto
() Eu certamente ndo compraria este produto
Observacdo:

Figura A2.2: Ficha de avaliacdo sensorial pelo método da aceitacdo.
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ANEXO 3

1 Curvas de ruptura dos ensaios do planejamento de experimentos utilizando polimero

impresso molecularmente (PIM).
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Figura A3.1: 34 °C; 60 mesh; 7,5 cm; 3 mL/min.
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Figura A3.3: 34 °C; 32 mesh;7,5 cm;9 mL/min.
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Figura A3.5: 34 °C; 60 mesh;12,5 cm; 9 mL/min.
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Figura A3.2: 60 °C; 60 mesh; 7,5 cm; 9 mL/min.
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Figura A3.4: 60 °C; 32 mesh;7,5 cm;3 mL/min.
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Figura A3.6: 60 °C; 60 mesh;12,5 cm; 3 mL/min.
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Figura A3.7: 34 °C; 32 mesh; 12,5 cm; 3 mL/min. Figura A3.8: 60 °C; 32 mesh; 12,5 cm; 9 mL/min.
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Figura A3.9: 47 °C; 42 mesh; 10 cm; 6 mL/min. Figura A3.10: 47 °C; 42 mesh; 10 cm; 6 mL/min.
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Figura A3.11: 47 °C; 42 mesh;10 cm; 6 mL/min.
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2 Curvas de ruptura dos ensaios do planejamento de experimentos utilizando matriz

pura (MP).
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Figura A3.1: 34 °C; 60 mesh; 7,5 cm; 3 mL/min.
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Figura A3.3: 34 °C; 32 mesh; 7,5 cm; 9 mL/min.
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Figura A3.5: 34 °C; 60 mesh; 12,5 cm; 9 mL/min.

5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

1,21
1,0 "
0,8 r'/.

S o6l i

S o4 /.
02 % _
004d  [r Eniod

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura A3.2: 60 °C; 60 mesh; 7,5 cm;9 mL/min.
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Figura A3.4: 60 °C; 32 mesh; 7,5 cm; 3 mL/min.
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Figura A3.6: 60 °C; 60 mesh; 12,5 cm; 3 mL/min.
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Figura A3.7: 34 °C; 32 mesh; 12,5 cm; 3 mL/min. Figura A3.8: 60 °C; 32 mesh; 12,5 cm; 9 mL/min.
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Figura A3.11: 47 °C; 42 mesh; 10 cm; 6 mL/min.
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ANEXO 4

50 —&— Sem agitacao
i —e— Com agitacao (350 rpm)

45
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25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Temperatura ("C)

Figura A4.1: Curva de solubilidade da lactose em dgua em funcdo da temperatura.

147



200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 A

Volume (cc/g)

ANEXO 5
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Figura 5.1: Isotermas de adsorcdo-dessor¢do em Nitrogénio de: (A) Matriz Pura (MP); (B)
Polimero Impresso Molecularmente (PIM); (C) Polimero Impresso Molecularmente com

Lactose (PIM-LAC).
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ANEXO 6

PRODUCTION OF STRUCTURED LIPIDS OF LOW CALORIE CATALYZED BY IMMOBILIZED
LIPASE
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ABSTRACT

This work aims to produce triacylglycerols (TAG) containing a medium-chain fatty acid (M) at positions

sn-1,3 and a long-chain fatty acid (L) at sn-2 position, i.e. TAG of MLM type, by acidolysis of virgin olive oil
with caprylic or capric acid, at a molar ratio of olive oil:fatty acid of 1:2, at 30 °C for 24 h, in solvent-free,
catalyzed by heterologous Rhizopus oryzae lipase (rROL) immobilized in different supports (silica support
modified with ionic liquid, Amberlite IRA 96, Lewatit® VP OC 1600). Reactions were performed at 40 °C for
48 h, either in solvent-free media, at a molar ratio 1:2 (olive oil:free fatty acid). The biocatalysts rROL IRA was
these with higher yield the new TAGs from using C10:0 after 24 h of reaction (79.05 %), respectively; in the
presence of C8:0, the system catalyzed by the biocatalyst rROL SIL, was obtained in yield 66.13% (w/w) of the
new TAG at 48 h. During acidolysis with both acids and after 5 repeated uses, rROL IRA (t1/2) = 261.2 h, for

caprylic, t,= 261.9 h) presented first-order deactivation.

Keywords: Acidolysis, Capric acid, Caprylic acid, Olive oil, lipases, Structured lipids
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1. Introduction

Structured lipids (SL) are defined as triacylglycerols (TAG) which have been chemically or enzymatically
modified to change the fatty acids composition and/or positional distribution in the glycerol backbone. The
production of SL with medium chain (6-12 carbon atoms) and saturated fatty acids (M) in the sn-1 and sn-3
positions and with long-chain (14-24 carbon atoms) saturated or unsaturated fatty acids (L) in the sn-2 position
(““‘MLM-type’” SL) has sharply increased due to their unique nutritional properties [1].

Lipase-catalyzed acidolysis, in which the medium chain fatty acids (MCFAs) and vegetable oils are
used as the sources of acyl donors and essential long chain fatty acids (LCFAS), respectively, is one of the most
common approaches for the synthesis of MLM-SLs [2-5]. Lipases offers high catalytic efficiency, specificity,
and selectivity by incorporation of the required acyl-group into a specific position of native TAG. In addition,
the process takes place in very mild conditions that maintain the structure of the functional fatty acid unaltered.
Enzymatic catalysis has been the main process used to obtain SL because of the advantages over the chemical
process. In nature, lipases catalyze the hydrolysis of triacylglycerols into diacylglycerols (DAG),
monoacylglycerols (MAG), free fatty acids (FFA) and glycerol. However, when in non-aqueous media, they can
also catalyze esterification, alcoholysis and trans-esterification reactions [6].

Enzymatic acidolysis would be a preferable alternative for SL production due to the advantageous of
selectivity, mild reaction conditions, less by products and easy recovery of catalysts. However, the enzyme-
catalyzed process is expensive for industrial production. One way to lower the production cost is using lipase
immobilized. The use of stable and active immobilized lipases is a way to make enzymatic process competitive
[71

Several hydrophobic supports have been described as suitable for lipase immobilization and used for
production of structured lipids, such as Amberlite IRA are polystyrene polymers whose matrix structures can be
altered with the cross-linking agent divinylbenzene. One way to overcome these drawbacks could be the use of
additives to stabilize enzymes and assist in gel formation within arrays. Recently the use of aprotic ionic liquids
as additives in the immobilization process has been reported, which could increase the activity and stability of
immobilized enzymes by altering the hydration shell of the enzyme and reducing shrinkage of the gel. They can
also affect the physical properties of the gel by participating in condensation reactions with free silanol groups
[7]. Studies of various additives such as ionic liquids (ILs) have recently been suggested as agents that can
stabilize enzymes, protecting the hydration shell around the enzyme and/or causing conformational changes
leading to permanent activation of the enzyme [8]. Based on this analysis, use additive in the enzyme
immobilization is good strategy for to stabilize enzyme or/and modified support. However, in the literature yet
not found use these immobilized lipase for production of structured lipids of low calorie.

This work aims to produce TAG of MLM type by acidolysis of extra virgin olive oil with caprylic (C8:0) or
capric (C10:0) acid in solvent-free media, catalyzed by heterologous Rhizopus oryzae lipase (rROL) expressed in
Pichia pastoris immobilized in silica modified with ionic liquid obtained by a sol-gel or in resins.

2. Materials and Methods
2.1. Materials
Extra virgin olive oil (acidity of 0.7% expressed as free oleic acid) was purchased from a local

supermarket. Caprylic acid (C8:0, octanoic acid) and capric acid (C10:0, n-decanoic acid) were purchased from
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TCI Europe N.V. (Belgiun), Amberlite IRA 96® resins was obtained from Bengbu Co. (Anhui, China), Lewatit®
VP OC 1600 was obtained from Lanxess, Leverkusen, Germany. The standard of monononadecanoin (minimum
99% pure) were from Larodan AB, N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA) (minimum 90%
pure) were from TCI Europe N.V. The silane precursor tetraethoxysilane (TEOS) was supplied by Across
Organic (NJ, USA), ethanol (minimum 99% pure), ammonia (minimum 28% pure), hydrochloric acid (minimum
36% pure), pyridine (minimum 98% pure), n-Heptano (minimum 99% pure), glutaraldehyde were purchased
from (Merck) and aprotic ionic liquid methy-3-propyl imidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide
[Csmim][TT,N] as additive. All solvents and reagents for analyses were chromatographic or analytical grade and
obtained from different sources. Lipases from rROL (produced by the Bioprocess Engineering and Applied
Biocatalysis group of University Autdnoma de Barcelona-UAB) were used. The rROL lipase was obtained by a
fed-batch cultivation of a recombinant Pichia pastoris strain using methanol as inductor [9]. The biomass was
separated from the culture broth by centrifugation and microfiltration. The supernatant was concentrated by
ultrafiltration with a Centrasette® Pall Filtron system equipped with an Omega membrane of 10 kDa cut-off, and
subsequently dialyzed against 10mM Tris-HCI buffer pH 7.5 and finally lyophilized [10].

2.2. Silica support preparation by the sol-gel technique

The methodology used was as previously established by Souza et al. [11] with some modifications. For
the mesoporous silica with protic ionic liquid 1% (v/v) of N-methylmonoethanolamine pentanoate was added,
for the silica without ionic liquid this step was excluded (control). Two supports, a control silica support

produced without ionic liquid (SC) and a silica support produced using ionic liquid (SIL), were obtained.

2.3. Water affinity support

The support materials were characterized by measuring their ability to absorb water from water-
saturated diisopropyl ether. For the quotient: (amount of water on the support)/(amount of water in the solvent)
in the model system the term aquaphilicity was proposed by Reslow et al., [12]. Measurements of water
absorption by support materials to 50 mg dry support, 250 mg water-saturated diisopropy! ether was added. After
16 h the water content in the solvent (UL H,O, solvent) was measured by gas chromatography. The amount of
adsorbed water was calculated (UL H,O, support). The aquaphilicity of the support material, Ay, was defined as
(UL H0, support)/( uL H,0, solvent).

2.4. Immobilization by covalent binding

Heterologous lipase of Rhizopus oryzae (rROL) was immobilized in different supports (silica or anion
resin) as follows.

The rROL was immobilized by covalent binding on the silica support (SC or SIL) using as
glutaraldehyde bifunctional agent. For covalent binding with glutaraldehyde the silica support (SC or SIL) were
silanized with aminopropyltriethoxysilane (y-APTS) followed by a reaction with glutaraldehyde solution, then
the lipase was immobilized according to the procedure described by Soares et al. [13] with modifications. The

two preparations of the immobilized enzyme system on silica without (SC) or with (SIL) ionic liquid were
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denominated rROL SC and rROL-SIL, respectively. The silica support (SC or SIL) (1 g dry wt) was previously
soaked in hexane under agitation (100 rpm) for 15 min. 0.3 g of powered lipase dissolved in 10 mL of distilled
water. The fixation of lipase onto the support was performed under agitation for 3 h at room temperature
followed by an additional period of 18 h under static condition at 4 °C.

For Amberlite IRA 96, anion resin was firstly treated with distilled water at 50 °C, for 30 min, under
gentle magnetic stirring and after filtration under vacuum. Treatment with 1 M NaOH and 1 M HCI alternately
(3 times using 20 mL of each solution). Between each treatment, the solution was removed from the support by
vacuum filtration. The pre-equilibrium of the support with sodium phosphate buffer for 10 min (0.2 M, pH 7.4),
again with vacuum filtration and drying for 24 h in a desiccator with silica-gel. 1 g of dried IRA-93 in 10 mL of
sodium phosphate buffer containing the lipase powder (0.5 g) during 4 h at 30 °C, under gentle magnetic stirring
and vacuum filtration. After the preliminary adsorption, these particles were mixed 25 mL solution of
glutaraldehyde aqueous solution (0.5 %, v/v) during 20 min. The immobilized rROL was rinsed three time with
buffer solution (15 mL each wash) and were filtered under reduced pressure, then the lipase was immobilized
according to the procedure described by Wang et al. [14] with modifications. Preparation of the immobilized
rROL on Amberlite IRA 96 was denominated rROL IRA 96.

The immobilization procedure of lipase on Lewatit® VP OC 1600 was as previously described by
Teceldo et al. [15]. 1 g of Lewatit was added to 50 mL of phosphate buffer solution (0.1M, pH 7.0) containing
0.5 g of lipase powder during 4 h at 30 °C. The immobilization was carried out at room temperature, overnight,
under gentle stirring. After that, the beads were recovered by vacuum filtration and incubated with 25 mL of
phosphate buffer solution (0.1 M, pH 7.0) containing 2.5% (v/v) glutaraldehyde aqueous solution for 2 h, under
slow mixing. The beads were, once again, recovered by vacuum filtration and washed twice with 50 mL of
phosphate buffer solution (0.1 M, pH 7.0) in order to remove the free enzyme. The immobilized lipase was dried

under vacuum for approximately 10 min and stored at 4 °C until.

2.5. Activity of lipase in hydrolysis of emulsified olive oil

The hydrolytic activities of free and immobilized lipase were assayed by the olive oil-water emulsion
method, according to the modification proposed by Soares et al., [16]. The substrate was prepared by mixing
50 mL of olive oil with 50 mL of gum arabic solution (7% w/v). The assay mixture, consisting of 5 mL of the
substrate, 2 mL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) and either free (1.0 mL, 0.1 mg.mL™) or
immobilized (=100 mg) lipase, was incubated in a thermostatic batch reactor for either 5 min (free lipase) or 10
min (immobilized lipase) at 37°C, with stirring at 80 rpm. A blank titration was done with a sample in which the
enzyme was replaced with distilled water. The reaction was terminated by the addition of 2 mL of
acetone:ethanol:water (1:1:1) in approximately 0.3 pL of reaction mixture. The liberated fatty acids were titrated
with potassium hydroxide solution (0.04 M) in the presence of phenolphthalein as an indicator. All enzymatic
activity determinations were replicated at least three times. One unit (U) of enzyme activity was defined as the
amount of enzyme liberating 1 pmol of free fatty acid per min (umol.min™). Analyses of hydrolytic activities
were carried out on the lipase loading solution and immobilized preparations to determine the vyield

immobilization, Y, (%), according to Equation 1:
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n (%) = 5= x100 @)
0

in which Uy corresponds to the total enzymatic activity recovered on the support and U, represents the enzyme

units offered for immobilization.

2.6. Acidolysis Reaction

The acidolysis reactions were carried out in solvent-free media at 40 °C, in thermostatic-capped
cylindrical glass vessels under magnetic stirring at 400 rpm. The mixture consisting of 3.0 g of extra virgin olive
oil and 0.98 g of caprylic (C8:0) or 1.17 g of capric acid (C10:0), corresponding to a molar ratio of 1:2 olive oil
to free fatty acid in . The molar ratio used corresponds to the stoichiometric value needed for the esterification of
the free fatty acids at the sn-1 and sn-3 positions. In each experiment, 0.15 g of immobilized enzyme,
corresponding to 5% (w/w) of the reaction medium, were added to the reaction medium, after complete melting.
After 48 h of reaction (the time needed to attain equilibrium), 0.5 mL of the reaction medium was withdrawn and
the reaction medium was stored at -20 °C until analysis. The modification of triacylglycerols (TAGs) was
determined by the yield on new TAGs (new TAGs/initial TAGSs), formed by addition of C8:0 and C10:0 Nunes
etal., [17].

2.7. Batch operational stability tests

The methodology used was that previously established by Nunes et al., [17] with some modifications.
The operational stability of the immobilized lipases was assayed in successive batches carried in solvent-free
media, with an time of 48 h for every batches, out at 30 °C in a batch reactor consisting of a thermostatic
cylindrical glass vessel (20 mL) closed with rubber stopper under magnetic stirring. The acidolysis reaction was
assayed of 3 g extra virgin olive oil and 0.98 g of caprylic (C8:0) or 1.17 g of capric acid (C10:0). After each
batch, the biocatalyst was removed from the reaction medium by paper filtration and reused in the next batch
with fresh medium, under the same reaction conditions. A total of up to 5 batches were performed using the
same biocatalyst sample. The activities of the biocatalyst were estimated at the end of each batch as conversion
into news TAGs from the molar incorporation ratio of caprylic or capric acid in TAG extra virgin olive oil. The
first batch was used as the reference (100% activity). The residual activity (in percentage) of the biocatalyst at
the end of each batch n was thus estimated as the ratio between the activity observed at the end of batch n and
the activity observed at the end of batch 1. To describe the deactivation kinetics, the following first-order model

(equation 2) was tested:

A, =AeKan @

where A,, is the biocatalyst residual activity at batch n (%), A is a constant (%), k is the deactivation rate

constant in (batch number) ™ and n is the 5 batches number.

The fit of the models to experimental data (time, residual activity) was carried out using “Solver” add-in

from Excel for Windows, version 8.1, by minimizing the residual sum-of-squares between the experimental data
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points and those estimated by the respective model. The kinetic constants were obtained by this nonlinear
regression analysis for the above mentioned model.
Half-life of the biocatalyst, i.e. the time required for half the enzyme activity to be lost as a result of

deactivation (¢, ), was calculated by the following expression 3:

t ,,_Inos 3)

/2= 55

where k4 (batch™) is the deactivation coefficient.

1.1. Quantification and analysis of reaction products

To determine the reaction products (triacylglycerols, free fatty acids, diacylglycerols and
monoacylglycerols), the procedure was followed according to the European Standard [18]. The various groups of
compounds were quantified by comparison with nonadecanoic acid (C19:0) in tetrahydrofuran, as an internal
standard. To identify the compounds of the reaction and their respective retention times were used reference
standards as triolein, capric acid and caprylic acid. The quantification of substrates and products through the
reaction capillary was achieved by high temperature gas chromatography after silylation of samples with
pyridine and N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA). For each sample: 0.15 g of the reaction
medium was dissolved in 10 ml of hexane, this mixture was transferred into a 0.5 ml glass flask of 10 mL for
solvent evaporation in a rotary evaporator at a temperature of 40 °C and a pressure of 78 mbar. Then the dry
residue obtained was added 400 pl of internal standard (C19:0), 200 ul of pyridine and 200 ul of MSTFA. After
15 minutes past, was added 4 ml of n-heptane on mixture, and subsequently analyzed by gas chromatography.
The mixture was analyzed by GC Ultra gas chromatograph (Agilent Technologies 7820A) equipped with a flame
ionization detector (FID) and capillary column DB5-HT (15 m x 0.32 mm ID x 0.10 um film), an auto sampler
Agilent Technologies 7820. Injector (on-column mode), detector temperatures were set at 50 °C and 370 °C,
respectively. Helium was used as carrier gas at a flow rate of 25 mL.min>. Air and hydrogen were supplied to
the detector at flow rates of 300 mL.min™* and 30 mL.min, respectively. The oven temperature program was as
follows: 50 °C for 1 min, a temperature increase to 180 °C at 15 -C.min™, increased to maintaining the
temperature at 180 °C for 10 min; 230 °C at a rate of 7 °C.min™; increased to 370 °C at a rate of 10 °C.min; the
end plateau at 370 °C for 43 min. Overall running time was 43 min.

The yield (n) of new TAGs, was calculated assuming that the biocatalysts tested are 1,3-specific.
Therefore, a yield of 100% corresponds to a total substitution of fatty acids inserted at positions sn-1 and sn-3 of
TAG, being replaced by fatty acids caprylic or capric acid. The yield (%, w/w), is the ratio of mass of product
formed (mass produced TAGS) to the mass of consumed TAGs (mass produced TAGS). Quantitation of new

TAG, was expressed in mass yield (%, w/w) according to the equation (4) defining yield:

n= productformed x 100 (4)

substracteonsumed

Applying the equation, we have:

TAG
NG (%) = ——rrediceed % 100 ®)
news TAGconsumed
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To calculate the mass of TAG produced, we used the standard curve of triolein.

In order to investigate possible differences between the yields for the different new TAG biocatalysts

»TM

and their respective systems used the software “Statistica” ", version 5, from Stat soft, Tulsa. Tests were

performed multiple comparisons using LSD Fisher with p-value < 0.05.

3. Results and Discussion
3.1. Water-adsorbing capacity different support

In order to measure the water-adsorbing capacity of different support materials these were dried and
then mixed with water-saturated diisopropyl ether.

The partition of water between the support material and the solvent was measured. For the quotient:
(amount of water on the support)/(amount of water in the solvent) in the model system, we propose the term
aquaphilicity. The aquaphilicity as defined here is not a true partition constant. It will depend on the relative
amounts of support material and solvent. However, the authors suggested one practical way to quantify the water
adsorbing capacity of a support material. The aquaphilicities of all support materials used in this study are listed

on Table 1 and was measured as described in Materials and Methods.

Table 1: Aquaphilicity (A,) of support materials used in this study.

Supports %H,0 Aquaphilicity Psupisolyv
SC 4.29+0.02 1.1240.23 4.70+0.42
SIL 19.30+£2.82 1.02+0.16 4.50+0.51
Amberlite IRA 96 62.30+0.35 1.21+0.05 6.00£0.27
Lewatit® VP OC 1600 51.70+4.32 0.75+0.05 3.82+0.23

Highly hydrophilic gels, such as Sephadex G-25 and Bio-Gel have, as expected, high aquaphilicity.
Low aquaphilicity was found for supports like Bonopore and Celite. Derivatization of glass with
dimethyldichlorosilane is thought to make the glass highly hydrophobic. The preparation was hydrophobic in the
sense that it was hardly wetted by water. It was thus somewhat surprising that the aquaphilicity of
dimethyldichlorosilane-CPG was as high as 0.539. However, it has been shown by term that silica treated with
dimethyldichlorosilane contains measurable amounts of surface water even after drying [12]. The hexyl-CPG
preparation was water-repellant, but the aquaphilicity did not decrease using this derivatization procedure.
For silica modified with ionic liquid verified that water may be either fixed to the support occupying positions in
the lattice of the sol-gel matrix due in presence of the aprotic ionic liquid methy-3-propyl imidazolium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide Souza et al., [11], confirming the variation in this studied that was 4.29 to
19.3 %H,0, SC to SIL, respectively.

The estimated A values were 62.30 and 51.70 %H,0, respectively, for Amberlite IRA 96 and Lewatit®
VP OC 1600, suggesting a higher hydrophilicity of the immaobilization support used in Amberlite IRA 96. These
results indicate that the water present in the biocatalyst is less available for hydrolysis reactions in the case of
Amberlite IRA 96 as compared to Lewatit® VP OC 1600. The affinity support by water can influence the

catalytic activity of the immobilized enzyme.
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Generally, hydrophobic materials are better supports for enzyme immobilization. The amount of
enzyme adsorbed on such supports are usually larger and higher enzyme activities are obtained [19]. However,
Villeneuve et al., [20], suggests that increasing the water concentration in the microenvironment of the enzyme
in hydrophilic media favors hydrolysis reactions.

A few examples of lipases immobilized on hydrophilic supports can be found in the literature.
Mufiio et al., [21], studies the synthesis of structured triacylglycerols (STAGS) rich in polyunsaturated fatty acids
(PUFASs) using immobilized lipase from Rhizopus oryzae on Accurel MP 1000. Teceldo et al., [22] studied at the
production of HMF substitutes by enzyme-catalyzed interesterification of tripalmitin with (i) oleic acid (system
1) or (ii) omega-3 polyunsaturated fatty acids (omega-3 PUFA) (system Il) in solvent-free media using
commercial immobilized lipases from Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM), Thermomyces lanuginosa
(Lipozyme TL IM) and Candida antarctica (Novozym 435) from Novozymes, DK, and Candida parapsilosis
lipase/acyltransferase immobilized on Accurel MP1000. Meunier et al., [23] immobilized lipase from
Burkholderia cepacia through Celite in order to produce a mechanically stable and active biocatalyst thus

improving mass transfer and increasing the enzymatic activity.

3.2. Hydrolytic activity of the lipase immobilized

The immobilization yield of the preparations of immobilized lipase on silica and resin were investigated
using an olive oil hydrolysis reaction as a model [16]. In Table 2 we can observe the values of the hydrolytic

activity and yield of all the immobilized biocatalysts.

Table 2: Hydrolytic activity after immobilization on the supports tested: rROL SC, rROL SIL, rROL IRA,
rROL LW.

Immobilized
Biocatalyst lipase activity Yield (%)
(U.gh
rROL SC 430.3 32.6
rROL SIL 585.9 49.7
rROL IRA 497.0 35.5
rROL LW 319.2 23.8

According to Table 2, among the biocatalysts prepared with lipase rROL the biocatalyst supports with
hydrophobic modified with ionic liquid (rROL SIL) showed highest hydrolytic activity, on the order of 585.9
Ug™, corresponding to 49.7% immobilization of yield, followed by the biocatalyst rROL IRA valued at 497.0
Ug™ support presenting approximately 35.5% vyield. In according %H,0 (Table 1), can be observed that the
support with highest values, 19.3 and 62.3%H,0, obtained too the immobilization of yield for substrate. In this
case, immobilized enzyme could be explained by the hydrophobic microenvironment of the immobilized enzyme
attracting the substrate that is also hydrophobic [14].

The biocatalyst rROL LW, showed the lowest value in the determination of hydrolytic activity (319.2

U.gh) and yield immobilization was of the 23.8%. Probably, this value suggests that the enzyme may have
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undergone a negative conformational change during immobilization, which affected the immobilization of yield,
and could have influenced the diffusional mass transfer of substrate to the immobilized enzyme [24].

Comparing experiments and the different types of supports for immaobilization processes in this work,
the hydrolytic activity immobilized lipase silica employing ionic liquids as additives generally resulted in higher
values compared with the sample absent the protic ionic liquids. In this case, the use of a support coated with the
ionic liquid may allow penetration of the enzyme inside the bed (because the pores increase), while increasing

the number of coupled enzymes and consequently increasing the yield of immobilization [25].

Immobilization experiments performed demonstrated that the supports used, have the potential immobilization
compared with enzyme activity in its free and immobilized form, can then be potentially used as biocatalysts to

obtain structured lipids MLM type.

3.3. Screening of lipase and MLM Production

The production of dietary MLM type triglyceride was evaluated using the yield on new TAG. In this
work rROL was immobilized in silica control (rROL SC), silica support modified with ionic liquid (rROL SIL),
Amberlite IRA 96 (rROL IRA) and Lewatit® VP OC 1600 (rROL LW).

All biocatalysts were used for the acidolysis reaction between oleic acid and capric acid or caprylic acid
in the absence of a solvent after 48 h of reaction.

The selection of the immobilization support was carried out taking into account (i) the hydrolytic
activity of the immobilized lipase in each support (cf. Section 2.5) and (ii) the yield production TAG of MLM
type (cf. Section 2.6).

Immobilization is a suitable approach to expose the enzyme more efficiently to the substrate, being
specially indicated for processes in non-aqueous solvents. Several parameters of immobilized lipases are
important to consider for industrial application: mechanical strength, chemical and physical stability,
hydrophobic/hydrophilic character, enzyme loading capacity and cost, surface area, the number of sites

accessible for binding, the porosity and the pore size [15].
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Figure 1. Yield of New TAGs obtained by acidolysis between extra virgin olive oil and capric (C10:0) (A)
and caprylic acid (C8:0) (B), catalyzed by rROL IRA, rROL LW, rROL SC and rROL SIL.
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Comparing the yields obtained on new TAG by Figure 1A, the biocatalysts rROL IRA were those with
higher yields the new TAGs from using C10:0 after 24h and 48 of reaction (65.0 and 79.0%, w/w), respectively;
for (C8:0) were biocatalysts rROL SIL (54.7% w/w) and rROL SIL (66.1% w/w) after of the 48 of reaction,

respectively.

Besides that, the various functional groups on the surface of ionic exchange resins may make it possible
to immobilize enzymes on to resins firmly by covalent attachment technique. It was also found that resins had an
accelerating action on the acyl migration in the transesterification. Therefore, resin may become a proper support
for the immobilization of R. oryzae lipase in food industry. The results of the production of new TGAs by
biocatalyst rROL IRA, showed that it was effective in producing structured lipids MLM type. It is probable that
immobilization on hydrophobic supports can favor the acidolysis between extra virgin olive oil and C10:0,
because the interactions between the substrate and the enzyme that keep open the "lid" hydrophobic located

between catalytic site the lipases, facilitating access of the substrate to the catalytic site [26].

3.4. Operational stability of immobilized lipase in batch reaction

In the point of view industrial applications, the possibility of the reusable catalyst in reactions is an
important aspect that should be taken into account in the design of new supports for enzyme immobilization.
One advantage of immobilized enzyme over its free form is the reusability, so a successful immobilized enzyme
system should be reusable with both good stability and high activity. The operational stability of immobilized
enzymes system is very important for industrial applications.

In order to select the best immobilized biocatalyst for new TAGs, batch operational stability tests were
performed for rROL immobilized in Amberlite IRA 96 and in silica modified with ionic liquid (rROL SIL). The
rROL immobilized in Amberlite IRA 96, was biocatalyst selected for studies of operational stability in
successive reuses and has a very high production of new TAGs. And others immobilized biocatalyst, it only
showed activity in the first cycle. Selection took into account the fact that non-commercial rROL be a
biocatalyst, lower cost, less studied in the synthesis of structured lipids.

The immobilized lipase after each batch was washed with phosphate buffer and used in the next batch
with fresh substrate. Since the four biocatalysts presented important acidolysis activity for the yield new TAGS
of caprylic and capric acids, their operational stability was evaluated in repeated use during 5 consecutive
batches (1 batch = 48 h) at 30 °C. Reactions were carried out in solvent-free media, at 45 °C. The residual
activity data and the deactivation models fitted to these data points and as well as the respective estimated half-
life times are presented in Figure 4 and Table 3.

The inactivation model fitted to the experimental data (Table 3) is given by respective equations on the
new TAG production by acidolysis from caprylic acid or capric acid (Table 3) with the TAG extra virgin olive
oil, catalyzed by rROL. The deactivation of rROL IRA was observed during the incorporation of capric acid and
caprylic in extra virgin olive oil in 5 consecutive batch reactions (Figure 3). The biocatalyst showed a time delay

(tg) where the enzyme maintains its activity, decreasing thereafter, according [3].

Table 3: Deactivation models and respective half-life times estimated for the biocatalysts used in 5 consecutive
48 h batches of acidolysis of extra virgin olive oil with caprylic or capric acids in solvent-free medium.

Biocatalyst Deactivation Equation Batch Determination Half-life
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model Model ne. coeficiente (R?)  time (h)

rROL IRA C8:0 First-order A, = 3.91e7046n 5.44 0.95 261.20
rROL IRA C10:0 First-order A, = 3.91¢7040n 5.46 0.97 261.95

The estimated half-lives for rROL-SIL and LBC MS was e 1 batch in the presence of caprylic or capric acids,
respectively (Table 3). This biocatalyst we’re not able to catalyze the formation of new TAGs after the first 48 h
use.

It was found that the immobilized lipase onto anion resin Amberlite IRA-96, almost maintained its full
activity during 5 consecutive batch reactions, each lasting for 48 h. The residual acidolysis activities at the end of
each of the repeated 48-h batches are presented in Figure 3. The deactivation models and equations fitted to these
results, as well as the respective estimated half-life times, are shown in Table3.

A half-life time of 5.44 batches (261 h) was estimated for this biocatalyst. The inactivation profile was
similar to that observed for rROL-IRA in both systems (Table 3).
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Figure 3: Residual activity (ratio of activities at batch n:batch 1) of rROL at the end of each consecutive 48 h
batch, when acidolysis of olive oil with caprylic acid (C8:0) or capric acid (C10:0) was performed in solvent-free
media.

Both biocatalysts used showed an exponential inactivation first order model described by equation (5):

kqn (5)

n=Ae’

Where A, is the biocatalyst residual activity at batch n (%), Ais a constant (%),kqis the deactivation rate constant

in (batch number) ™ and n is the 5h batches number.
A time delay (ty) model for enzyme inactivation can be formulated as:

A: 1 fOI' tftd

The half-life time of the biocatalyst was higher in the presence of caprylic (261.2 h) than in the presence of
capric acid (261.95 h), there was no difference in terms of operational stability of biocatalysts for the masters

acids. The immobilized lipase on Amberlite IRA 96, showed an excellent operational stability, maintaining a
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constant level yield of new TAGs after 5 cycles. The results imply that the operational stability of immobilized
rROL was greatly improved by covalent bonding technique using glutaraldehyde on a hydrophobic ionic
exchange resins support. As it was mentioned elsewhere, when adsorbed on a hydrophobic surface, the active
conformation of enzymes might be more stable due to the strongly hydrophobic interaction between lipase and
solid support. In addition, a relatively hydrophobic matrix could also provide a proper microenvironment for the
enzyme by preventing an excess of water accumulating during the long-term reuse.

Nunes et al. [27] investigated the operational stability of rROL the acidolysis reaction between the extra
virgin olive and caprylic acid (C8:0) and capric acid (C10:0) in successive batches of 24 hours each. The lipase
rROL have revealed greater operational stability with caprylic acid, with ty, of 159 hours, in contrast to the
261.95 hours obtained with capric acid. In a similar study, we used an extracted from R. oryzae lipase was

immobilized on Accurel® MP showed a stability for 190 hours operating for the successive "batch" for 19 hours.

4, Conclusions

In the MLM type of dietary triacylglycerols production tests, the biocatalyst that had higher incomes in
new tags were to rROL IRA (79.0 and 54.3% w/w), respectively for the C10:0 and C8:0 after 48 h of reaction.
These results showed the preference of lipase for capric acid (C10:0). Among the biocatalysts prepared with
lipase rROL the biocatalyst supports with hydrophobic modified with ionic liquid (rROL SIL) showed highest
hydrolytic activity. In conclusion, the present investigation clearly demonstrates the fact that aquaphilicity (the
tendency to bind water) of the support is extremely important when evaluating and optimizing systems for
bioorganic catalysis. Lipase from R. oryzae immobilized in Amberlite IRA 96 was the biocatalyst selected, due
high stability in the optimal operational conditions attained in this work (30 °C, in absence of solvent). The half-
life time of the biocatalyst was in the presence of caprylic 261.2 h and 261.95 h in the presence of capric acid.
This study shows the potentialities of the recombinant R. oryzae lipase as biocatalyst immobilized in Amberlite
IRA 96 for the synthesis of lipids type MLM with acidolysis of extra virgin oil and capric acid or caprylic. The
biocatalysts rROL IRA were the biocatalyst that presented the highest operational stability, together with high
incorporation levels and for the production of structured lipids by acidolysis of caprylic or capric acid with virgin
olive oil, in batch mode. Therefore, these biocatalysts seem to be the most adequate for process implementation
aimed at the production of MLM rich in caprylic and capric acid.
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