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Resumo da Tese apresentada ao Programa de Pos-graduacdo em Engenharia de Processos da
Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do grau de
Doutor em Engenharia de Processos.

ESTUDO INTEGRADO PARA A RECUPERACAO DE LACTOSE DO LEITE
COMPOSTO POR ADSORCAO E CRISTALIZACAO

Gilderlan Rodrigues Oliveira

A lactose tem se destacado como um produto de grande interesse comercial, em virtude de
suas aplicacGes na industria de alimentos; fabricacdo de diversos produtos: pées e sorvetes, na
industria farmacéutica; como excipientes ou diluentes de medicamentos e na inddstria de
cosméticos; como emoliente na fabricagdo de batons e cremes. Dentre as tecnologias
utilizadas para a obtencéo de lactose, a técnica de impressdo molecular € apontada como uma
interessante para a recuperacdo de lactose mais pura em comparagdo com outras técnicas
devido a sua especificidade molecular. O objetivo desse trabalho foi estudar a recuperacéo de
lactose do leite por meio de uma coluna de leito fixo de adsorcao/dessorcdo, preenchida com
polimero impresso molecularmente e integrada com o processo de cristalizacdo. A dindmica
de dessor¢do da lactose e o desempenho foram estudados mediante um planejamento
composto central rotacional, cuja variavel dependente foi o rendimento durante a dessorcdo e
as variaveis independentes foram a temperatura e vazdo. Apdés as elui¢des, durante a etapa de
dessorcdo, a lactose foi obtida por meio da cristalizacdo com adicdo do etanol. Em seguida,
foi caracterizada em relacdo ao seu pH, acidez titulavel, umidade, cinzas e teor de proteinas.
Estudos de reuso do adsorvente foram realizados ap0s ciclos continuos adsor¢do-dessorcéo.
Os resultados demostraram que a vazao foi a variavel significativa, apresentando um efeito
negativo no processo de dessorcdo da lactose, cujo maior rendimento obtido foi de 58,30 %
para vazao de 3 mL/min e temperatura de 34 °C. As andlises fisico-quimicas demostraram
que a lactose recuperada apresenta caracteristicas proximas das exigidas pela Farmacopéia
Brasileira e com boas condi¢des higiénicos-sanitarias. Estudos de reuso mostraram que 0
adsorvente possui uma estabilidade ao longo de quatros ciclos, permitindo que o sistema
integrado proposto possa operar em ciclos continuos ao longo do processo de obtencdo de
lactose. Os cristais de lactoses obtidos apresentaram diametros médios na faixa de 50 a 94
pum, correspondentes aos principais tamanhos encontrados em aplicacdes farmacéuticas.

Palavras-chave: Polimero impresso, dessorcao, anti-solvente, cristais.



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.

INTEGRATED STUDY FOR THE RECOVERY OF LACTOSE OF MILK COMPOSED
BY ADSORPTION AND CRYSTALLIZATION

Gilderlan Rodrigues Oliveira

Lactose has stood out as a product of great commercial interest because of its applications in
the food industry; fabrication of various products: breads and sorbets in the pharmaceutical
industry; as excipients or diluents of drugs and in the cosmetics industry; as emollient in the
fabrication of lipsticks and creams. Currently, the molecular imprinting technology has shown
to be very promising in the process of removal and recovery of biomolecules due to their
selectivity. The objective of this work was to study the recovery of milk lactose through a
fixed bed column adsorption/desorption, filled with molecularly imprinted polymer and
integrated with the crystallization process. The desorption dynamics of lactose and
performance were studied through a Central Composite Rotational Design, whose dependent
variable was the yield during desorption and the independent variables were temperature and
flow. After the elution, during the desorption step, the lactose was obtained by means of
crystallization with the addition of ethanol. It was then characterized in terms of its pH,
titratable acidity, humidity, ash and protein content. Adsorption regeneration studies were
performed after continuous adsorption-desorption cycles. The results showed that the flow
rate was the significant variable, with a negative effect on the lactose desorption process. The
highest yield was 58.30 % for a flow rate of 3 mL min™ and a temperature of 34 ° C. The
physical-chemical analysis showed that the recovered lactose presents characteristics close to
those required by the Brazilian Pharmacopoeia and with good hygienic-sanitary conditions.
Regeneration studies have shown that the adsorbent has a good stability over four cycles,
allowing the proposed integrated system to operate in continuous cycles throughout the
process of lactose production. The obtained lactose crystals presented average diameters in
the range of 50 to 94 um, corresponding to the main sizes found in pharmaceutical

applications.

Keywords: imprinted polymer, desorption, anti-solvent, crystals.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um grande potencial na producdo de leite bovino, a qual estd presente
em todas as regibes, estados e municipios do pais, tornando-se uma das principais
caracteristicas que o diferencia de outros paises (GABBI et al., 2013; IBGE, 2017). Esse
potencial pode ser justificado, pelo fato do leite e seus derivados apresentarem um alto valor
nutricional, tornando-se alimentos recomendados habitualmente, devido aos beneficios
causados no organismo (PEREIRA, 2014).

O leite pode ser caracterizado como um fluido viscoso, cor branca, odor suave e sabor
levemente adocicado, oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de higiene, de
vacas sadias (FOX et al., 2015a; BRASIL, 2017). Seus principais constituintes sdo: a agua, a
lactose, gordura, proteinas e minerais (MATIGNON et al., 2015).

Dentre estes constituintes, a lactose tem se destacado como um produto de grande
interesse comercial, em virtude de suas aplicacdes na industria de alimentos; fabricacdo de
diversos produtos: pées, sorvetes e farinha, na industria farmacéutica; como excipientes ou
diluentes de medicamentos e na inddstria de cosméticos; como emoliente na fabricacdo de
batons e cremes (PATEL e MURTHY, 2012; KNOOS et al., 2014; FOX et al., 2015b).

Atualmente o sistema de producéo de lactose no Brasil, consta apenas de uma Unica
fabrica, Nutrifont do grupo Lactalis, instalada na cidade de Trés de Maio no Rio Grande do
Sul. A lactose produzida pela Nutrifont, possui grau alimenticio e é obtida do permeado do
soro do leite através de tecnologias de cristalizacdo e spray dryer. Apesar disso, boa parte da
lactose utilizada no pais € importada, proveniente de outros paises como a Alemanha, China,
Estados Unidos e Holanda. De acordo com os dados do Sistema Integrado de Comércio
Exterior (SISCOMEX), o Brasil importou no periodo de 2011 a 2016 aproximadamente
113.000 toneladas de lactose, em sua forma pura ou em outras formas, como por exemplo, a
de xarope, 0 que corresponde a um montante de 207.407.221 (U$$-FOB).

A outra configuracdo utilizada para a producdo da lactose é a tecnologia de separacédo
por membranas. Esta técnica consiste na separacdo dos constituintes presentes no soro do leite
ou no retentado, com base em tamanhos moleculares e depende das caracteristicas de retencédo
de cada membrana. Embora o processo de separacdo de membrana produza alta recuperacao
de lactose, esses processos tornam-se na maioria das vezes ndo econémicos e viaveis, devido
aos elevados custos com as membranas e as altas pressdes de operacdo (SOUZA et al., 2010;
PATEL e MURTHY, 2012).



Uma técnica que tem se apresentado como uma alternativa é a técnica de separagdo por
adsorcdo, pelo fato de ser bastante eficaz na remocéo de espécies em solucbes liquidas, por
apresentar baixo custo e pouca quantidade de energia empregada no processo (ZHANG et al.,
2012). A eficiéncia desta técnica esta associada a varios fatores, dentre eles a natureza do
adsorvente, este por sua vez pode ter sua seletividade pré-determinada a partir do uso de
técnicas especificas, por exemplo, a técnica por impressdo molecular (FERRARO et al.,
2013).

A técnica de impressdo molecular é uma aproximacdo sintética entre a natureza do
adsorvato e do adsorvente a fim de realizar o reconhecimento da molécula de interesse. A
obtencdo do polimero impresso molecularmente (PIM) ocorre por meio da polimerizacdo da
molécula molde que é retirada da matriz deixando na sua estrutura informacgdes a respeito da
forma e tamanho para a molecula-alvo. O polimero impresso molecularmente (PIM) pode ser
usado como adsorvente, com seletividade pré-determinada para uma dada substancia ou grupo
de analogos estruturais, utilizados em extracdo de fase sélida para a separacéo ou limpeza do
composto alvo em baixas concentragfes ou em matrizes complexas (SOARES et al., 2007,
BALIEIRO et al., 2016).

A principal vantagem que os PIMs possuem sobre materiais convencionais de extracao
em fase solida € a sua especificidade em nivel molecular. Os mecanismos de retencdo de
muitos dos materiais comumente empregados na extracdo da fase sélida sdo baseados em
interacdes hidrofobicas.

Estudos recentes realizados pelo nosso grupo avaliaram a cinética de adsorcao do PIM e
da matriz pura (MP) no processo de remocao da lactose do leite em fluxo continuo, com a
adsorcdo maxima de 62 mg de lactose do leite por grama de adsorvente PIM, mantendo as
principais propriedades do leite (BALIEIRO et al., 2016). Contudo, na literatura ainda ndo foi
avaliada a integracdo dos processos de adsorcao, dessorcdo e cristalizacdo da lactose do leite.
Por meio do estudo integrado utilizando a técnica de impressdo molecular, cuja sua principal
caracteristica é a especificidade da biomolécula.

Portanto, a técnica de impressdo molecular utilizada na etapa de extracdo da lactose,
proporciona um ambiente mais amigavel com temperatura proxima 4 do ambiente local, de
uma forma que possa minimizar a desnaturacdo das proteinas e a mudanca das propriedades
sensoriais dos produtos.

Os adsorventes obtidos a partir da técnica de impressdao molécula sdo bastante seletivos

quando comparados com outros adsorventes. Além da seletividade, os PIMs possuem muitas



caracteristicas e propriedades promissoras, baixo custo, sintese facil, alta estabilidade para
condi¢des quimicas e fisicas severas, e excelente reutilizagdo (NEZHADALI et al., 2017).

Com o intuito de satisfazer a demanda criada por parte da populacdo intolerante a
lactose e através da possibilidade de utilizacdo dessa biomolécula em varias aplicacGes
industriais, 0 uso de um sistema integrado de recuperagdo de lactose do leite baseado nos
processos de adsorcdo (etapa de remocdo da lactose), dessorcdo e cristalizacdo (etapas de
recuperacdo da lactose), tem se mostrado promissor, em virtude da facilidade de
implementacdo, baixa quantidade de energia empregada e a possibilidade de ampliacéo de
escala.

Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a recuperacdo e cristalizacdo de
lactose de particulas adsorventes obtidas pela técnica de impressdao molecular utilizada como

recheio de colunas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo recuperar e cristalizar a lactose de particulas

adsorventes obtidas pela a técnica de impressdo molecular aplicadas em recheios de colunas.

2.2 Objetivos Especificos

De forma geral os objetivos especificos serdo:

>

Obter as curvas de ruptura, o tempo de equilibrio e ajuste matematico dos
modelos de adsorcdo e dessor¢do da lactose do leite em coluna de leito fixo;
Avaliar as condi¢cdes de recuperacdo da lactose apds a eluicdo da lactose da
solugdo multicomponente do leito adsorvente;

Avaliar o tipo de técnica de precipitacdo da lactose para solucdo sintética e para
solugdo multicomponente do leito adsorvente;

Estudar o comportamento morfologico e fisico-quimico da lactose precipitada;
Determinar a composicao fisico-quimica e as analises microbiologicas do leite e
da lactose obtidos;

Avaliar o potencial de reuso do adsorvente em diversos ciclos de
adsorcao/dessorcao em sistema continuo.

Propor um sistema integrado para a obtencdo de lactose do leite a partir das

técnicas de adsorcao e cristalizacéo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo foi dividido em topicos. Nos primeiros topicos, apresenta-se uma revisao
sobre leite e lactose. Os demais tdpicos abordam impressdo molecular, as técnicas de remocgéo
da lactose, sistema integrado e por fim a busca de anterioridade abordando as principais
patentes relacionadas & recuperacao de lactose.

3.1 Leite

O Brasil possui uma grande capacidade de producdo de leite bovino, a qual esta
presente em todas as regifes do pais, tornando-se uma das principais caracteristicas que o
diferencia de outros paises (GABBI et al., 2013; IBGE, 2017). Esse potencial pode ser
justificado, pelo fato do leite e seus derivados apresentarem um alto valor nutricional,
tornando-se alimentos recomendados habitualmente devido aos beneficios originados no
organismo (PEREIRA, 2014).

O leite pode ser definido como um fluido viscoso, cor branca, odor suave e sabor
levemente adocicado, oriundo da secrecdo de glandulas mamarias das fémeas, a partir da
ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias (FOX et al., 2015a;
BRASIL, 2017). Seus principais constituintes sdo: a agua, a lactose, gordura, proteinas e
minerais (MATIGNON et al., 2015). Sua composicao pode variar consideravelmente dada a
influéncia de fatores genéticos (e ndo apenas em espécie, mas também de raca), fatores
fisiologicos (estagio de lactacdo, intervalo de ordenha), fatores nutricionais (composicdo da
alimentacéo) e das condi¢Ges ambientais (local e época do ano) (CLAEYS et al., 2014).

Apesar da possibilidade de exploracdo de varias espécies de animais destinadas a
producdo leiteira, o leite bovino € o tipo mais consumido no Brasil, dominando também o
consumo global (CLAEYS et al., 2014). Essa producdo tem se estendido a todas regibes
brasileiras em virtude das condicdes territoriais e climaticas propicias, destacando-se como
uma importante atividade econdmica e social, no Nordeste e em Sergipe.

Dentre os diversos setores da industria alimenticia, o setor lacteo exerce um importante
papel para a economia brasileira. Analisando o crescimento da producdo de leite no periodo
de 2016 a 2017 no Brasil, é possivel verificar de acordo com os dados do IBGE que este vem
se intensificando nos Gltimos anos. Nesse periodo, a producdo cresceu 4,1 % passando de
23,17 bilhdes, em 2016, para 24,12 bilhdes de litros de leite em 2017. Em Sergipe a producéo

de leite é oriunda, principalmente da agricultura familiar e a producéo esta estimada em 157



milhdes de litros por ano, colocando o estado na quarta posi¢do entres os maiores produtores
do Nordeste (IBGE, 2017).

Mesmo com todos os beneficios causados pelos nutrientes presentes no leite e do
potencial da sua producdo, o Brasil ocupa a posi¢do de quinto lugar em termos de producéo
no ranking mundial segundo a USDA, 2016 (United States Department of Agriculture) com
um consumo médio anual por habitante de 170 litros (IBGE, 2015). O motivo para 0 ndo
consumo do leite por muitos individuos decorre muitas vezes de restrigdes ao consumo de
lactose e proteinas (SANTONOCITO et al., 2015).

3.2 Lactose

A lactose pode ser definida como um dissacarideo encontrado no leite e produtos
lacteos, constituindo-se como a principal fonte de carboidrato sintetizada nas células das
glandulas mamarias (CAMPOS et al., 2014). A concentracdo desta biomolécula pode variar
de acordo com as carateristicas de cada mamifero, apresentando maior valor para o leite

humano, de égua e de mula e menor para vaca e outros ruminantes, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Concentracdo média de lactose em diferentes mamiferos.

Humano FEgua Mula Vaca Ovelha Cabra Bufala

'-?g/tﬁ)se 63-70  56-72 58-64 44-56 41-59 32-50 32-49

Fonte: Adaptado de (CLAEYS et al., 2014)

Conforme mostra a Figura 1, a lactose apresenta estrutura quimica composta de uma
molécula de glicose e galactose unidas por uma ligacdo glicosidica (TOMAR, 2014). Essa
estrutura possui duas formas isdmeras: a e B lactose, as quais diferenciam com base na Figura
2, em relacdo a posicdo da hidroxila e do hidrogénio no grupo redutor (PARIMALADEVI e
SRINIVASAN, 2014).

H  OH H  OH

Galactose Glicose

Figura 1: Estrutura quimica da lactose.
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Figura 2: Formas isdmeras da lactose.

Uma propriedade importante da lactose é a mudanca rotacional e a transformacdo em
solu¢do de uma forma na outra (o em € vice-versa) denominada mutarotacdo (HUPPERTZ e
GAZI, 2016). A mutarotacdo esta diretamente relacionada as propriedades distintas dos
isdmeros o ¢ P lactose descritas na Tabela 2 e possui uma taxa de transformacéo influenciada
pela temperatura e pH (HUPPERTZ e GAZI, 2016).

Tabela 2: Propriedades fisicas da lactose

Isdmeros
a lactose B lactose
Rotacéo especifica +89° + 35°
Temperatura de fusao 202 °C 252 °C
Composicao de equilibrio 37 % 63 %
Cristalizacdo em solugdes saturadas
Acima de 93 °C - B anidra

Abaixo de 93 °C a hidratada -
Fonte: (FOX et al., 2015b)

Outro aspecto que é fortemente afetado pelos diferentes isbmeros da lactose € a
solubilidade. A o e P-lactose sdo sollveis em &gua na proporcdo de 70 e 500 g/L,
respectivamente, a uma temperatura de 20 °C. Em equilibrio, a propor¢do de a:p € cerca de
37:63, resultando numa solubilidade total de cerca de 180 g/L a 20 °C (FOX et al., 2015b).

A solubilidade da a-lactose sofre mais influéncia da temperatura do que o anémero -
lactose e é mais sollvel 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; ja B-lactose pode ser preparada por cristalizacdo com temperaturas acima de
93,5 °C (PARIMALADEVI e SRINIVASAN, 2014).



A lactose é um ingrediente amplamente utilizado na fabricacdo de diversos produtos,
como: pdes e recheios, sorvetes, farinhas, alimentos enlatados e produtos lacteos (queijo,
iogurte). Devido suas propriedades fisico-quimicas, influi na textura, na cor e na quantidade
de &gua ligada desses produtos. Em produtos lacteos, a lactose € um componente essencial na
fabricacéo de produtos fermentados, influenciando na textura de certos produtos concentrados
e congelados (FOX et al., 2015b).

Na industria farmacéutica a lactose pode ser utilizada como excipiente, por apresentar
caracteristicas especificas de compatibilidade fisico-quimica, fluidez e a habilidade de gerar
misturas uniformes (HUANG et al., 2013). Estudos realizados por HUANG et al. (2013)
avaliaram diferentes marcas de lactose mono-hidratada atuando como excipientes na
formulacdo do antipsicético paliperidona. Os resultados obtidos mostraram que as diferentes
marcas de lactose apresentaram resultados semelhantes quanto a fluidez e que ao serem
utilizadas através do método de compressdo direta ndo houve a necessidade de adicionar
outros excipientes.

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA, 2017), a Agéncia Norte
Americana Regulamentadora de Alimentos e Medicamentos, a lactose é uUnico produto
autorizado na composicdo de carreador de pO seco na inalacdo por possuir uma baixa
toxicidade (PILCE et al., 2012). WU et al. (2014) avaliaram a eficiéncia da técnica de
secagem por spray na lactose utilizada como carreador de p6 seco na inalagdo. Os resultados
permitiram observar que o uso da lactose permitiu 0 aumento da estabilidade dos farmacos e
sugerem que a técnica de secagem possa ser utilizada na preparacdo do carreador, desde que
exista um controle de humidade abaixo de 30 % no medicamento.

Nos ultimos seis anos, estudos vém sendo desenvolvidos em relacdo a aplicacdo da
lactose na producdo do &cido lactobibnico que por sua vez possui varias aplicacbes na
industria de alimentos, farmacéutica e quimica (PEDRUZZI et al., 2011; KIRYU et al., 2012;
GUTIERREZ et al., 2012). O &cido lactobidnico pode ser produzido através do processo de
oxidacdo da lactose e tem despertado interesse devido a sua capacidade antioxidante,
quelante, umectante e propriedades emulsificantes (GUTIERREZ et al., 2012).

Além dessas aplicacOes a lactose tem se mostrado como um importante substrato no
processo de fermentacdo para a producdo de etanol (TOMASZEWSKA e BIALONCZYK,
2013). Todas essas aplicacbes tém contribuido para o interesse na recuperacdo desta
biomolécula.

Atualmente o mercado brasileiro possui apenas uma Unica fabrica (Nutrifont) voltada

para a producdo de lactose com grau alimenticio. Segundo o Sistema Integrado do Comércio



Exterior (SISCOMEX) essa producdo ndo tem sido suficiente para atender a demanda
existente, em virtude de que grande parte da lactose utilizada no pais € importada, proveniente
de outros paises como a Alemanha, China, Estados Unidos e Holanda.

De acordo com os dados da Tabela 3, obtidos atraves do SISCOMEX, o Brasil importou
no periodo de 2011 a 2016 aproximadamente 113.000 toneladas de lactose, em sua forma
pura ou em outras formas, como por exemplo, a de xarope, 0 que corresponde a um montante
de 207.407.221 (US$-FOB).

Tabela 3: Quantidade de lactose (Kg) importada no periodo de 2011 a 2016.

2011 2012 2013 2014 2015 2016
Lactose pura  7.123 6.299 6.920 6.744 6.322 6.589

Outras formas 13.997 21.107 14.868 8.446 7.479 7.455
Total 21.120 27.406 21.788 15.190 13.801 14.044
Fonte: (SISCOMEX, 2017).

A literatura relata diferentes técnicas de remocéo e recuperacdo de biomoléculas, dentre
essas tecnologia, a técnicas de impressdo molecular tem se mostrado promissora em relacdo a

remocao e o reaproveitamento dessas biomoléculas em diferentes aplicacdes.

3.3 Impressao Molecular

A impressdo molecular € uma técnica que prepara os polimeros sintéticos com sitios de
reconhecimento especificos para a molécula alvo. Esta técnica utiliza moléculas molde (o
analito de interesse) para montar seus proprios locais de reconhecimento interagindo com o0s
grupos funcionais complementares de mondémeros apropriados (CHENG et al., 2014;
BALIEIRO et al., 2016).

A capacidade desses polimeros de reconhecer seletivamente moléculas do ponto de
vista bioldgico tem despertado o interesse de aplicacdo em varias areas, como a separacao
cromatografica, extracdo de fase sdlida, diagndsticos médicos e biosensores (KIRA
KOTOVA et al., 2013; LI et al., 2014a).

Durante a impressdao molecular, as moléculas selecionadas dos moldes estabelecem
interacdes obrigatorias com mondmeros funcionais em um solvente. O polimero impresso
molecularmente (PIM) pode ser usado como adsorvente com seletividade pré-determinada

para uma dada substancia, ou grupo de analogos estruturais, utilizados em extracdo de fase



solida para a separacdo ou limpeza do composto alvo em baixas concentracfes ou em
matrizes complexas (CLAUSEN et al., 2014; BALIEIRO et al., 2016).

A obtengdo dos PIMs ou polimeros impresso molecularmente ocorre por meio da
polimerizagdo de uma molécula molde a ser impressa (0 analito de interesse). Na impressao
molecular ndo covalente, o molde interage com um mondmero funcional por meio de ligacGes
de hidrogénio, eletrostaticas ou interacfes hidrofébicas (SONG et al., 2014; BALIEIRO et
al., 2016).

A Figura 3 representa o processo de obtencdo de um polimero impresso
molecularmente descrito por (BALIEIRO et al., 2016) para retencdo da molécula molde

lactose e a remocao desta para a producdo do molde e subsequente utilizacao.

Lactose

w
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Lactose
Polimerizagdo Eluigédo
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b

Figura 3: llustracdo esquematica do processo de impressdo molecular.

Além da sua especificidade em nivel molecular, os PIMs possuem outras vantagens
como a relativa facilidade e baixo custo de preparacdo, alta estabilidade fisica, robustez e
resisténcia a niveis elevados de temperatura e pressdo e aplicacdo potencial para uma vasta
gama de moléculas alvo (SONG et al., 2014). Essas vantagens abriram as perspectivas para
que (BALIEIRO et al., 2016), estudassem o uso da técnica de impressdo molecular para

remocdo de lactose no leite.

3.4 Técnicas de remocdao da lactose

As novas tecnologias voltadas para o desenvolvimento de produtos lacteos com baixo
teor de lactose tem impulsionado a indUstria. Dentre elas destacam-se 0 métodos de separacao
por hidrolise, separacdo por membrana, cromatografia e adsorcdo (HARJU et al., 2012;
BALIEIRO et al., 2016).
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Dois métodos podem ser citados como principais na hidrélise da lactose, 0 método
acido e o método enzimatico. Na hidrdlise acida, a reagdo € muito rapida, em que o ajuste de
acidez é feito atraves da adi¢do de &cidos fortes como o sulfdrico e cloridrico, e condi¢des
severas de pH e temperatura (1,0<pH<2,0; 100<temperatura<150 °C). Essas condicdes
restringem sua aplicacdo comercial na industria, pois acarreta alteracdes no sabor, na cor e
toxicidade do leite (HARJU et al., 2012).

J& 0 método enzimatico, a hidrélise € catalisada pela p galactosidase e se processa em
condicdes operacionais mais brandas (3,5<pH<8,0; 5<temperatura<60 °C), essas condic¢des
reduzem a formacdo de subprodutos indesejaveis e a possibilidade de alteracdes dos
compostos (FAEDO et al., 2013). Nele a enzima [ galactosidase, na forma livre ou
imobilizada, hidrolisa a ligacdo B (1-4) da lactose, dando origem aos seus mondmeros glicose
e galactose (MORLOCK et al., 2014).

Estudos realizados por ANSARI e HUSAIN, (2012) imobilizaram a -galactosidase em
Celite A 545 em reator de fluxo continuo e obtiveram cerca de 92 % de converséo da lactose
em seus monossacarideos apos 9 h de operacdo. FISCHER et al. (2013) avaliaram a hidrélise
da lactose por B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em rezina de troca i6nica
Duolite A 568 usando dois reatores de leito fixo em série e obtiveram uma converséo de
82 %.

Apesar da hidrélise enzimética se apresentar como um método mais vantajoso em
relacdo a hidrdlise acida para a reducao do teor de lactose no leite e nos seus derivados, seu
emprego pode ocasionar modificacbes nas propriedades reoldgicas dos produtos, pois
aumentam sua docura, diminui a viscosidade, e provocam alteraces do sabor e cor (ABBASI
e SAEEDABADIAN, 2013).

Uma nova alternativa para reducdo do teor de lactose é a filtracdo por membranas,
rotineiramente utilizada para indmeras aplicaces na industria de laticinios. Dentre as
alternativas da filtracdo por membranas, destaca-se a nanofiltracdo, que é um processo de
filtracdo entre ultrafiltracdo e a osmose reversa que proporciona separacdes altamente
especificas de componentes com baixo peso molecular (FAEDO et al., 2013).

Um dos fatores que diferenciam os tipos de membranas mais comuns nos processos de
separacdo € a aplicacdo da pressdo hidraulica como a forca motriz para transporte de massa.
No entanto, a natureza da membrana controla quais 0s elementos que permeiam e quais serdo
mantidos, uma vez que eles sdo seletivamente separados de acordo com a massa molar ou
tamanho de particulas. A microfiltracdo utiliza pressdes inferiores a 2 bar e separa as

moléculas com tamanhos entre 0,025 e 10 um, ja a ultrafiltracdo utiliza pressdes superiores a
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1 bar e separa as particulas com massa molar entre 1 e 300 kDa, e a nanofiltragdo usa pressdes
entre 1 e 4 bar e separa as particulas com massa molar entre 350 e 1000 Da, enquanto osmose
reversa utiliza pressdes entre 4 e 10 bar e concentra-se particulas com massas molares
inferiores a 350 Da (FERNANDEZ et al., 2013).

Quando comparados aos diversos processos de separagdo convencionais usados
industrialmente, os processos de separacdo por membranas (PSM) se destacam devido a
operacao ocorrer a temperatura ambiente, podendo ser aplicados no fracionamento de
substancias termolabeis, além da facilidade de ampliacdo de escala e a possibilidade de
interagir com outros processos classicos de separacdo (SANTOS et al., 2014).

Estudos realizados no processo de remocdo da lactose tem avaliado a eficiéncia da
técnica de separacdo por membranas integrada com outras técnicas de separacdo. SOUZA et
al. (2010) investigaram quatro processos integrados, incorporando microfiltracdo,
ultrafiltracdo, troca ibnica, osmose reversa, para a separacédo e purificacdo de lactose de soro
do queijo. Os resultados obtidos demonstraram que o processo de microfiltracdo (tamanho
nominal do poro 0,2 um), ultrafiltracdo (UF) (peso molecular 5 kDa), troca idnica e osmose
reversa, resultou numa lactose com um grau de pureza de 99,8 % e uma recuperagéo de 74 %.
FAEDO et al. (2013) avaliaram um processo hibrido combinando ultrafiltracdo (UF),
nanofiltracdo (NF) e hidrdlise enzimatica usando a p-galactosidase para a obtencdo de leite
pasteurizado com reduzido teor de lactose. O produto final obtido apresentou uma reducao de
lactose de 93 % em relacdo ao teor inicial.

Nestes estudos, apesar da preservacdo das propriedades reoldgicas do leite durante o
processo de remocdo da lactose, a técnica de separacdo por membrana tem apresentado alguns
problemas em relacdo a sua seletividade, devido ao fato de acabar retendo biomoléculas
menores que a lactose, como o caso das proteinas e glébulos de gorduras, ocasionando perdas
nutricionais no leite (HARJU et al., 2012).

Uma técnica que tem se apresentado como uma opc¢do a essa falta de seletividade ¢é a
técnica de separacdo por cromatografia. Esse método além de apresentar uma alta
seletividade, possui como vantagens a reprodutibilidade, facilidade de ampliacdo de escala e
condicdes de operacdes brandas (SANTOS et al., 2012).

A separacdo cromatografica de misturas de diferentes compostos é baseada na sua
distribuicdo entre uma fase estacionaria e uma fase movel. A tecnologia baseia-se no fato que
moléculas com caracteristicas fisicas e quimicas diferentes interagem de forma distinta com a

fase estacionaria (coluna) quando sdo dissolvidas em uma fase mdvel (geralmente um
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solvente ou de um gas). Essas interacGes resultaram em uma retengdo diferencial na fase
estacionaria e, por conseguinte, conduzem a separa¢do (WOONTON et al., 2013).

O processo de separacdo da lactose no leite por métodos cromatogréficos ocorre com
base nas diferencas de velocidades de fluxo de diferentes componentes do liquido a ser
tratado ao fluir através de uma coluna geralmente de resina. O leito preenchido de resina €
composto de particulas porosas de resina que apresentam grupos funcionais com os quais 0s
componentes a serem separados interagem de forma distinta. Essas interages se devem ao
fato desses grupos apresentarem afinidades diferentes em relacdo a resina, permitindo que o
eluato seja dividido em fragbes com a composicdo desejada, acarretando assim a separagéo
dos componentes um do outro (HARJU et al., 2012).

A resina mais utilizada para separar a lactose com elevada eficiéncia a partir do leite e
soro de leite € resina baseada no principio de troca catibnica (HARJU et al., 2012). Neste
processo a separacdo € baseada nos diferentes tamanhos de ions e nos efeitos de excluséo de
tamanho de minerais e proteinas, e provavelmente também na capacidade de lactose em
formar complexos com os cations ligados a resinas de troca catiénica. No entanto, ions de
calcio do leite podem se ligar a resina, o que acarreta a destruicdo das micelas de caseina, e
desaparecimento da cor branca de leite. Alem disso, se a resina estiver sob a forma de célcio,
a separacdo € insatisfatoria e pode ocasionar a precipitacdo da proteina na coluna (HARJU, et
al., 2012).

Além dos problemas citados anteriormente, a reducao do teor lactose por tecnologias de
membrana ou processos cromatograficos tém enfrentado problemas com as autoridades
reguladoras. O leite em que a lactose é reduzida por tecnologia de filtracdo para menos de
2,0% resulta em um valor mais baixo do que o crioscépico do leite integral comum, mesmo
apos a hidrélise da lactose, o valor crioscopico continua menor. De acordo com a Instrucao
Normativa n°® 62/2011 (BRASIL, 2011), o indice crioscopico maximo permitido é -0,530 °H (-
0,512 °C). Esse problema tem levado as autoridades de saude a considerarem a reducao dos
valores crioscopicos como adulteracdo no leite.

Estudos recentes tém demonstrado a viabilidade de capacidade de reconhecimento
molecular de polimeros impressos molecularmente (PIMs) no processo, tais como a adsorcao
de biomoléculas (LI et al., 2014b; ESCOBAR e SANTOS, 2014; BALIEIRO et al., 2016).

A técnica de impressdo molecular € uma aproximacdo sintética entre a natureza do
adsorvato e do adsorvente a fim de realizar o reconhecimento da molécula de interesse. A
obtencdo do polimero impresso molecularmente (PIM) ocorre por meio da polimerizacdo da

molécula molde que € retirada da matriz deixando na sua estrutura informacGes a respeito da
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forma e tamanho para a molécula-alvo. Isso resulta na formacdo de sitios capazes de
reconhecer e religar com a molécula-alvo com alta especificidade (CLAUSEN et al., 2014).

A habilidade de reconhecimento molecular geralmente é avaliada em relacdo aos
polimeros nao-impressos. BALIEIRO et al.(2016) verificaram a capacidade de adsorcao do
PIM em relagdo ao adsorvente MP (matriz pura) no processo de remocao da lactose do leite,
obtendo uma remocédo de 62 mg de lactose por g de adsorvente para o PIM e de 32 mg por g
de lactose para a matriz pura MP. A influéncia das variaveis: granulometria, temperatura,
vazdo e altura do leito foram estudadas. Resultados mostraram que as variaveis altura do leito
e granulometria ndo foram significativamente estatisticas, ja as variaveis temperatura e vazado
apresentaram uma relevancia maior, sendo que a maior capacidade de adsorcéo de 62 mg de
lactose por g de adsorvente ocorreu para maior altura (12,5 cm) e maior vazéo (9 mL/min).

A partir desta perspectiva obtida atraves da técnica de impressdo molecular no processo
de remocdo da lactose do leite, esse trabalho se prop6s avaliar a combinagdo dessa técnica
com outras técnicas de separacdo com o intuito de recuperar a lactose adsorvida para futuras

aplicac@es industriais.

3.5 Sistema integrado

Nos ultimos anos, as industrias de laticinios e a literatura relatam a recuperacdo de
lactose e proteinas do soro do leite a partir do uso da tecnologia de membranas ou da técnica
cristalizacdo (CHOLLANGI e HOSSAIN, 2007; CUARTAS-URIBE et al., 2009; SOUZA et
al., 2010). A tecnologia de membranas quando aplicada diretamente ao leite, reduz ja seus
indices crioscopicos, ja a cristalizacdo apresenta um baixo rendimento na recuperacao, pelo
fato de outros constituintes presentes no leite, impedirem a formacdo dos cristais (WONG e
HARTEL, 2014).

Estudos realizados por BALIEIRO et al. (2016), abriram as perspectivas para que esse
trabalho propusesse a integracdo das técnicas de adsorcdo e cristalizagdo no processo de
recuperacdo da lactose. O processo integrado de recuperacdo da lactose serd abordado
inicialmente através de suas etapas individuais sob o ponto de vista teorico, distribuido nos
subtopicos (adsorcdo, dessorcdo e cristalizacdo) e depois de maneira integrada sob a oética
experimental, tendo como carater inovador a possibilidade de se obter dois subprodutos de

interesse comercial, o leite de baixo teor de lactose e a hiomolécula lactose.
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3.5.1 Adsorc¢éo

A adsorcdo é um processo de separacdo no qual certos componentes de uma fase fluida
(adsorvatos) migram seletivamente para a superficie de um sélido (adsorvente) (YAGUB et
al., 2014).

De acordo com EL-BINDARY et al. (2014), quando as moléculas de um fluido
(adsorbato) entram em contato com um sélido (adsorvente), uma forca de atracdo entre o
solido e as moléculas do fluido pode provocar sua fixacdo na superficie do solido conforme
Figura 4.

Adsor¢do
o + M(sup.) - M(sup.)

Dessor¢ao

N

Figura 4: Representacdo esquematica do processo da adsorcéo e dessorcao, onde (A)
representa o adsorvato e [M(SUP.)] representa o adsorvente. (CHAVES, 2009).

A intensidade dessas forcas depende da natureza do sélido, do tipo das moléculas
adsorvidas e do tipo de interacdo (quimica ou fisica) entre adsorvente e adsorvato que
classifica o processo de adsor¢cdo em dois tipos: adsor¢do quimica (quimissorcao) e adsorcao
fisica (fisissorcdo) (LI et al., 2013). Segundo RUTHVEN (1984), as principais diferencas
entre 0s processos de quimissorcao e fisissorcdo podem ser listadas conforme a Tabela 4

A fisissorcdo é um processo que pode ser caracterizado pela fraca interacdo das
moléculas adsorvidas com a superficie do adsorvente, envolvendo principalmente interacGes
intermoleculares, conhecidas como forcas de Van der Waals. E um processo reversivel, que
ocorre na maioria das vezes em multicamadas (ABDOLALI et al., 2014).

Na quimissorcdo ocorre uma interacdo quimica entre o sélido adsorvente e o soluto a
ser adsorvido, o adsorvato, ou seja, ocorre transferéncia de elétrons entre as espécies. Esta
ligacdo quimica gera a formacdo de uma monocamada sobre a superficie do adsorvente. A
quimissorcdo é um processo irreversivel, jA que altera a natureza quimica do adsorvato
(YAGUB et al., 2014).
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Tabela 4: Principais caracteristicas adsorcéo fisica e adsor¢do quimica.

Adsorcéo Fisica Adsorcéo Quimica

) 3 Calor de adsorcdo da ordem de entalpias
Baixo calor de adsorcéo

da reacéo
N&o especifica Altamente especifica
Mono ou multicamadas Somente multicamadas
As moléculas adsorvidas ndo sofrem Pode ocorrer dissociacdo das moléculas
dissociacao
Ocorre a baixas temperaturas Ocorre a altas temperaturas
N&o precisa de ativacdo, é rapida e Precisa de ativacdo e pode ser irreversivel
reversivel
N&o ha transferéncia de elétrons, mas Ha& a transferéncia de elétrons, levando a

pode ocorrer a polarizagdo do adsorvato.  formacdo de ligagcdo quimica.
Fonte: Adaptado (RUTHVEN, 1984).

Fatores gue influenciam adsorcdo

De acordo com FERRARO et al. (2013) o processo de adsorcdo depende de varios
fatores, tais como:

e Estrutura molecular ou natureza do adsorvente (&rea superficial, distribuicdo dos
poros, densidade, grupos funcionais presentes na superficie e hidrofobicidade do
material).

e Natureza e a concentracdo do adsorvato (da polaridade, tamanho da molécula,
solubilidade, acidez ou basicidade).

e Condicdes de adsorcdo (temperatura, pH, velocidade de agitacéo).

O estudo da natureza do adsorvente possui diversas alternativas como, por exemplo, o
uso da técnica de impressdo molecular para a modificacdo da superficie da silica (SOARES et
al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015; BALIEIRO et al., 2016).

A técnica de impressdao molecular € uma aproximacao sintética entre a natureza do
adsorvato e do adsorvente a fim de realizar o reconhecimento da molécula de interesse. A
obtencdo do polimero impresso molecularmente (PIM) ocorre por meio da polimerizacdo da

molécula molde que é retirada da matriz deixando na sua estrutura informacoes a respeito da
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forma e tamanho para a molécula-alvo. Isso resulta na formacdo de sitios capazes de
reconhecer e religar com a molécula-alvo com alta especificidade (CLAUSEN et al., 2014).

Baseando-se na influéncia da natureza do adsorvato, deve-se considerar que para
adsorver solutos especificos e assegurar uma separacdo satisfatoria é necessario considerar a
natureza quimica do adsorvente e do adsorvato.

A influéncia das condigdes operacionais nos estudos de adsorcdo utilizando solucbes
sintéticas e adsorventes obtidos pela técnica de impressdo molecular foram realizados por
(SOARES et al., 2007) e (SANTOS, 2012) em regime em batelada. Estudos realizados pelo
grupo (SOARES et al., 2007), indicaram que a técnica de impressao molecular para o preparo
do PIM obtido pela técnica sol-gel com a finalidade de remover colesterol de uma solucéo
sintética em regime batelada atingiu 0 maximo de capacidade de adsor¢do no valor de 76,5
mg de colesterol por g de PIM.

SANTOS (2012) empregou a técnica de impressdo molecular para avaliar a eficiéncia
do PIM em relacdo a matriz pura (MP) no processo de remocéo do colesterol de uma solugéo
sintética, no tempo de 1 h, na temperatura de 25 °C em batelada. Os resultados obtidos
mostraram que a capacidade de adsor¢édo do adsorvente PIM foi de 238 mg de colesterol por g
de adsorvente quando comparado com o MP que apresentou uma remogao menor de 227 mg
de colesterol por g de adsorvente. Segundo o autor os PIMs obtidos apresentaram tamanho
dos poros maiores neste adsorvente, possibilitando uma maior remocéo de colesterol.

A partir desta perspectiva obtida pelo grupo, estudos recentes de (BALIEIRO et al.,
2016) avaliaram a cinética de adsorcdo do PIM e da matriz pura (MP) no processo de
remocdo da lactose do leite em fluxo continuo, cujas condi¢es operacionais mais eficientes
foram 12,5 cm de altura do recheio do leito do adsorvente PIM e vazdo 9 mL/min do leite
percolado na coluna de adsorcao. A adsor¢do maxima foi cerca de 62 mg de lactose por g de

adsorvente PIM.

Cinética de adsorcéo

Estudos cinéticos de adsorcdo sdo realizados com o intuito de elucidar a interacédo
adsorvente/adsorvato e de determinar parametros de equilibrio. Esses estudos sdo necessarios
para o perfeito planejamento do emprego do adsorvente e para determinar as condi¢cdes 6timas
de operacdo, com o intuito de garantir a eficiéncia e minimizar o custo do processo
(ANASTOPOULOS e KYZAS, 2014).

Durante o estudo a concentra¢do do adsorvato que permanece na solucdo decresce ao

longo do tempo até atingir um valor constante, momento em que ndo ocorre mais a remocao
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do mesmo da solucdo. A partir desse ponto a quantidade adsorvida pelo adsorvente esta em
equilibrio dindmico com a quantidade que esta dessorvendo. O tempo necessario para atingir
esta condicdo é chamado de tempo de equilibrio (EL-SHEIKH et al., 2013).

Uma maneira comumente utilizada para representar esse fendmeno é a construcdo
gréafica da isoterma de equilibrio conforme Figura 5, que consiste numa curva que relaciona a
quantidade de adsorvato por unidade de adsorvente versus a concentracdo de equilibrio do
adsorvato na solucdo, a uma temperatura constante (KILIC et al., 2013).

1,2

__e——e——»

1,0 o

c/.
0,8 /’
0,6 o /'
0.4 [ ]

0,2 hd

Quantidade adsorvida (Q )

004 o

T T g T v T T T T v T
0 200 400 600 80O 1000 1200

Conc. do adsorvato em equilibrio

Figura 5: Isoterma de adsor¢do (CHAVES, 2009).

Isotermas de adsorcao

Segundo ZHANG et al. (2012), isotermas de adsor¢do sdo muito importante para a
otimizacdo do sistema de adsorcao e podem ser utilizadas para calcular a capacidade maxima
de adsorcdo. Essas informacBes complementam os estudos cinéticos do processo, auxiliando a
interpretacdo do mecanismo de interacao entre adsorvente e adsorvato.

Muitas equacOes tedricas ou semi-empiricas foram desenvolvidas para interpretar ou
predizer as isotermas. Algumas formas mais comuns de isotermas serdo apresentadas através
dos modelos de Langmuir e Freundlich.

O modelo de adsorcdo proposto por Langmuir apesar de ser considerado um modelo
ideal, pode ser usado para descrever varios processos. Ele considera o fendmeno de adsorc¢édo
em superficie homogénea, com um nimero fixo de sitios livres disponiveis na superficie, e

com a formacdo de uma camada superficial monomolecular. O modelo também considera que
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as moléculas adsorvidas ndo sofrem interagdo como o meio e nem entre si (HADI et al.,
2015).
As curvas das isotermas de Langmuir séo obtidas de acordo com as equagdes (1a) e

(1b), nas formas normal e linearizada, respectivamente.

_ QeKadsce
QE B 1+ Kadsce (la)
G ! + Ce (1b)
Qe QmuKads Qmeu{

Em que:

Qe = quantidade adsorvida no equilibrio;

Ce= € a concentracdo em solucdo no equilibrio;
Qmax= quantidade méxima adsorvida;

Kmax= constante de adsor¢éo;

Em alguns casos curvas referentes a esse modelo (C./Qe versus C.) apresentam o
comportamento de uma equacao de reta que serd utilizada nos calculos para obtencdo dos
valores de Qmax € Kags, @ partir dos coeficientes linear e angular que estas retas apresentam.

O modelo de adsorcéo proposto por Freundlich foi um dos primeiros a equacionar a
relacdo entre a quantidade de material adsorvido e a concentracdo do material na solucao. Este
considera adsorcdo em superficie heterogénea, com sitios com diferentes energias de adsorcao
e distribuicdo ndo uniforme (NJOKU et al., 2014).

As equac0es (2a) e (2b) representam a forma linearizada e nédo linearizada deste modelo,

respectivamente.

1
]-D'ng = 1Dg Kads + _]'Dg Ce (2&)
In
1."
QE = Kadsce o (2b)
Em que:

n= representa a constante de adsorcéo determinada experimentalmente.
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Modelagem de curvas de rupturas

O desempenho de uma coluna de leito fixo pode ser previsto através da abordagem de
modelagem matematica das curvas de ruptura. A modelagem de dados disponiveis a partir de
estudos de coluna facilita o potencial de ampliacéo de escala (SONG et al., 2015).

Para o estudo da modelagem fenomenoldgica, muitas equacdes analiticas sdo usadas
para descrever as curvas de ruptura em coluna de leito fixo. Entre os modelos usados, 0s
modelos de Adams-Bohart, Thomas e Yan foram selecionados neste trabalho conforme as

equacoes 3, 4 e 5.

Modelo Adams-Bohart

O modelo de Adams-Bohart descrito na equagdo 3, assume que a taxa de adsorcdo €
proporcional a capacidade residual do adsorvente e a concentracdo das espécies adsorventes.
No modelo ainda é considerado que a velocidade do fluido e a capacidade de retencdo do leito
sdo constantes ao longo da coluna (CRUZ-OLIVARES et al., 2013).

C 1

c. N, K 3)

Co 1+exp(—°-—vﬂ~BI—Z—KﬁB- Co -t)

Onde: C ¢ a concentracdo de lactose do leite (mg/L) no tempo t, Co é a concentracéo
inicial (mg/L) de lactose no leite, No é a capacidade de adsor¢do do leito (mg/L), Kag €
constante de Adams-Bohart (L/min.mg), Z é a altura do leito (cm), v é a taxa de fluxo linear

(cm/min) e t € o tempo (mMin).

Modelo de Thomas

O modelo Thomas ¢ um dos modelos amplamente utilizado para avaliar o desempenho
de colunas de leito fixo. Esse modelo leva em consideracdo as seguintes aproximacoes:
dispersdo axial e radial despreziveis na coluna e assume a cinética de Langmuir para adsor¢ao

(JANG et al., 2016). A equacdo do modelo pode ser expressa pela equacao 4.

C 1

Co 1+ exp {Kth 'th m Ky 'Su .vt) (4)
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Onde: C ¢ a concentracdo de lactose no leite (mg/L) no tempo t, Co é a concentracao
inicial de lactose no leite (mg/L), Ky, é a constante de Thomas, (L/min.mg), q; é a capacidade
maxima de adsorcdo (mg/g), m é a massa do adsorvente (g), V: é o volume de leite (L) no

tempo t e Q é a vazdo (L/min).

Modelo de Yan

O modelo desenvolvido por Yan minimiza o erro do modelo de Thomas, especialmente
para tempos de operacdo curtos e longos (CHIAVOLA et. al., 2012). O modelo de Yan é

descrito pela equacéo 5.

c—ﬂ‘l‘—@-t)a 5)

Onde: Q é a vazdo mL/min, t é o tempo de operacdo da coluna (min), a € o parametro do

modelo de Yan e b € definido pela equacéo 6.

b= Jyen M

o ©

3.5.2 Dessorcao

Para que o processo de adsorcdo se torne ciclico, sdo necessarias no minimo duas
etapas: A adsorcdo e a dessorcdo (BILAL et al., 2013). A dessorcdo tem como objetivos
restaurar a capacidade de adsor¢do do adsorvente, assim como recuperar componentes retidos
na fase adsorvida (DEVI e SAROHA, 2016).

Dentre os mecanismos utilizados nesta etapa destacam-se: dessor¢do térmica, quimica,
fisica, microbiologica e extracdo por solventes (ROMAN et al., 2013). A eficiéncia e a
escolha do mecanismo no processo de dessorcdo estdo associadas ao tipo de interacdo entre
adsorvente e adsorvato e as caracteristicas do sistema (pH, temperatura e vaz&o) (ROMAN et
al., 2013).

A literatura relata estudos de dessorcdo em polimeros impressos molecularmente
(PIMs) de componentes interferentes no leite, oriundos do processo de contaminagdo durante

0 uso de embalagens ou resultante do uso de antibidticos em animais. Em todos os casos, 0
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mecanismo utilizado durante a dessor¢do é a extracdo com solventes, cujas varidveis

analisadas e tipos de solventes séo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Solventes utilizados na dessor¢cdo em PIMs de contaminantes do leite.

Contaminantes Solventes Variaveis Referéncias
Bisfenol A Metanol pH e VVolume XU et al., 2011.
Estrogénio Acetona pH e tempo DING et al., 2011.

Cefalosporina Metanol Volume QUESADA et al., 2012,

Enrofloxacino  Acetonitrila e agua Volume SUN et al., 2012.

Oxitetraciclina Metanol e &gua  VVolume e concentragéo LV et al.,2012.

Segundo SALVADOR et al. (2015), existem varias razdes para utilizar o método de
reuso por lavagem com solventes. E um método fécil e préatico de implementar em um processo
produtivo, ndo proporciona perda de massa e ndo causa danos a estrutura porosa e a natureza
quimica do adsorvente, como ocorre nos métodos térmicos e quimicos, respectivamente Além
disso, os solventes organicos podem ser recuperados, portanto foi a metodologia de reuso adotada

no presente estudo.

3.5.3 Cristalizacao

A cristalizacéo € a principal técnica de separacdo e purificacdo utilizada na industria de
laticinios para recuperar a lactose do soro do queijo (WONG e HARTEL, 2014). O processo
de separacdo com base na formacdo dos cristais permite obter produtos com elevado grau de
pureza, empregando baixa quantidade de energia no processo (CHABANON et al., 2016).

De acordo com MEHTA e BATSTONE, (2013) a cristalizacdo envolve duas fases:
nucleacdo e crescimento dos cristais, ambas sdo impulsionadas pela supersaturacdo da solugédo
e podem influenciar diretamente as caracteristicas do produto, como tamanho, formato,
rendimento e pureza dos cristais.

A primeira fase, comumente denominada nucleacéo, é responsavel pelo surgimento dos
cristais de tamanho-zero (nucleos) que aparecem como resultado da agregacdo de moléculas
ou ions em uma solucdo supersaturada (WONG e HARTEL, 2014). Esta fase ainda pode ser
subdividida em nucleacdo primaria, iniciada em presenca ou auséncia de particulas em
suspensdo e nucleacdo secundaria, que requer a iniciacdo da cristalizacdo por intermédio de
cristais de semeadura (LENKA e SARKAR, 2014).
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A segunda fase € o crescimento de nlcleos onde os grupos de moléculas ou ions séo
estaveis que crescem até atingir o tamanho e se tornam visiveis em tamanhos. O nucleo cresce
até atingir o tamanho macro que é o cristal propriamente dito (CHANDRAPALA,
WIJAYASINGHE; VASILJEVIC, 2016).

O crescimento de cristais é afetado por alguns pardmetros do processo e caracteristicas
da solucdo, incluindo supersaturacdo, temperatura, pH, agitacdo e numero de cristais presentes
na solucéo, conforme descrito na Tabela 6.

DINCER et al. (2014), avaliaram o efeito da supersaturagdo no processo de recuperacao
da lactose em solugéo aquosa, e observaram que o tempo de inducdo na formagao dos cristais,
diminuiu significativamente de (1800 para 100 min) com o aumento da concentracdo da
lactose de (5 para 15 g por 100 g de agua). Essa reducdo do tempo de inducdo esta associada
ao fato da supersaturacdo influenciar diretamente a nucleacdo homogénea (DINCER et al.,
2014).

Tabela 6: Efeito dos parametros no processo de cristalizacéo da lactose.

Parametros do Processo Efeito

Supersaturagio Aumento da taxa de crescimento com
aumento da supersaturagao.

Temperatura Aumento da taxa de mutarotagdo com o
aumento da temperatura.

pH Alteracdo do equilibrio durante a

mutarotacdo devido as diferentes taxas de
crescimento da o lactose.

Agitacao Distribuicdo da temperatura, transferéncia
de calor e massa.
Numero de cristais em solugdo Aumenta o0 crescimento da taxa de

dispersao, influenciando o crescimento de
cristais pequenos.

Fonte: (WONG e HARTEL, 2014).

A influéncia da temperatura no processo de mutarrotacdo da lactose em solucdo aquosa
foi estudado por JAWAD et al. (2014) que obtiveram diferentes tempos para obtencdo do
equilibrio final (37 % a-lactose - 63% B-lactose), 26 ha 0 °C; 3 ha?25°C;e 1l he 22 mina60
°C e concluiram que quanto maior a temperatura, mais rapidamente o equilibrio final é
estabelecido.

PATEL e MURTHY, (2011) investigaram a importancia do pH e da agitacdo no
processo de recuperacdo da lactose no soro do leite por cristalizacdo. Resultados mostraram

que houve um aumento de aproximadamente 3 % na recuperacao da lactose com a reducgéo do
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pH de 5,5 para 2,5, provavelmente associado ao efeito de mutarotagdo que se mantem minimo
e constante entre pH 3 e 7. O mesmo efeito foi observado com o aumento da velocidade de
agitacdo de 500 para 1000 rpm, em virtude que 0 aumento na agitagcdo provoca o0 aumento da
area de superficie onde a cristalizacdo pode ocorrer.

3.6 Busca de anterioridade

Nesta secdo séo apresentadas a partir da busca de anterioridade, as principais patentes
relacionadas a recuperacdo da lactose, as técnicas utilizadas ao longo do processo e 0 processo

integrado proposto.

3.6.1 Patentes

A descrigdo técnica com busca de anterioridade de patentes relacionada ao processo de
recuperacdo da lactose foi realizada. Nesta pesquisa foi observado que as patentes encontradas
mencionam apenas o uso da tecnologia de membranas durante a etapa de remocéo e a técnica
de cristalizacdo durante o processo de recuperagdo da lactose.

A patente WO 2014/ 14 1164 Al utiliza o processo de remocdo da lactose do leite e de
derivados baseado nos processos de filtracdo, ultrafiltracdo e nanofiltracdo. Apos a remocao
de lipidios, proteinas e sais, utiliza-se o processo de cristalizacdo baseado no arrefecimento
(resfriamento) para a formacéo dos cristais.

A outra patente EP 2 617 727 Al utiliza o processo de desmineraliza¢do do soro do leite
e em seguida usa o processo de cristalizacdo por arrefecimento para recuperar a lactose do
soro desmineralizado.

Alternativamente, a patente GB200185 (A) descreve o processo de recuperacdo da
lactose no soro usando a precipitacdo acida da caseina antes do processo de cristalizacdo por
arrefecimento.

De acordo com as publicagtes, observa-se que o processo de remocao da lactose quando
aplicado ao leite e seus derivados ocorre através da técnica de separacdo por membranas,
ocasionando a retencdo de outros constituintes do leite, resultando em perdas das propriedades
sensoriais. Enquanto que a etapa de recuperacdo da lactose ocorre por intermédio do processo
de cristalizacdo por arrefecimento, ap0s a precipitacdo na maioria das vezes de proteinas e
sais. Essa técnica ndo € aplicada diretamente no leite pelo fato de que a presenca de outros

constituintes como proteinas e sais, que interferem no processo de cristalizacdo da lactose.
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Portanto, seria de grande utilidade e interesse industrial um processo que consiste em
utilizar a técnica de adsorcéo baseada na impressdo molecular para remover a lactose do leite
e a cristalizacdo a partir da adicdo de etanol para recuperar a lactose ap06s a sua eluicdo das
particulas adsorvente, de modo que a biomolécula de lactose obtida apresente poucas
impurezas e que as propriedades sensoriais do leite estejam dentre os parametros exigidos

pelos 6rgédos regulamentadores ou pela legislacao vigente.

3.6.2 Técnicas de recuperacgao

BUND e PANDIT (2007a) estudaram a recuperacdo da lactose do soro do leite de
bufala desproteinado através da técnica de cristalizacdo. Neste estudo o etanol foi utilizado
como anti-solvente sob agitacdo em solugdo para induzir o crescimento dos cristais,
proporcionado uma recuperacdo de mais 90 % da lactose com grau de pureza entre 97 - 99 %
para um tempo de agitacdo de uma hora e uma concentracao de etanol de 85 % v/v. BUND e
PANDIT (2007b) avaliaram o efeito do ultrassom em relacdo a agitacdo no processo de
recuperacdo da lactose de uma solucdo sintética durante a fase nucleacdo. Nesse estudo foi
utilizado o etanol como anti-solvente e as amostras sonicadas foram comparadas com as nédo
sonicadas. Os resultados mostraram que foi possivel obter uma maior recuperagédo cerca de
91,48% da lactose durante 5 min de sonicacdo, quando comparada com os 14,63 % da
amostra que foi apenas agitada.

CUARTAS-URIBE et al. (2009) utilizaram a técnica de separacdo por membrana no
processo de recuperacdo da lactose do soro obtido da producdo de queijo, a partir da
utilizacdo de membranas de nanofiltracdo (NF) logo apds as de ultrafiltracdo (UF). Essa
configuracdo proporcionou uma recuperacdo de 80 % da lactose para uma pressdo de 2,5
MPa.

A possibilidade de integracdo de mais de um tipo de membrana também foi analisada
por SOUZA et al. (2010) que investigaram a eficiéncia de quatro processos integrados,
incorporando microfiltracdo, ultrafiltracdo, troca ibnica, osmose reversa, no processo de
recuperacdo e purificacdo de lactose de soro do queijo. Os resultados obtidos demonstraram
que o processo de microfiltracdo (tamanho nominal do poro 0,2 um), ultrafiltracdo UF (peso
molecular 5 kDa), troca ibnica e osmose reversa, resultou numa lactose com um grau de
pureza de 99,8 % e uma recuperacédo de 74 %.

PATEL e MURTHY (2011) usaram a acetona como anti-solvente no processo de
recuperacdo de lactose por cristalizacdo no soro parcialmente desproteinado. Os resultados

mostraram que foi possivel recuperar 90 % de lactose do soro depois de 1 h de agitacdo com
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uma concentracdo de 85 % v/v de acetona e que o tamanho dos cristais foi afetado pelo tempo
de cristalizacao.

O estudo da influéncia da proteina no processo de cristalizacdo da lactose foi
investigado por DAS e LANGRISH (2012) através de soluges sintéticas de lactose e caseinas
nas proporcoes de 99,5:0,5 e 98:2 respectivamente. Nesta andlise a presenca da proteina com
lactose aumentou o tempo de laténcia para nucleacdo por duas vezes o seu valor original em
relacdo a lactose pura. Percebeu-se ainda que a solu¢do com maior teor de proteina apresentou
uma maior barreira de energia a ser superada para a formagdo dos cristais, sugerindo assim
que a presenca da proteina afeta o estagio de nucleacéo.

ZISU et al. (2014) verificaram a influéncia do ultrassom no processo de recuperacao da
lactose no soro concentrado em relacdo a cristalizacdo e o tamanho dos cristais. Os resultados
mostraram que a sonicacao de soro iniciou a rapida formacdo de um grande nimero de cristais
de lactose pelo fato da cavitacdo acustica aumentar a taxa de cristalizacdo. Resultando em
cristais menores do que agitacdo convencional proporcionando um maior controle da
distribuicdo do tamanho do cristal. Resultados semelhantes foram encontrados por DINCER
et al. (2014) que avaliaram o efeito da sonocristalizacdo da lactose uma solucdo aquosa. De
acordo com o que foi observado, apesar da sonicacdo influenciar a taxa de cristalizacéo
durante a etapa de nucleacdo, ndo ocorre nenhuma alteracdo na morfologia dos cristais.

Com base nos trabalhos publicados nos ultimos 10 anos em relacdo a recuperagdo da
lactose, foi observado que a técnica de recuperacdo da lactose por cristalizacdo tem se
mostrado bastante promissora. Apesar de alguns trabalhos utilizarem a técnica de separacao
por membranas no processo de recuperacao da lactose, esse método tem enfrentado problemas
em relacdo as perdas nutricionais do leite devido a falta de seletividade, o que acaba exigindo
maior nimero de membranas. Baseando-se na revisdo da literatura e na pesquisa de
anterioridade que ainda ndo foram encontrados trabalhos que integrem a técnica de adsorcéo e

cristalizacdo no processo de remocdo e recuperacdo da lactose, respectivamente.

3.6.3 Sistemas de producao de lactose

A producéo industrial da lactose envolve essencialmente o soro do leite concentrado ou
permeado proveniente da separacdo de membranas, cristalizacdo da lactose do concentrado,
recuperacdo dos cristais da lactose por centrifugacdo e secagem dos cristais (FOX et al.,
2015b). Essa biomolécula além de estar facilmente disponivel como subproduto na indudstria
de lacticinios, tem despertado o interesse comercial devido as suas propriedades especificas,

tais como estabilidade fisica e quimica e baixa toxicidade (PILCER et al., 2012).
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O meio para obtencdo da lactose a partir do soro do leite em sua maioria possui a etapa
de precipitacdo da caseina por meio acido, seguido das etapas de cristalizagdo, centrifugacao e
secagem dos cristais. Neste método a precipitacdo do contetdo proteico do soro ocorre em
funcdo da interferéncia das proteinas na formacéo dos cristais (WONG e HARTEL, 2014).

O processo de formacéo dos cristais, ocorre em fungdo do estado de supersaturacdo da
solugéo, que por sua vez depende das condi¢des de temperatura, pH e da presenca ou ndo de
interferentes na solucdo. Esses interferentes dificultam a formagédo dos cristais e torna a
cristalizacdo um processo lento (WONG e HARTEL, 2014).

A outra configuracdo utilizada para a producao da lactose € a tecnologia de separacédo de
membranas, combinadas com as etapas de centrifugacdo e secagem. Esta técnica consiste na
separacdo dos constituintes presentes nos soro do leite ou no retentado, com base em
tamanhos moleculares e depende das caracteristicas de retencdo de cada membrana. Neste
contexto, 0s quatro principais processos de separacdo de membrana utilizados na industria de
laticinios sdo: microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose reversa
(OR) (SOUZA et al., 2010).

Embora o processo de separacdo de membrana produza alta recuperacdo de lactose,
esses processos tornam-se ndo econdmicos, uma vez que 0S processos de membrana
envolvem capital elevado e recorrentes custos, devido a vida util limitada da membrana e a
altas pressdes de operacdo (PATEL e MURTHY, 2012).

Os problemas apresentados por essas tecnologias, no que se refere a limitacdo da
cristalizacdo aplicada somente ao soro e aos altos custos provenientes dos varios tipos de
membranas, contribuiram para a buscas no novas tecnologias no processo de fabricacdo de
lactose.

Essas perspectivas permitiram nosso grupo, avaliar a integracdo da técnica de impressao
molecular no processo de remocdo da lactose, seguida pelo o processo de cristalizacdo usado
para recuperar a biomolécula. A técnica de impressdo molecular além da sua seletividade
apresenta como principais vantagens: a pouca energia empregada no processo, as condicoes
brandas de operacdo em relacdo a pressdo e temperatura e a possibilidade de reutilizacdo do

adsorvente impresso molecularmente.
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4. MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

Nesta secdo sdo apresentados os principais materiais e a metodologia utilizada neste
trabalho durante a preparacdo de particulas adsorventes impressas molecularmente (PIM),
adsorcdo da lactose do leite em regime batelada, adsorcdo e dessorcéo da lactose do leite em
coluna de leito fixo com fluxo continuo, estudo de reuso do adsorvente, a recuperacdo da
lactose por cristalizacdo em solucdo sintética e no leite, analise fisico quimica e andlise
microbioldgica do leite e da lactose recuperada e sistema integrado. Para uma melhor

visualizacdo na Figura 6 tem-se 0 esquema apresentando as etapas realizadas.

Leite
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‘ Adsorcado de lactose do leite
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Figura 6: Esquema das etapas do estudo integrado para obtencdo da 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%); hidréxido
de sddio (97%); acido cloridrico (37%); hidréxido de aménia (30%); cloroférmio (99,8%);
acido acético glacial (99,8%) e etanol (99,8%) adquiridos da Vetec. Os demais reagentes

utilizados foram P.A. de grau analitico.
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4.1.2 Leite

Amostras de leite cru refrigerado bovino, 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 microrregido 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),
onde ficaram sob congelamento (-20 °C) até o uso.

4.2 Metodologia experimental

Os procedimentos experimentais foram: a preparacdo dos sélidos adsorventes obtidos
pela técnica sol-gel, teste em batelada para adsorcdo da lactose do leite; adsorcdo e dessorcdo
da lactose do leite em coluna de leito fixo com fluxo continuo, reuso do adsorvente e estudo

de recuperacéo da lactose em solucgéo sintética e no leite por cristalizacao.

4.2.1 Preparacdo do adsorvente

Neste trabalho o adsorvente impresso molecularmente com a solucdo de lactose
(Polimero Impresso Molecularmente/PIM) foi preparado utilizando a técnica sol-gel, e com o
precursor dos grupos silanois, o Tetraetilortossilicato — TEOS. O TEOS, por ser altamente
higroscépico foi manipulado, durante a pesagem e preparagdo das solugdes, em ambiente de
atmosfera controlada, ou seja, em atmosfera inerte, utilizando gas nitrogénio. A metodologia
de preparo do adsorvente impresso molecularmente fundamentou-se de acordo com o
procedimento descrito por BALIEIRO et al., (2016).

No preparo do adsorvente PIM, 30 mL de TEOS foi dissolvido em 36 mL de etanol,
absoluto sob atmosfera inerte de nitrogénio. Foi adicionado 0,11 mL de acido cloridrico
diluido em 5 mL de agua ultra pura (solucao pré-hidrolisante); a mistura foi agitada (20 rpm)
durante 90 min a 35 °C. Transcorrido esse tempo, adicionou-se 1,0 g de lactose PA diluida em
10 ml de agua ultrapura, seguida de 1 mL de hidroxido de aménia diluido em 6 mL de etanol
(96%) (solucdo de hidrdlise), a mistura foi mantida em repouso a 4 °C durante 18 horas para
efetuar a policondensacdo. O gel obtido foi lavado com agua ultrapura a 60 °C e seco a vacuo
e temperatura ambiente por 24 h. A distribuicdo granulométrica do gel seco de PIM foi
determinada por meio de separacdo utilizando conjunto de peneiras da série ABNT
(Associacdo Brasileira de Normas Técnicas) de forma manual obtendo particulas de tamanho
de 60 mesh.
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4.2.2 Avaliacédo da remocao da lactose do leite no processo em batelada do adsorvente PIM

Foram conduzidos experimentos preliminares com o objetivo de avaliar a influéncia da
massa do adsorvente e o tempo de equilibrio no processo de adsorcéo de lactose do leite.

Neste ensaio, foram transferidas 25 mL de leite volumetricamente para “erlenmeyers”
de 125 mL contendo massas de 1,0; 2,0; 3,0, 4,0 e 5,0 g do adsorvente PIM (polimero
impresso molecularmente). A mistura foi entdo agitada através de um “shaker” (Tecnal) em
velocidade constante de cerca de 200 rpm, durante 150 min a 35 °C. Transcorrido o tempo de
contato do leite com adsorvente, aliquotas do sobrenadante foram retiradas e filtradas através
de filtros Millipore com didmetros de 0,45um e o teor de lactose foi analisado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para a construcdo das cinéticas,
adicionou-se 2 e 4 g de adsorvente a 25mL de leite em “erlenmeyers” de 125 mL, estes foram
agitados em “shaker” (Tecnal) a temperatura de 35 °C sob agitacdo de 200 rpm. Em intervalos
regulares de tempo (5, 10, 15 e 30 min; 1, 2 e 3h), foram coletadas aliquotas para analise, até
que o equilibrio fosse atingido e a concentracdo da solucdo remanescente foi determinada
atraves da técnica de Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia.

4.3 Estudo do sistema integrado de recuperacéo de lactose do leite

Nesta fase, para a implementacdo do sistema integrado de recuperacdo de lactose,
foram realizados ensaios de adsor¢édo/dessorcdo em coluna de leito fixo e de cristalizacdo em
solucdo sintética, com o intuito de determinar as melhores condi¢bes experimentais para o

processo integrado.

4.3.1 Adsorcao e dessorcéo da lactose em coluna de leito fixo

A Figura 7 representa o diagrama da unidade experimental usada para estudar o
processo de adsorcéo e dessorcdo da lactose em coluna de leito fixo recheada com particulas
adsorventes impressas molecularmente. O sistema em fluxo continuo foi constituido de uma
coluna de vidro encamisada com diametro de 2,5 cm interno e 30 cm de altura e uma bomba
peristaltica (Modelo BP-60) utilizada no controle da vazéo.

Inicialmente a coluna foi preenchida manualmente com o polimero impresso
molecularmente (PIM) com granulometria 60 mesh, até que a quantidade de adsorvente
atingisse a altura de 12,5 cm (quantidade que representa a maior capacidade de adsorcdo da
lactose determinada por BALIEIRO et al. (2016). Ap6s o preenchimento, a etapa de adsor¢ao
foi iniciada com a abertura das valvulas 1 e 2. Durante essa fase, o leite foi percolado com

fluxo de 9 mL/min durante 30 min, através da coluna encamisada a uma temperatura de 34
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°C. Transcorrido o tempo de saturacdo do adsorvente, as valvulas 1 e 2 foram fechadas e as
vélvulas 3 e 4 abertas, iniciando o processo de dessor¢do da lactose do adsorvente. Ao longo
da dessorcao, foi avaliado o efeito das variaveis operacionais sobre a recuperacdo da lactose
na coluna empacotada por um planejamento composto central rotacional, com duas variaveis
independentes (vazdo e temperatura), e rendimento em relagdo a lactose dessorvida como
variavel dependente. Trés repeticdes no ponto central foram incluidos de acordo com a Tabela
7. O percentual de lactose adsorvida e dessorvida a partir do adsorvente impresso
molecularmente foi determinado com base na técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), conforme os cromatogramas em Anexo 2 A. Apos a eluigdo, a lactose foi

recuperada através do processo de cristalizacdo por adi¢do do anti-solvente etanol.

Sistema integrado

Dessorcio
V3

Adsorcio
%!

Balieiro et al., 2016.
Brazilian Journal.

Bomba

Eluente

V2
P

Leite com baixo.

teor de lactose

Este
Estudo

L Cristalizacio

Cristais de lactose

Figura 7: Unidade experimental utilizada no processo de adsor¢do/dessorcéao da lactose em
coluna de leito fixo recheada com particulas adsorventes impressas molecularmente (PIM),
seguida da etapa de cristalizacao.
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Tabela 7: Matriz codificada e decodificada do planejamento composto central
rotacional para estudar a dessorcao da lactose em coluna de leito fixo utilizando PIM.

Ensaios Temperatura Vazéo Temperatura Vazéo
(°C) (mL/min) (°C) (mL/min)

Variaveis Codificadas Variaveis Descodificadas
1 -1 -1 34 3
2 1 -1 60 3
3 -1 1 34 9
4 1 1 60 9
5 -1,41 0 29 6
6 1,41 0 65 6
7 0 -1,41 47 2
8 0 1,41 47 10
9 0 0 47 6
10 0 0 47 6
11 0 0 47 6

4.3.2 Reuso do adsorvente

Com o intuito de estudar a eficiéncia do material adsorvente, em relacdo a recuperagéo
e 0 reuso, foram realizados ciclos de adsor¢do-dessor¢do. Durante a adsorgdo, o leite foi
percolado com um fluxo 9 mL/min através da coluna de leito fixo encamisada a temperatura
34 °C. Transcorrido o tempo de 30 min necessarios para saturacdo do adsorvente, o fluxo foi
interrompido e iniciou-se 0 processo de dessorcdo. Na dessor¢do, a lactose retida no
adsorvente, foi recuperada utilizando como eluente agua ultrapura, nas condicGes
experimentais (3 mL/min e 34 °C) de maior rendimento no processo de recuperagdo de
lactose, obtidas anteriormente. Apos a eluicdo, o leito foi lavado com etanol PA nas mesmas
condicdes usadas durante o processo de dessorcdo, antes de iniciar o novo ciclo. As amostras
coletadas durante as etapas de adsorcdo e dessorcdo foram analisadas através da técnica
CLAE.

4.3.3 Avaliacdo da recuperacdo da lactose em solucdo sintética e da lactose recuperada do

leite através do processo de cristalizacdo

Durante esta etapa foram conduzidos experimentos preliminares com o objetivo de
estudar a recuperacdo da lactose em solucdo sintética por meio do processo de cristalizacao,
utilizando um planejamento estatistico como ferramenta para andlise da influéncia das
variaveis independente: volume de etanol e tempo de agitacéo.

O processo de recuperacdo da lactose por meio da cristalizacdo foi realizado a partir da

diluicdo de 6 g do padrdo de a lactose em 20 mL de agua ultrapura, mantida sob agitacéo
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constante de 735 rpm no agitador magnético. A solucdo foi inicialmente aquecida a 60 °C
para garantir a completa dissolugdo e em seguida resfriada a temperatura de 25 °C antes da
adicdo do etanol. Apds a adicéo, a solucgdo foi filtrada utilizando Kitassato de borosilicato,
funil de Buchner e papel filtro quantitativo porosidade 0,8 pum, ligados a uma bomba de
vacuo, separada e secada num dessecador por um periodo de 24 horas antes do processo de
pesagem (KOUGOULOS et al., 2010).

Para avaliar a influéncia das variaveis no processo de recuperacao da lactose, utilizou-
se um planejamento experimental 22 com 3 pontos centrais, cujos niveis s&o apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8: Matriz codificada e descodificada de planejamento fatorial completo 22 para
estudar a capacidade de recuperacédo da lactose em solugéo sintética por cristalizacao.

Variaveis codificadas Variaveis descodificadas
Ensaio  Volume de etanol Tempo de agitacdo Volume de etanol Tempo de agitacdo
(mL) (min) (mL) (min)
1 -1 -1 40 10
2 +1 -1 60 10
3 -1 +1 40 60
4 +1 +1 60 60
5 0 0 50 35
6 0 0 50 35
7 0 0 50 35
Controle 0 0 50 60

" Controle (Sem Agitacio)

4.3.4 Sistema integrado para obtenc¢do da lactose do leite

Apos o uso do planejamento experimental nos processos de dessorcao e cristalizagdo em
solucdo sintética, realizou-se o estudo integrado do processo, com o intuito de obter os cristais
de lactose do leite e comparar com os cristais da solucdo sintética. Durante essa etapa foram
realizados alguns ensaios com o intuito de observar a influéncia do volume do solvente e o

tempo de agitacdo no tamanho e morfologia dos cristais de lactose obtidos.
4.4 Métodos analiticos

4.4.1 Determinacdo da concentracao de lactose

A dosagem de lactose nos experimentos com o adsorvente PIM foi realizada por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Na determinagdo de concentracdo de
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lactose nos experimentos, foi empregado um cromatégrafo Shimadzu Co (modelo LC-10),
equipado com forno (45 °C), injetor automatico de amostras, detector de indice de Refrago
(IR), marca Shimadzu Co (modelo RID 10 A). A coluna analitica utilizada para todos os
ensaios foi a Luna NH2 (150 x 4,6 mm) (Phenomenex) com grupos amina ligados
quimicamente a silica. A fase-movel utilizada era constituida de 60 % de acetonitrila e 40 %
de agua Milli-Q, fluxo de 1,5 mL/min, volume de injeg¢do da amostra de 10 pl, sendo o tempo
total de analise de 10 minutos (BALIEIRO et al., 2016). Foi preparada a curva de calibragdo
para a dosagem de lactose no experimento usando o PIM e apresentada no ANEXO 1 A. As
amostras foram filtradas e injetadas no equipamento.

4.4.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA foram obtidas no equipamento DTG-60H simultdneo com o0 DTA-
TG Shimadzu e analisadas no software Thermogravimetric Analyser, tomando por base a
perda da massa em fungdo da temperatura. As seguintes condi¢cdes operacionais foram
utilizadas: razéo de aquecimento de 20 °C/min, na faixa de temperatura ambiente a 1000°C,

com variacdo de massa de 2 a 6 mg e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min.

4.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras foi investigada usando a Microscopia Eletrénica 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 ¢ 80 pA.

4.4.4 Caracterizacao Fisica em B.E.T. (BRUNAUER-EMMETT-TELLER)

As areas de superficie das amostras: silica controle (PIM-controle), silica apds o
primeiro ciclo (PIM-C1) e silica ap6s o quinto ciclo (PIM-C5), 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 adsorcdo de nitrogénio
usando o aparelho BET (Modelo NOVA 1200e). Antes da analise, as amostras foram
submetidas a um pré-tratamento a 120 °C por 48 horas, para eliminar a agua existente nos

poros das amostras.
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4.5 Caracterizacao fisico-quimica do leite e da lactose recuperada

Durante essa etapa determinacdo de cinzas, umidade e acidez total titulavel foram
realizadas de acordo com os métodos descritos nas “(Normas Analiticas do Instituto Lutz,
(2008)”. Enquanto que a dosagem de lipidios foi determinada de acordo com (BLIGH e
DYER, 1959).

4.5.1 Determinacéo de cinzas

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

foi incubado na mufla até que o residuo apresente uma colora¢do branca ou cinza claro.

4.5.2 Determinacgdo de umidade

Baseou-se na determinacdo da perda de massa de uma amostra de 2 g de produto
lacteo, em uma estufa a 105 °C, até peso constante.

4.5.3 Determinacdo da acidez total titulavel

Pesou-se 10 g da amostra em um béquer, em seguida adicionou-se 10 mL de agua
isenta de gas carbono e misturou-se com bastdo de vidro. Logo apos, adicionou-se 5 gotas de
fenolftaleina e titulou-se com hidroxido de sédio 0,1 M, até o aparecimento de uma coloracao

rosea.

4.5.4 Determinacao de proteinas

A proteina foi quantificada pelo método de Kjeldahl, o qual estd baseado na
determinacéo do teor de nitrogénio da amostra. Esse método compreende trés etapas: digestao
da amostra, destilacdo e titulagdo. No primeiro momento, foi feita a digestdo de 0,2 g de
amostra, a qual foi pesada, digerida com &cido sulfurico concentrado na presenca de 1,5 g de
catalisador (96% K,SO, + 4% CuS0O,4.5H,0). Em seguida, ocorreu a reacao do bissulfato de
amonio formado com hidroxido de sddio para a liberacdo de amdnia, dentro de um volume
conhecido de &cido bodrico. O borato de amdnio formado foi dosado com uma solucédo
padronizada de acido cloridrico para obtencdo do teor de nitrogénio. A conversao do teor de
nitrogénio em proteina foi feita através do fator de conversdo 6,38, utilizado para leite e

derivado.

35



4.5.5 Determinacéo de lipideos

A determinacdo de lipidios foi realizada de acordo com a metodologia descrita 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 &gua destilada,
agitou-se por 3 min, adicionou-se 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucéo de sulfato de
sodio 1,5%, agitando vigorosamente por 2 min. Ap6s a separacdo das camadas naturalmente
em 2 minutos, a camada metandlica superior foi succionada e descartada. Em seguida, a
camada inferior foi filtrada em papel de filtro quantitativo, e 5 mL do filtrado foram
transferidos para um béquer de 50 mL, previamente tarado. Por fim a amostra foi colocada em
estufa a 100 °C para evaporacdo do solvente. Depois da evaporagdo a amostra foi esfriada em
um dessecador e pesada.

4.5.6 Determinacéo de pH

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

para medida do pH.

4.6 Andlise microbioldgica

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

4.6.1 Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes

Uma aliquota de 25 g foi transferida para um frasco de homogeneizacéo previamente
esterilizado, contendo 225 mL de solucdo diluente (solucdo salina peptonada). As aliquotas
foram homogeneizadas, com finalidade de se obter a diluicdo inicial (107%). Apds
homogeneizacdo, 1 mL da amostra foi transferida para um tubo contendo 9 mL de Solucéo
Salina Peptonada (SSP), 0,1 % obtendo-se a diluicdo 102. O mesmo procedimento foi
repetido para as demais diluicdes. Para determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e termotolerantes, foram utilizadas diluicdes de 10™ a 10 das amostras em
estudo. Em seguida foram tomados trés tubos contendo 8 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST) contendo um tubo de Durham 63 invertido, que foram incubados em estufa a

temperatura de 35-37 °C, por 24-48 h. Os positivos foram semeados em tubos contendo 8 mL

36



de Caldo Verde Brilhante Bile 2 %. tubo de Durham invertido, incubando-os a 35 °C, durante
24-48 h.

A prova foi considerada positiva somente quando foi verificado turvacdo do meio e
producdo de gas nos tubos de Durham, dentro de um periodo de incubacdo maximo de 48 h.
A determinacdo quantitativa foi realizada de acordo com a técnica do NMP, recomendada
pela American Public Health Association. Para a etapa confirmativa de coliformes
termotolerantes, 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 determinacéo de coliformes termotolerantes.

Apos a incubacdo por 24-48 horas foi realizada leitura, e os tubos que apresentavam
turvacdo do meio e producdo de gas foram considerados positivos para bactérias do grupo
coliformes termotolerantes. Para cada diluicdo, o nimero de tubos positivos foi anotado e
quantificado por meio da tabela de NMP, determinando, assim, o NMP de bactérias

coliformes termotolerantes por grama de amostra analisada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico serdo apresentados, analisados e discutidos os resultados obtidos durante
0 desenvolvimento do trabalho. Na primeira etapa, foi avaliada adsor¢cdo da lactose no
processo em batelada com o intuito de se obter o tempo de equilibrio e estudar a influéncia da
massa do adsorvente. Na segunda etapa foram realizados, estudos de adsorcédo e dessorcao da
lactose em coluna de leito fixo preenchida com o adsorvente impresso molecularmente. Na
terceira etapa o estudo de reuso do adsorvente. Na terceira etapa serdo apresentados 0s
resultados das andlises fisico-quimicas, microbioldgicas do leite e da lactose recuperada. Por
fim, serdo apresentados os resultados do processo de recuperacdo da lactose em solucdo
sintética e do leite por cristalizacdo e o sistema integrado.

5.1 Estudo da remocéo da lactose em sistema batelada

Inicialmente um ensaio foi realizado com o intuito de avaliar o tempo de equilibrio, a
partir da interacdo da solucdo de leite contendo lactose com 4 g do adsorvente PIM, definido
anteriormente por BALIEIRO et al. 2016 no estudo de adsor¢do em coluna de leito fixo. Os

resultados obtidos foram descritos através da Figura 8.
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Figura 8: Curva de remocéo da lactose do leite no adsorvente impresso molecularmente
em sistema batelada, (m =4 g de PIM; Co =22 mg/L; T = 35 °C e 200 rpm).

De acordo com o perfil da curva de remocdo foi possivel observar que a maxima

remocdo 30 % foi obtida no instante de tempo de 5 min, 0 que caracteriza o adsorvente como
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uma cinética rapida. Resultados semelhantes foram encontrados por GHASEMI et al. (2014)
que atribuiram a répida adsorcdo em fases iniciais, em funcdo da disponibilidade de sitios
ativos na superficie do adsorvente. No periodo de 5 a 30 min aconteceu um declive no perfil
de remocdo da lactose, possivelmente devido a formacdo de camadas compostas de sélidos
soliveis no leite, dificultando o acesso aos sitios ativos do adsorvente (OLIVEIRA et al.,
2015). No periodo entre 120 e 180 min a remogdo da lactose é praticamente constante,
momento em que 0 adsorvente satura, sendo assim adotou-se o tempo médio de 150 min
como tempo de equilibrio.

Apobs o estudo da cinética de remocdo da lactose no adsorvente (PIM) em processo
batelada, avaliou-se a eficiéncia do processo de remocdo em relacdo a diferentes quantidades
de adsorvente (1, 2, 3, 4 e 5 g) para um tempo de equilibrio de 150 min. Os resultados obtidos
na Figura 9 descrevem a capacidade de adsorcao (g) do PIM para as diferentes massas.
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Figura 9: Capacidade de Adsorcao do adsorvente PIM em reator agitado.

De acordo com os resultados da Figura 9, o ensaio com 4 g apresentou a maior
capacidade de adsorcdo, que corresponde a 30,41 mg de lactose por grama de adsorvente.
Enguanto que para 0s ensaios com massas inferiores a 4 gramas, apresentaram capacidade de
adsorcdo menores. Provavelmente 0s ensaios com menor massa possuem uma menor
quantidade de sitios para a adsor¢do e, consequentemente, uma maior competicdo das
moléculas de lactose por grama de adsorvente (YAGUB et al., 2014). Entretanto, para a
condicdo de 5 gramas verificou-se uma reducdo da capacidade de adsorcdo, que pode ser
atribuida a superposicdo dos sitios de adsorcdo devido ao aumento da quantidade de
adsorvente, dificultando o acesso da lactose ao molde molecular no polimero
(MAHMOODIAN et al., 2015).
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5.2 Estudo de adsorgéo da lactose em coluna de leito fixo

Apos os estudos em batelada, realizou-se um ensaio de adsorcdo da lactose do leite em
coluna de leito fixo com o intuito de elucidar a capacidade de adsorcdo do adsorvente PIM,
bem como obter os ajustes dos modelos da curva de ruptura.

Na Figura 10, pode-se observar através da curva de ruptura que o adsorvente PIM, uma
regido favoravel ao processo de transferéncia de massa, correspondente aos primeiros dez
minutos, na qual o adsorvente atingi aproximadamente 60 % da sua capacidade de adsorcao.
Transcorrido esse tempo, a curva de ruptura da remoc¢édo da lactose do leite, apresentou um
comportamento ndo usual, com a presenca de um plateau indicando um periodo de remocao
da lactose constante. Esse comportamento pode estar associado a distribui¢do preferencial de
sitios de reconhecimento especifico ou devido a uma competicdo entre os sitios ativos do
adsorvente entre outros constituintes presentes na solucdo multicomponente do leite
(BALIEIRO et al., 2016).

A curva de ruptura obtida experimentalmente foi ajustada com modelos descritos na
literatura. Para realizar a modelagem foram utilizados os modelos de Adams-Bohart, Yan e
Thomas, cujos parametros foram ajustados por uma regressao nao linear utilizando o software

livre SCiDAVis. A Figura 10 apresenta os dados experimentais e os preditos pelos modelos.
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Figura 10: Curva de ruptura e ajuste dos modelos para a adsorcédo de lactose no PIM em
coluna de leito fixo, para as condi¢des de 9 mL/min; 12,5 cm e 34 °C.

Observa-se na Tabela 9 os parametros dos modelos ajustados a partir da regressdo, bem

como os parametros de desempenho, o coeficiente de correlacdo (R?) e o chi-quadrado ().
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De acordo com os resultados obtidos, 0 modelo de Adams-Bohart apresentou 0 menor

coeficiente de correlagdo e o maior chi-quadrado, 0,47 e 0,69, respectivamente.

Tabela 9: Parametros ajustados pelos modelos de Adams-Bohart, Thomas e Yan para a
adsorcdo de lactose em coluna de leito fixo, para as condi¢Ges de 9 mL/min; 12,5cm e 34 °C.

Co Q Z Adams-Bohart Thomas Yan
K (L/min.m a
mg/L mL/min cm No (mg_/L) n 9)
Kag (L/min.mg) g (mg/g) Gyan (MY/Q)
22249 9 12,5 13,18 0,003 59
0,015 84 1,10
Ajuste R?=0,47 ¥*=0,69 R’=0,76 ¥°=0,31  R%=0,90 y°=0,13

O baixo desempenho do modelo de Adam-Bohart pode ser atribuido ao fato deste
modelo considerar que a taxa de adsorcao é proporcional a capacidade residual do adsorvente
e que o equilibrio ndo ocorre instantaneamente (SONG, et al., 2015 e WANG et al., 2015).
Apesar do baixo desempenho, 0 modelo apresentou um bom ajuste para a regido C/Cy < 0,6,
comportamento semelhante ao obtido pelos autores, que sugerem que o0 modelo é mais
indicado para descrever apenas a parte inicial da curva de ruptura, geralmente C/Cy< 0,5.

Os valores do coeficiente de correlacdo e chi quadrado obtidos para modelo de Thomas
indicam um melhor desempenho deste modelo em relacdo ao modelo de Adam-Bohart. Esse
desempenho pode ser comprovado pelo aumento do coeficiente de correlacdo de 0,47 para
0,76 e pela reducdo do chi-quadrado de 0,69 para 0,31. Resultados semelhantes foram
encontrados por JANG et al. (2016) que atribuiram o melhor desempenho do modelo ao fato
do mesmo desprezar a existéncia de dispersao axial na coluna, considerando que a adsorcdo é
a forca motriz, através de uma cinética de segunda ordem.

O modelo de Yan foi o que apresentou o melhor ajuste em relacdo aos dados
experimentais, com o maior coeficiente de correlacdo de 0,90 e menor chi quadrado de 0,13.
Esse desempenho em relacdo aos outros modelos também foi verificado por CHIAVOLA et
al. (2012) que justificaram o melhor ajuste, em virtude do modelo de Yan (equacéo 5), além
de fazer as mesmas consideracGes, minimiza os erros de predicdo que o modelo de Thomas
(equacdo 4) pode apresentar nos pontos iniciais e finais das curvas de ruptura, principalmente

em tempos muito pequenos ou muito grandes de operacao.
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5.3 Estudo de dessorcéo da lactose em coluna de leito fixo

A partir dos resultados obtidos por BALIEIRO et al. (2016) para a adsor¢éo da lactose
do leite, repetiu-se o ensaio para se ter a coluna recheada e assim iniciar os estudos de
dessorcao.

A viabilidade da dessorcdo da lactose em coluna de leito fixo preenchida com o
adsorvente impresso molecularmente, foi determinada através da cinética de dessor¢do
(Figura 11), onde se verificou a influéncia das vazdes (3,6 e 9 mL/min) durante a recuperagéo
da lactose do adsorvente (PIM). De acordo com a Figura 11, como ja era esperado, o aumento
da vazdo diminui o tempo necessario para percolacdo do solvente pela coluna, sendo que o
menor tempo (15 min) e maior (20 min) ocorreram para as vazdes de 9 e 3 mL/min,
respectivamente. De acordo com SOTELO et al. (2013), o aumento da vazdo, acarreta o
surgimento de caminhos preferenciais, reduzindo o tempo necessario de percolacdo do

solvente, impossibilitando uma eficiente interagdo entre as fases.
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Figura 11: Cinética de dessorcao da lactose em coluna de leito fixo recheada com polimero
impresso molecularmente (PIM) para as vazdes de 3, 6 e 9 mL/min.

Através das curvas descritas na Figura 11, foi possivel observar que os tempos obtidos
durante o processo de dessorcdo (15, 17,5 e 20 min), foram inferiores ao tempo de exaustao
de 30 min utilizado durante a etapa de adsor¢do. Essa caracteristica demonstra que 0 processo
possui uma cinética rapida, acarretando o uso de uma menor quantidade de reagente e energia,

0 que torna o processo economicamente viavel (CECHINEL et al., 2014). Além disso, as
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cinéticas demonstram que o teor de lactose dessorvida do adsorvente reduz gradativamente
com o tempo, sem nenhum plat6, indicando que a biomolécula é facilmente recuperada ao
longo do processo (HUSSEIN e AHMED, 2016).

Apo6s o estudo da cinética de dessorcao, realizou-se um planejamento experimental do
tipo composto central rotacional descrito na Tabela 10 para analisar a influéncia das variaveis

vazdo e temperatura na eficiéncia do processo de recuperacdo da lactose.

Tabela 10: Matriz codificada e descodificada do planejamento composto central rotacional
para estudar a dessorcdo da lactose em coluna de leito fixo utilizando PIM.

Ensaios  Temperatura Vazéo Temperatura Vazéo Rendimento
(°C) (mL/min) (°C) (mL/min) (%)
Variaveis Codificadas Variaveis Descodificadas

1 -1 -1 34 3 58,3
2 1 -1 60 3 42,0
3 -1 1 34 9 30,1
4 1 1 60 9 22,8
5 -1,41 0 29 6 34,4
6 1,41 0 65 6 25,2
7 0 -1,41 47 2 38,5
8 0 1,41 47 10 23,5
9 0 0 47 6 31,4
10 0 0 47 6 36,8
11 0 0 47 6 35,6

Os resultados obtidos com base no planejamento experimental, mostram que o maior
rendimento de 58,3 % ocorreu para 0 ensaio 1 (34 °C - 3 mL/min), enquanto que o menor de
22,8 % foi obtido no ensaio 4 (60 °C - 9 mL/min).

A partir do gréfico de Pareto (Figura 12), foi possivel avaliar a variavel que exerceu
maior influéncia no processo de recuperacdo da lactose. Conforme descrito na Figura 12, a
vazdo (L) se mostrou estatisticamente significativa com efeito negativo no processo de
recuperacdo da lactose. De acordo com CHENQ et al. (2014) a redu¢do da recuperacao com o
aumento da vazdo, pode estar associado ao fato de que o aumento da vazéo pode ocasionar o
surgimento de caminhos preferenciais. Resultados semelhantes foram observados por
SOLEIMANI et al. (2012), no processo de recuperacdo da albumina bovina pelo adsorvente
MIP que apresentou uma reducdo de aproximadamente 50 % na quando o fluxo variou de 0,5
mL/min para 2 mL/min. Os efeitos combinados de temperatura e vazdo forma avaliados

através da superficie de resposta é apresentada na Figura 13
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Figura 12: Gréafico de Pareto dos efeitos padronizados para a dessorc¢do da lactose em coluna
de leito fixo utilizando PIM.
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Figura 13: Superficie de resposta do rendimento (%) da lactose no processo de dessorcdo em
leito fixo utilizando PIM.

Através da superficie de resposta da Figura 13 foi possivel observar uma tendéncia de
aumento no rendimento da recuperacao da lactose com a reducdo da vazdo e da temperatura.
Em relacdo ao efeito da temperatura, esse comportamento pode esta associado ao fato que o
processo de mutarotacdo (mudanga nas fragdes de o e P lactose na solugdo) é diretamente
proporcional ao aumento de temperatura, que por sua vez pode alterar a solubilidade da
lactose (JAWAD et al., 2014). Além disso, esse comportamento em relacdo a temperatura foi

um resultado esperado, pelo fato de possuir efeito inverso durante a etapa de adsorcao.
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5.3.1 Modelagem da dinamica de dessor¢éo em coluna de leito fixo

Apbs a determinacdo das cinéticas de dessorcdo e dos tempos de equilibrio, os
modelos de Adams-Bohart, Thomas e Yan, usados na adsorcdo, foram ajustados ao dados
experimentais durante a etapa de dessorcdo. Para realizar a modelagem, foi feita uma
regressao ndo linear utilizando o software livre ScCiDAVis, a partir do rebatimento das curvas
de rupturas através da plotagem de (1- C/Cy) em funcdo do tempo.

Como pode ser observado na Figura 14, o formato a e a posicdo da zona de
transferéncia de massa das curvas se alteram em relagdo ao encontrado para a curva de
adsorcdo obtida no item 5.2. De acordo com os perfis, é possivel observar um perfil mais
inclinado que o da curva de adsorcdo para todas as vazfes. Esse comportamento indica um
favorecimento da transferéncia de massa que pode estar associado ao fato da dgua usada como
eluente apresentar uma viscosidade menor que a viscosidade o leite.

Observa-se na Figura 14, que os modelos utilizados apresentaram um bom ajuste em
relacdo aos dados experimentais. A Tabela 11 expressa 0s parametros obtidos para oS
modelos, bem como os parametros de desempenho.

Na Tabela 11, é possivel observar que os ajustes obtidos para os modelos de Adams-
Bohart e Thomas apresentaram desempenhos semelhantes, com os coeficientes de correlacao
(R,) e chi-quadrado (%) variando de 0,96 para 0,99 e de 0,021 para 0,046, respectivamente.
Além disso, verificou-se que a medida que a vazdo diminui, o coeficiente de correlacéo reduz
de 0,99 para 0,96 e o chi-quadrado aumenta de 0,021 para 0,46. Essa reducdo no desempenho
pode estar associado ao fato que vazbes menores, acarretam em tempos de residéncia maiores,
gue por sua vez, torna o processo de transferéncia de massa mais lento. De acordo com LI et
al. (2016b) apesar desses modelos serem mais indicados para descrever a regido inicial da
curva de ruptura, ndo levam em consideracdo a dispersdo axial, caracteristicos de processos
lentos.

O modelo de Yan apresentou uma variacdo menor em relacdo ao coeficiente de
correlacdo do que os outros modelos, variando entre 0,97 e 0,98. Apesar de apresentar 0 maior
chi-quadrado de 0,063 para a vazdo de 9 mL/min, esse modelo apresentou um erro menor de
0,036 quando comparado com o erro de 0,046 dos outros modelos para a condi¢cdo de menor
vazdo. Essa melhoria de desempenho para pequenas vazdes pode ser associada ao fato que o
modelo de Yan, minimiza os erros matematicos de predicdo do modelo de Thomas, em
relacdo a concentracdo de lactose na saida da coluna no tempo zero e para tempos muito
longos de operacdo (CHIAVOLA et al, 2012).
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Figura 14:Curvas de rupturas de dessorcdo da lactose do leite obtidas experimentalmente e
ajustadas para os modelos de Adams-Bohart, Thomas e Yan, para as condi¢6es de (a) 12,5
cm; 3 mL/min; 34 °C, (b) 12,5 cm; 6 mL/min 34 °C e (c) 12,5 cm; 9 mL/min e 34 °C.
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Tabela 11: Parametros ajustados pelos modelos de Adams-Bohart, Thomas e Yan para a
dessorcdo de lactose do leite em coluna de leito fixo, para as condi¢des de 9, 3 e 6 mL/min;

12,5 cm, Co = 22249 mg/L e 34 °C.

Q Adams-Bohart Thomas Yan
Kag (L/min.mg) Kin (L/min.mg) a
mL/min
No (mg/L) q: (Mg/g) Oyan (MY/Q)
0,018 0,018 3,59
9 13,77 44,75 43,27
R?=0,99 %°=0,021  R?=0,99 *=0,021  R%*=0,97 ¥*=0,063
0,041 0,041 15,92
6 17,46 56,71 56,59
R?=0,98 %°=0,034  R?=0,98 *=0,034  R%*=0,98 *=0,031
0,039 0,039 10,88
3 6,51 20,28 20,20

R?=0,96 y°=0,046

R?=0,96 %°=0,046

R?=0,97 ¥°=0,036

5.4 Estudo do reuso do adsorvente

O potencial de reutilizacdo do adsorvente PIM é um parametro importante para

verificar a viabilidade econdmica no processo de adsorcdo. Neste estudo, a capacidade de
reutilizacdo do adsorvente PIM foi investigada por processos consecutivos de adsorcgdo-
dessorcdo com operacgdo continua durante cinco ciclos conforme Figura 15.

Os resultados mostraram que durante a etapa de adsorcao, a eficiéncia no primeiro ciclo
foi de 74 %; considerando que, ao longo dos trés ciclos subsequentes de adsorcdo, essa
eficiéncia e se manteve praticamente constante, sugerindo que o adsorvente PIM possui uma
excelente capacidade de reutilizacdo e estabilidade no processo de remocéo da lactose do leite
(LALCHHINGPUII et al.,, 2017). No quarto ciclo, houve uma pequena variacdo na
capacidade da remocao, esse fato pode estar associado ao efeito do de desbloqueio e maior
acessibilidade aos sitios de adsorcdo, ocasionado pela reducdo de outros constituintes

presentes no leite, durante a limpeza do adsorvente com etanol (DA’NA, 2017).
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Figura 15: Estudo de reuso do adsorvente PIM para diferentes ciclos de adsorcdo (12,5 cm, 9
mL/min e 34 °C) e dessor¢éo (12,5 cm, 3 mL/min e 34 °C).

Apos cada ciclo de adsorcdo-dessor¢do, o conteudo de outros constituintes do leite
(proteinas e lipidios) presentes no adsorvente, podem diminuir, em virtude do processo de
limpeza com etanol, entre os ciclos. Segundo ZHANG et al. (2018), os sitios de adsorcdo se
tornam mais acessiveis e a capacidade de adsor¢do aumenta. Contudo neste estudo de reuso,
identificou-se que a eficiéncia na adsorc¢ao diminui para 58% apds cinco ciclos consecutivos.
A diminuicdo da eficiéncia pode ser causada pela saturacdo do adsorvente em funcdo do
preenchimento e bloqueio dos sitios ativos, em funcdo da permanéncia parcial dos
constituintes do leite (lactose, proteinas e lipidios) na superficie do adsorvente (JASNIN, et
al., 2017 e LIU, et al., 2017).

No caso do estudo de dessorcdo, 58,3 % de eficiéncia na recuperacdo foram observados
no primeiro ciclo. Apds cada ciclo a recuperacdo diminui gradativamente até chegar a 39 %
no quinto ciclo. Essa reducdo durante os ciclos pode estar associada ao mecanismo de
blogueio e distribuicdo dos poros, que foram investigados através do estudo das isotermas
adsorcao-dessorcdo de N, do adsorvente PIM descritas na Figura 16, apds o primeiro e quinto
ciclo de reuso do adsorvente (PIM-C1 e PIM-C5, respectivamente), em relacdo ao adsorvente
puro (PIM-CONTROLE) determinado por BALIEIRO et al., (2016).

As isotermas de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio dos materiais PIM-C1 e PIM-C5
sdo apresentadas na Figura 16. Todas as curvas sdo isotermas tipicas do tipo 1V,
caracteristicas de materiais mesoporosos (AHMED et al., 2018). Adicionalmente, todas as

curvas de dessorgdo mostram histerese em pressdes relativamente altas (P/Po > 0,6).
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Histereses sd0 muito comuns em materiais mesoporosos e podem ser atribuidas a fatores
como condensacdo capilar de nitrogénio e geometria do poro (ZELENKA, 2016). As
isotermas obtidas apresentaram perfis semelhantes as encontradas por SEPEHRI et al. 2016,
que as classificam como do tipo H,, formada por poros do tipo garrafa, em virtude da sua
estrangulacdo na entrada e do alongamento na outra extremidade (BRUSCHI et al., 2015). A
area da superficie especifica, o didmetro médio e a distribuicdo dos poros dos adsorventes
mesoporosos, foram indicados nas Figuras 16 e 17, respectivamente.
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Figura 16: Isotermas de Nitrogénio adsor¢do/dessor¢do a) PIM-C1; b) PIM-C5.

Estudos recentes realizados por BALIEIRO et al. (2016), determinaram a partir de BET
que o adsorvente puro (PIM-CONTROLE) apresentou uma érea superficial de 464,2 m?/g e
um didmetro médio dos poros de 150 A. Ap6s o primeiro ciclo de adsorcao-dessorcéo, foi

possivel observar um pequena variacdo na area superficial de 464,2 para 470 m?/g e uma
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reducéo significativa do didmetro médio de 150 para 38 A, do adsorvente PIM-CONTROLE
em relacdo PIM-C1, Figura 16 a). A reducdo do didmetro pode ser explicada devido a
presenca e ao preenchimento dos poros com o adsorvato ndo retirado que bloqueia
parcialmente a adsorcéo das moléculas de nitrogénio (AWUAL, 2013).

Esse blogueio ocorre provavelmente na superficie do poro e ndo no seu interior,
acarretando uma maior quantidade de poros menores e ocasionado um aumento na &rea
superficial do PIM-C1. Resultados semelhantes foram encontrados por LI et al. (2016a) que
avaliaram o potencial de reuso da silica mesoporosa esférica ao longo de cinco ciclos, ap6s o
tratamento de reciclagem hidrotérmico. Com base nos resultados obtidos pelos autores,
observou-se um aumento da area superficial e volume dos poros ap6s o terceiro ciclo,
atribuido a formacdo de miscelas na superficie dos poros. No quinto ciclo conforme a Figura
16, houve um aumento do diametro médio de 38 para 48 do PIM-C5 em relagdo ao PIM-C1,
que pode estar associado ao desbloqueio do poro, durante os ciclos reuso com solvente,
provocando o deslocamento do adsorvato da superficie para o interior do poro. Esse
deslocamento provoca o preenchimento parcial no interior dos poros, e consequentemente
reduz a 4rea superficial para 235 m?/g.

O preenchimento dos poros foi avaliado atraves dos graficos de distribuicdo do tamanho
dos diametros dos poros da silica, descritos na Figural7. De acordo com os graficos na Figura
17 a) e 17 b) foi possivel observar que todos os materiais apresentaram uma distribuicéo
uniforme, com didmetro médio maior que 20 A, caracteristico de materiais mesoporosos
(OKOLO et al., 2015).

Através dos gréaficos de distribuicdo do PIM-C1 (Figura 17), é possivel observar que o
adsorvente possui uma faixa de distribuicdo mais estreita, com um didmetro médio de 38 A.
Logo apds o quinto ciclo o adsorvente PIM-C5 passa a ter uma faixa mais abrangente, em
virtude do preenchimento de boa parte dos poros pequenos. Ja em relacdo ao didmetro médio,
houve um acréscimo para 48 A em relacdo ao PIM-C1. Apesar do acréscimo, a quantidade de
poros foi inferior ao primeiro ciclo, resultando em uma érea superficial menor. E possivel
ainda observar gque o grafico do PIM-C1 apresenta um pico bem maior do que o do PIM-C5, o
que indica que o mesmo possui um volume bem maior de poros menores em relacdo ao
volume de poros do material ap6s o quinto ciclo.

Desta forma o mecanismo de bloqueio dos poros, através do qual as moléculas de
lactoses adsorvidas inicialmente nos sitios préximos a superficie externa do PIM, promovem
0 blogueio dos poros, tornando inacessiveis 0s sitios de adsorcdo mais internos dificultando a

eficiéncia do processo de dessorcao.
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Figura 17: Graficos de distribuicdo do didmetro dos poros de acordo com BJH analise
dessorcdo da lactose do leite a) PIM-C1; b) PIM-C5.

5.5 Determinacéo das analises fisico-quimicas do leite e da lactose recuperada

Os resultados obtidos da analise fisico-quimica do leite utilizado foram comparados
com os valores exigidos pela legislacdo Brasileira. Conforme observado na Tabela 12 o leite
cru refrigerado apresentou caracteristicas de pH, acido latico, umidade e cinzas bem préximas
das exigidas pela legislacdo. Apenas a quantidade de lipidios e proteinas apresentaram uma
maior variacdo em relacdo aos percentuais exigidos pela legislacdo. Evidéncias tém
constatado que fatores sazonais (RIBAS et al., 2004), raciais (VERNEQUE et al., 2005) e
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nutricionais (BOTARO et al., 2008) influenciam os teores de proteina bruta do leite bovino
em amostras individuais ou de tanques. Ja a lactose recuperada foi avaliada com base nas
caracteristicas exigidas pela Farmacopeia. De acordo com os resultados obtidos, a lactose
recuperada possui caracteristicas muito proximas das exigidas pela Farmacopéia brasileira
(Farmacopéia, 2010). Apenas o teor de cinzas apresentou uma maior variacdo em relacdo aos
0,1 % exigidos, esse fato pode estar associado a presenca de outros constituintes presentes no
leite ou ao fato da precipitagcéo de sais durante a desproteinacdo do soro (BUND e PANDIT,
2007a).

Tabela 12: Resultados das analises fisioquimicas do leite e da lactose.

Anélises Leite Legislacédo Lactose  Farmacopéia
Integral (Brasil, 2011) (2010)
pH 6,78 6,50 a 6,80 6,25 4a6,5
Acidez T.T.(g acido 0,17 0,14a0,18 - -
Latico/100g)
Umidade (%) 87,72 87,50 4,36 5,5
Cinzas (%) 0,68 0,80 0,15 0,1
Proteinas (%) 3,98  2,90/100mL 0,22 0,25
Lipidios (%) 3,57 3,00/100mL - -
Lactose (%) 4,60 - - -

5.6 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR) da caseina e dos cristais de lactose

recuperados

A fim de determinar a presenca de caseina durante o processo de dessorcéo foi realizada
a analise da amostra por FTIR conforme os espectros da Figura 18. Os espectros de FTIR da
caseina obtida apos a precipitacdo acida do material eluido da coluna de dessorcéo, foram
comparados com os resultados obtidos por SUN et al. (2016) para o padrédo de caseina (Figura
18).

A partir dos espectros, foi possivel observar bandas caracteristicas de grupos funcionais
amina | (C=0, estiramento) localizada entre 1600 e 1700 cm™ e amina Il (C-N, estiramento e
N-H deformacdo) entre 1530 e 1540 cm™, presentes na estrutura da caseina (SUN et al.,
20016; ASHRAF et al., 2013). Segundo XU et al. (2013) é possivel observar na Figura 18
picos caracteristicos a cerca da regido de comprimento de onda de 3200 cm™, correspondente
ao grupo (N-H, estiramento e fora do plano) e deformacdo (-NH-C=0, deformacédo de grupos

aminas) presentes na estrutura da caseina.
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Os espectros de FTIR do padréo de a-lactose e dos cristais de lactose LAC recuperada-
E1l (lactose recuperada ensaio 1/34 °C-3 mL/min ) sdo apresentados na Figura 19. Essas
curvas mostram que a amostra recuperada apresenta perfil similar a amostra padrdo de a-

lactose, indicando semelhancgas na composic¢do dos materiais e a ndo interferéncia do solvente
no processo de recuperacao.

—— Caseina
- - - Padrao SUN et al.,(2016).

Transmitancia (%)
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de ondas (cm™)

Figura 18: Espectros do FTIR do padréo da Caseina e da Caseina do material eluido da
coluna de dessorcdo apds a precipitacdo acida.

A partir dos espectros da Figura 19, é possivel observar que a banda caracteristica para
o-lactose foi localizada em 920 cm™ e a banda de p-lactose esta entre 950 cm™ e 833 cm™
(KIRK et al.,, 2007; LISTIOHADI et al., 2009). O aparecimento de todos 0s picos
caracteristicos de o e B-lactose nos espectros de FTIR, provavelmente estdo associados a
mutarrotacdo da lactose em solucdo aquosa.

Além disso, a Figura 19 mostra que todos os espectros obtidos possuem bandas
caracteristicas de grupos funcionais presentes na lactose, destacando-se as bandas a 3600-
3200 cm™ associadas a frequéncia de vibragdo do alongamento do grupo OH, e as bandas

fracas em 1656 cm™ e entre 1200 cm™ e 1070 cm™, que correspondem respectivamente, &
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deformac&o angular dos grupos OH da &gua, e ao estiramento assimétrico da ligacdo C-O-C
(ISLAM et al., 2010).

A Tabela 13 descreve o resumo dos principais grupos e comprimentos de ondas
encontrados para a caseina precipitada e a lactose recuperada. De acordo com os resultados da
Tabela 13, foi possivel observar que as bandas caracteristicas encontradas para as amostras

refletem os principais grupos presentes nas suas estruturas, bem como suas deformacdes e

estiramentos.
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Figura 19: Espectros de FTIR do padréao de a-lactose e da lactose recuperada durante o
ensaios 1 no processo de dessor¢do, nas condigcdes 34 °C-3 mL/min.

Tabela 13:Principais grupos funcionais e comprimentos de ondas encontrados para a caseina

e a lactose recuperada.

Amostra Comprimento de onda (cm™) Grupo funcional
Caseina

Regido 1 1600 a 1700 Amina | (C=0)
Regido 2 1530 a 1540 Amina Il (C-N e N-H)
Regido 3 3300 N-H e NH-C=0
Lactose

Regido 1 920 a lactose
Regido 2 8332950 B lactose
Regido 3 3200 a3600 OH alongamento
Regido 4 1656 OH deformacéo angular
Regido 3 1070 a1200 C-0O-C
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5.7 Analise microbioldgica

A avaliagcdo microbiolégica demonstrou que o leite utilizado e a lactose recuperada,
atende aos parametros preconizados pela legislacdo, resultando em um produto com boa
qualidade higiénico-sanitaria, conforme esta apresentado na Tabela 14.

Tabela 14: Avaliacdo microbiolégica do leite e da lactose recuperada.

Amostras Coliformes total Coliformes termotolerantes (IN 62, 2016)
(NMP/mL) (NMP/mL) (NMP/mL)
Leite <1(NPM/100mL) <1(NPM/100mL) 2e4
Lactose <1(NPM/100mL) <1(NPM/100mL) -

Os resultados das analises no leite e na lactose para coliformes totais e coliformes
termotolerantes (Tabela 14), indicam que os valores obtidos, encontram-se dentro dos
parametros propostos pela legislacdo brasileira vigente, que sdo 2 NMP/mL, 4 NMP/mL.
Resultados semelhantes foram encontrados por MAGALHAES et al. (2015) que avaliaram
microbiologicamente leites pasteurizados comercializados em Aracaju, constatando que 66 %
das amostras possuiam boas condi¢Ges higiénico-sanitaria, apresentando um ndmero de
coliformes totais inferior a 4 NPM/mL. Os valores encontrados para lactose também estdo
dentro dos parametros exigidos pela Farmacopéia Americana que exige um limite <1,0 x 10
UFC/g.

5.8 Cristalizacao da lactose recuperada de solucéo sintética

A fim de avaliar a influéncia da recuperacdo da lactose pela técnica de cristalizacéo,
neste estudo realizou-se um delineamento fatorial completo com duas variaveis e dois niveis
(2%) com trés pontos centrais, gerando uma matriz com sete ensaios, conforme Tabela 15. A
matriz experimental foi utilizada com o intuito de se determinar a melhor condicdo
experimental para a recuperacdo da biomolécula de lactose em solugdo sintética, através do
processo de cristalizacdo. Ao delineamento foi acrescentado um ponto de controle para
estudar a influéncia da agitacdo no processo.

A recuperacdo da lactose em solucdo sintética foi avaliada por meio do processo de
cristalizacdo usando como anti-solvente o etanol no qual a lactose é pouco sollivel. As

variaveis independentes foram o volume de etanol e o tempo de agitacdo para se obter a
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variavel dependente identificada como a recuperacdo da lactose por cristalizagdo. Com base
nos dados da Tabela 15, a recuperacdo da lactose no processo de cristalizacdo, variou entre
43,50 % a 91,83 %. Embora o ensaio 4 tenha apresentado um rendimento de 90,67 % muito
préximo do maximo obtido e com um tempo inferior, foi necessario investigar a influéncia
dessas variaveis em relacdo ao diametro médio dos cristais, afim de se escolher a melhor

condicdo com base no tipo de aplicacdo para a lactose recuperada.

Tabela 15: Matriz decodificada de planejamento experimental 2*para estudar a recuperagéo
de lactose em solucgdo sintética através do processo de cristalizacao.

Ensaio  Volume de Tempo de Recuperacao

etanol (mL) agitacéo (%)
(min)
1 40 10 52,70
2 60 10 90,67
3 40 60 86,67
4 60 60 91,83
5 50 35 89,73
6 50 35 89,13
7 50 35 89,20
“Controle 50 60 43,50

*Controle (Sem agitacdo)

A partir dos resultados experimentais, foi possivel realizar a analise estatistica por meio
do software STATISTICA versdo 7.0. Através do grafico de Pareto como mostra a Figura 20
foi possivel avaliar a variavel que exerceu maior significancia no processo de recuperacdo da
lactose.

De acordo com o grafico da Figura 20, observou-se que apesar das variaveis estudadas
influenciarem o processo de recuperacdo da lactose, o volume de etanol se mostrou mais
significativo ao nivel de confianca de 95 %. Esse comportamento pode ser justificado, pelo
fato que o aumento no volume de etanol reduz a solubilidade da lactose em agua, provocando
0 estado de saturacdo e consequentemente a precipitacdo dos cristais (KOUGOULOS et al.,
2010; BUND e PANDIT, 2007b).

Apos esta analise, foi obtido 0 modelo estatistico, baseado no método de regressdo dos

minimos quadrados para a estimacgdo dos parametros, conforme a Equacéo 7.

R(%) = 39,24+ 2,23V +1,99T —0,03VT )
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Figura 20: Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados para a recuperagdo da lactose em
solucdo sintética por cristalizacéo.

Devido a grande variabilidade inerente a biomolécula foi significativo o volume de
etanol (V) no processo de recuperacéo da lactose (Figura 20) com p-valores menores que 5 %
(p<0,05). Assim, ndo foram significativos o tempo de agitacdo (T) e a interacdo volume e
tempo (VT), tendo sido incorporados aos residuos para calculo da ANOVA apresentado na
Tabela 16.

Tabela 16: Analise da variancia para o ajuste do modelo linear de recuperacédo da lactose.

Ii;)arrrir;?;goe Soma dos quadrados Graus de Liberdade Quadrado médio Feaiculado
Regressao 50759,47 4 12689,87 280,80
Residuos 135,57 3 45,19

Total 50895,05
"R*=95% *Ftabeladozg,lz

Observando os valores encontrados na Tabela 16 verificou-se com base teste F, 0 que o
modelo é altamente preditivo, pois 0 Fcaculado fOi bem maior que 0 Fiapelago. Desta forma,
conclui-se que o modelo da Equacdo 7 se ajusta bem aos dados experimentais cuja
porcentagem de validacdo (R?) foi muito boa cerca de 95 %.

A superficie de resposta do planejamento fatorial experimental 2% é apresentada na
Figura 21, na qual se observa que a maior quantidade de lactose recuperada (91,83 %) se
encontra na regidao onde o volume de etanol foi 60 mL e o tempo de agitacdo foi igual a 60

min. Resultados semelhantes foram encontrados por BUND e PANDIT (2007a) no processo
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de recuperacdo da lactose do soro do leite por adigéo de etanol, obtendo uma recuperagéo de
90 % para 0 maior volume de etanol, durante uma hora de cristalizacdo. De acordo com
DINCER et al. (2014), o aumento da quantidade de anti-solvente e do tempo de agitacéo
provoca um aumento na taxa de nucleagéo.

Considerando o ponto de controle inserido no planejamento observou-se a importancia
da agitacdo, em virtude que a menor recuperacdo (43,50 %) ocorreu justamente quando a
solugéo ndo foi agitada. Segundo WONG e HARTEL (2014), a agitacdo diminui o tempo de

inducdo durante o processo de formacdo dos cristais, evitando ao longo do processo o
fendmeno de aglomeracéo.

B oeierdnivy

Il =90
B = 90
I = 80
1=70
[ <60
Bl = 50

Figura 21: : Superficie de resposta em funcdo do volume de etanol e do tempo de
agitacdo para a recuperacao da lactose.

5.8.1 Anélise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do padrdo de lactose foi investigada através das analises de TGA
e DTA, cujos resultados foram comparados com as propriedades térmicas dos cristais de
lactose recuperados durante o ensaio 4 (Tabela 15) que representou a maior rendimento na
recuperacdo (91,83 %). As curvas TGA e DTA sdo apresentadas na Figura 22 e mostram
dados simultaneos sobre a mudanca em peso e perfil térmico das amostras, respectivamente.

A estabilidade térmica do padrdo de lactose foi investigada através das analises de TGA
e DTA, cujos resultados foram comparados com as propriedades térmicas dos cristais de
lactose recuperados durante o ensaio 4 (Tabela 15) que representou a maior rendimento na

recuperagdo (91,83 %). As curvas TGA e DTA séo apresentadas na Figura 22 a) e 22 b) e
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mostram dados simultdneos sobre a mudanca em peso e perfil térmico das amostras,

respectivamente.
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Figura 22: Curvas TG e DTA a) padrdo da lactose e b) lactose recuperada durante o
ensaio 1 de dessorcédo para 34 °C-3 mL/min, obtidas em No.

A curva TGA do padrdo de a-lactose monohidratada mostra trés distintivos patamares
de perdas de peso Figura 22 a). O primeiro ( identificado na regido 1 na curva TGA) ocorreu
entre 44 e 151 °C, com o pico em 151 °C (DTA termograma), que pode ser justificado pela a

etapa de desidratacdo associada a perda de agua da lactose na superficie.
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A segunda perda de peso (marcada na regido 2 na curva TGA) ocorreu entre as
temperaturas de 151 e 221 °C e atingiu o pico em 221 °C (DTA termograma). Resultados
semelhantes foram encontrados por WU et al. (2014) que obtiveram um pico endotérmico em
220 °C, cuja temperatura atribuiu-se ao ponto de fusdo da o lactose monohidratada. Antes da
etapa de decomposicdo ocorreu outro pico endotérmico a uma temperatura de 244 °C (regido
3). A presenca de dois picos durante a fusdo da lactose, foi evidenciada por PATIL et al.
(2015) que justificaram o segundo pico endotérmico a presenca do isomero [ lactose que
possui a temperatura de fusdo em torno de 235 °C. Por fim, a maior perda de massa ocorre
apos a temperatura de 306 °C, a partir da qual ocorre a decomposicdo do material.

A Figura 22 b) mostra os as curvas de TGA e DTA dos cristais de lactose recuperados.
Com base nos resultados obtidos, os termogramas dos cristais de lactose recuperados
apresentaram perfis similares aos encontrados para o padrao de a-lactose monohidratada. No
entanto, houve uma menor perda de massa durante o primeiro patamar entre as temperaturas
41 e 138 °C, indicando que os cristais de lactose recuperados apresentaram inicialmente
menos agua na superficie. As curvas da Figura 22 b) também mostram que a amostra dos
cristais recuperados continha uma pequena quantidade de a lactose indica pela pequena perda
de peso entre as temperaturas de 138 a 221 °C. Foram encontrados também a presenca de dois
pontos de fusdo, constatando a presenca dos dois isbmeros presentes nos cristais recuperados,
com temperaturas de 221 e 235 °C, para a forma o e P respectivamente. Essa diferenca de
temperatura de fusdo para o isomero B em relagao as duas amostras pode ser justificada pela
quantidade de agua presente na superficie e na amostra como todo. Apés as temperaturas de
fusdo, a maior perda de massa ocorreu de modo semelhante o lactose monohidratada, para

uma temperatura a partir de 306 °C.

5.8.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A obtencdo das micrografias obtidas pela técnica de Microscopia Eletrbnica de
Varredura permite conhecer a morfologia das amostras de lactose recuperadas e também
comparar as imagens do padrdo de lactose.

De acordo com a Figura 23 (a) foi observado que a lactose pura apresentou um formato
tipo cunha frequentemente encontrado em padrbes comerciais (KOUGOULOQOS et al., 2010).
Em relacdo aos demais casos Figura 23 (b), (c) e (d) os cristais referentes a lactose recuperada
tiveram sua morfologia alterada durante o processo de cristalizacdo. Foi observado na Figura

23 (d) que o processo de recuperacdo sem agitacédo resultou em um conglomerado de cristais
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que pode ser explicado pela dificuldade de nucleacdo proveniente da auséncia da agitacdo
(WONG e HARTEL, 2014).

N D46 x500 200 um

Figura 23: Efeito do volume de etanol e do tempo de agitacdo nos cristais da lactose: a)
Lactose padrdo. b) Lactose recuperada com adicdo de 60 mL de etanol e tempo de
agitacdo de 60 min. c) Lactose recuperada com adicdo de 40 mL de etanol e tempo de
agitacdo de 10 min. d) Lactose recuperada com adicdo de 50 mL de etanol e tempo de
agitacdo de 60 min sem agitacao.

A partir das imagens do MEV foi possivel através do Software Livre ImageJ calcular o
didmetro médio dos cristais. Os calculos obtidos se basearam no diametro médio de Ferret que
mede distancia media entre pares de retas paralelas tangentes ao contorno projetado da
particula (MATHAES et al., 2013). Os resultados encontrados foram descritos atraves da
Tabela 17. Com base nesses resultados e por meio do grafico de Pareto, foi possivel avaliar a
variavel que exerceu maior influéncia no tamanho médio do didmetro dos cristais de lactose
no processo de recuperacao.

Através do grafico de Pareto descrito na Figura 24, observou-se que o tempo de
agitacdo foi estatisticamente mais significativo do que o volume de etanol. O fato do volume
de etanol ser menos significativo foi explicado por KOUGOULOQOS et al. 2010 que sugerem

que o anti-solvente é responsavel pela formacdo dos cristais apenas na etapa de nucleacéo,

61



prevalecendo depois a nucleacdo secundéria cujo mecanismo de surgimento dos cristais é
baseado nos cristais existentes. J& o tamanho dos cristais diminuiu ao longo do tempo o que

pode ser atribuido aos chogques mecénicos durante o processo de cristalizag&o.

Tabela 17: Influéncia do volume de etanol e tempo de agitagéo no didametro dos cristais da
lactose recuperada.

Ensaio Volume de Tempo de Diametro médio

etanol (mL) agitagdo (min) (um)
1 40 10 100
2 60 10 95
3 40 60 47
4 60 60 58
5 50 35 87
6 50 35 86
7 50 35 89
“Controle 50 60 139

Tempo de agita¢do (min) | -4,7857

Interacao

Volume de etanol (mL)

p=.05
Estimativa do efeito padronizado

Figura 24: Grafico de Pareto dos efeitos padronizados para o diametro médio dos cristais da
lactose em solucgéo sintética durante a cristalizacao.

5.9 Analise dos cristais de lactose

As amostras dos cristais de lactose recuperados em solucdo sintética e obtidas da
recuperacdo do eluente percolado do adsorvente, ap6s a remocao da lactose do leite, foram
analisadas em microscopio oOptico (40 x ampliacdo) e as imagens foram tratadas através do
software livre ImageJ para evidenciar o diametro médio dos cristais conforme Figura 25. Com

a ferramenta analise de particulas do ImageJ obteve-se o Diametro de Ferreti que permite
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obter a maior distancia entre quaisquer dos pontos ao longo do objeto em estudo, conforme os
dados da Tabela 18.

Tabela 18: Influéncia do volume de etanol e tempo de agitagdo no didmetro dos cristais da
lactose recuperada em solucdo sintética e no leite.

Volume de Tempo de Cristais de lactose de Cristais de lactose do leite apds a
etanol agitacao solucéo sintética recuperacdo do eluente
(mL) (min) Didmetro médio (pm) Diametro médio (um)

40 10 100 94
50 35 87 81
60 60 58 50

Com base nos resultados obtidos, observou-se que o didmetro médio dos cristais de
lactose recuperados da solucdo padrdo e do leite apresentaram valores muito proximos,
considerando um erro médio de 3 %. Em relacdo a influéncia das variaveis, conforme
discutido anteriormente item 5.8, o volume de etanol se mostrou significativo apenas para na
eficiéncia na recuperagdo dos cristais, exercendo um menor efeito em relagdo aos tamanhos
das particulas. Esse efeito foi justificado pelo fato do volume esta diretamente relacionado ao
estado inicial da formacdo dos cristais, sendo responsavel por proporcionar a condicdo de
supersaturacao da solucdo (BUND e PANDIT, 2007b).

Esses resultados mostraram que a variavel tempo de agitacdo exerce um efeito maior no
didmetro médio das particulas de lactose recuperada. Essa caracteristica foi evidenciada por
BUND e PANDIT, (2007b) que atribuiram o choque mecanico entre os cristais, como o
responsavel pela interrupcdo do ponto de rupturas das particulas. O aumento de tamanho das
particulas com a reducdo do tempo de agitacdo se deve ao fendmeno indesejado de
aglomeracgdo, causado pelas taxas de nucleacdo rapidas durante a cristalizacdo (BUND e
PANDIT, 2007b).

Através da variacdo no didmetro médio dos cristais de lactose, é possivel direcionar de
acordo com a Farmacopéia americana (USP, 2009) qual a aplicacdo mais adequada em fun¢éo
do tamanho médio das particulas obtidas. Os resultados da Tabela de 19 mostraram que com
excecdo dos cristais de diametros de 100 e 90 um, todos 0s outros cristais possuem diametros
dentro da faixa das principais aplicacdes na industria farmacéutica. Resultados semelhantes
foram encontrados por PARIMALADEVI e SRINIVASAN (2014) que estudaram a
influéncia no tamanho dos cristais para diferentes taxas de supersaturacéo e obtiveram cristais

com uma faixa de 60 a 80 um para um processo de supersaturacao lenta.
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De acordo com THOORENS et al. (2014) a escolha adequada do tamanho médio das
particulas é uma caracteristica determinante na eficiéncia do uso da lactose como farmaco,
afetando as propriedades de dispersdo de fluxo, compressibilidade, dissolucdo e estabilidade.

Em alguns casos, o material sofre muitos eventos de impacto antes de uma quantidade
significativa da fracdo de tamanho de particula ser alcangada e separada das particulas
maiores. A moagem intensa, por exemplo, pode causar indesejadas mudangas nas
propriedades fisico-quimicas do material, criando regides amorfas na superficie, que podem
afetar a higroscopicidade e a sua estabilidade (PILCER et al., 2012).

Neste contexto, observou-se que através dos pardmetros operacionais utilizados durante
a cristalizacdo, é possivel definir a faixa de tamanho médios das particulas, com base na

aplicagéo de interesse.

Tabela 19: Aplicacdo dos cristais de lactose na industria farmacéutica em funcdo do diametro
médio.

Aplicacdes da Farmacopéia Cristais de lactose  Cristais de lactose apos a
lactose Industria Americana em solucdo sintética  recuperacdo do eluente
farmacéutica Faixa de diametro Diametro medio Diametro médio
(um) (um) (um)
Excipiente 45<d <150 100 94
Carr'eador~de po 10<d <90 87 81
(inalagéo)
Aglutinante e 45 <d <250 58 50
diluente

Além disso, foi possivel observar através da Figura 25 que o tempo de agitacdo
influencia a morfologias dos cristais. De acordo com as Figuras 25 a) e 25 c) foi possivel
observar que os cristais obtidos para os diferentes tempos de agitacdo possuem geometria
distinta, sendo classificada de acordo com PARIMALADEVI e SRINIVASAN (2014) como
tomahawk (devido ao formato se assemelhar com o machado utilizado pelos indios) e needle
(agulhas devido ao formato mais alongado). Resultados semelhantes foram encontrados por
KOUGOULOS et al. (2010) que observaram que menores tempo de agitacdo proporcionam a
formacdo de Needle (agulhas), enquanto que tempos maiores acarretam em cristais do tipo
(Tomahawk). Para KOUGOULOS et al. (2010), a mudanca na geometria do cristas esta
diretamente relacionada a taxas de supersaturacdo, taxas rapidas proporcionam cristais do tipo

Tomahawk, enquanto que taxas lentas acarretam a formacéo de cristais do tipo Needle.
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A morfologia dos cristais de lactose obtidos também deve ser levada em consideragéo
nas aplicacbes da lactose na industria farmacéutica, principalmente na sua utilizagdo como
carreador de po seco. A adesdo de particulas do farmaco ao transportador € uma interacdo de
superficie em que o desempenho do carreador depende da area de contato, da energia

superficial e da geometria de suas particulas.
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Figura 25: a) Imagem microscopica dos cristais de lactose com morfologia tomahawk obtida
para 60 mL - 60 min b) esquematico da morfologia tomahawk (PARIMALADEVI e
SRINIVASAN, 2013) c¢) Imagem microscépica dos cristais de lactose com morfologia
semelhante a agulhas curtas e alongadas obtida para 40 mL - 10 min d) esquematico da
morfologia de agulhas curtas e alongadas (PARIMALADEVI e SRINIVASAN, 2013).

A partir deste estudo, foi possivel verificar através do processo de cristalizacdo da
lactose, que é possivel definir a partir das condi¢cbes operacionais, o tamanho médio e a
geometria dos cristais baseados nos tipos de aplicacbes farmacéuticas.

5.10 Processo integrado

O processo integrado de recuperacdo da lactose do leite € uma invencdo na area de

transformacgdo de produtos lacteos que visa atender mercados potencias a partir da producao
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de dois subprodutos (leite com baixo teor de lactose e lactose) com alto valor agregado. Essa
demanda surgiu a partir da necessidade do uso de produtos com baixo teor de lactose, gerada
por uma parcela da populagédo intolerante e devido aos gastos com a importacéo de lactose,
presente em varias aplicagdes industriais.

Esse processo consiste na integracdo das etapas de remocao, recuperacao e purificagdo
conforme o diagrama da Figura 26. A etapa de remocdo se da através da adsor¢do da lactose
do leite através de uma coluna de leito fixo, recheada com o adsorvente impresso
molecularmente PIM.

Através dessa etapa de adsorcao, foi possivel produzir a partir de um adsorvente de alta
estabilidade, sintese facil e alta capacidade de reutilizagdo, um leite com baixo teor de lactose
que atenda as caracteristicas exigidas por 6rgaos regulamentadores. Além disso, 0 uso do
adsorvente quando comparado com outros métodos, permite que O processo opere em
condi¢des mais amenas de pressdo e temperatura.

ApoOs a primeira etapa, a lactose retida na coluna é recuperada por meio do processo de
dessorcdo, utilizando como solvente a agua ultrapura. Essa recuperacdo ocorre sem
degradacéo do adsorvente, em virtude das biomoléculas de lactose serem retidas na superficie
do adsorvente por meio de adsorcao fisica.

A adsorcao fisica que ocorre durante o processo de adsorcdo € um fendmeno reversivel,
apresentando como vantagem a possibilidade de reuso do adsorvente, permitindo a sua
utilizacdo em varios ciclos, acarretando a reducdo do tempo e do numero de sintese
necessarios para a obtencdo do polimero impresso molecularmente.

Por fim, a ultima etapa consiste na purificacdo da lactose recuperada através da
cristalizacdo por adicdo do anti-solvente etanol. Antes da cristalizacéo, a caseina responsavel
pela inibicdo do processo de formacdo dos cristais, foi precipitada, permitindo a possibilidade
de utilizacdo em outras aplicagdes.

A cristalizacdo por adicdo de etanol, ocorre em virtude da baixa solubilidade da lactose
nesse solvente. A utilizacdo desse solvente, permite uma formacdo rapida dos cristais de
lactose, tornando-se uma solucdo atrativa em virtude do seu baixo custo e da sua baixa
toxicidade.

Desta forma, o processo integrado proposto apresenta como principais caracteristicas
potenciais, a facilidade de implementacdo, operacdo em condicdes brandas de pressdo e
temperatura, possibilidade de reuso e operacdo em sistemas continuos que permite a

ampliacao de escala.
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Figura 26: Diagrama esquematico do processo integrado de recuperacao da lactose do leite.

67



6. CONCLUSOES

A partir do estudo da adsor¢do da lactose em processo batelada, foi possivel
determinar o tempo de equilibrio e a quantidade de adsorvente PIM necesséria para obter a
maxima capacidade de adsor¢do. Esses parametros sdo fundamentais para o desenvolvimento
de estudos cinéticos e para construcdo das isotermas, permitindo a maior compreensdo das
interagBes entre o adsorvente e a biomolécula de lactose.

Os estudos de dessorcdo demostraram a viabilidade da recuperacdo da lactose de
particulas adsorventes (PIM). De acordo com os resultados obtidos, mostraram que a vazdo
exerceu maior influéncia no processo de recuperagdo, apresentando um efeito negativo em
relacdo ao rendimento da lactose recuperada. Essa viabilidade foi elucidada por meio das
cinéticas de dessorcdo, que por sua vez se mostraram rapidas com tempos inferiores ao tempo
de saturacdo de 30 min.

A integracdo dos processos de adsorcao/dessorcdo seguido do processo de
cristalizacdo mostrou-se vidvel tecnologicamente, para o estudo de obtencdo da lactose do
leite. Alem deste trabalho ter como objetivo a recuperacdo da lactose, foi possivel obter como
subproduto o leite com baixo teor de lactose.

O estudo de reuso do adsorvente PIM mostrou que o adsorvente mantém a sua
capacidade de adsorcao praticamente estavel. Apds os cincos ciclos de adsorcao e dessorcéo,
0 adsorvente mantém sua estrutura mesoporosa estavel, podendo ser reutilizado.

A técnica de cristalizagdo permitiu a obtencdo de cristais dentro de uma faixa de
tamanho compativel com as principais aplicagdes farmacéuticas, permitindo a modificacédo
dessa faixa e da morfologia dos cristais a partir das condi¢cdes operacionais.

A lactose recuperada apresentou parametros fisico-quimicos proximos dos parametros
exigidos pela Farmacopéia brasileira. Os testes microbioldgicos realizados no leite e na
lactose recuperada indicaram que ndo houve nenhuma contaminacdo ao logo do processo, 0
que potencializa o uso da lactose obtida para diferentes aplicacdes.

O sistema integrado proposto permitiu a obtencdo da lactose do leite, operando em um
sistema continuo permitira a ampliacdo de escala do sistema. A tecnologia utilizada nesse
sistema se mostrou como uma alternativa a tecnologias existentes, apresentando como
principais vantagens a facilidade de implementacéo e a baixa energia empregada.

A principal contribuicdo deste trabalho foi o estudo de um novo sistema integrado de

recuperacdo de lactose, capaz de extrair essa biomolécula diretamente do leite em condicGes
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brandas de temperatura e pressdo, sem acarretar danos as propriedades sensoriais da sua

matriz.
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SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

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

1- Estudar o processo de recuperacdo da lactose através de sistema com mdaltiplas
colunas, com ciclos continuos de adsorcao e dessorgéo.

2- Avaliar a eficiéncia do adsorvente PIM a partir de um outro tipo de regeneracao,
como por exemplo a térmica.

3- Estudar a cinética de formacdo dos cristais de lactose durante o processo de
cristalizacdo, avaliando o efeito na morfologia e distribuicdo dos cristais.

4- Fazer simulac&o e otimizacgdo do sistema integrado de recuperacdo de lactose, visando o
aumento de escala (Scale-up).
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ANEXO 1A

A dosagem de lactose foi determinada a partir da curva de calibragdo, onde foi obtida
pela equagdo (A). As curvas de calibragdo normalmente sdo plotadas utilizando de 4 a 5
pontos ao longo da faixa de trabalho desejada, com algumas repeticdes em cada ponto, sendo
que a incerteza pontual € dada pelo intervalo de confianca da media, estabelecido pelo grau de
confianga desejado. A dosagem de lactose nos experimentos utilizando PIM foi determinada a

partir da curva de calibracdo (Tabela A e Figura A.)

__ Arsa+23228 (A)
Clactose— 53 166

R?=0,9966

Em que:

Ciactose = concentracgdo de lactose, expressa em mg/L

Area = 4rea obtida pelo método da cromatografia liquida expressa (AU seg™).

Tabela A: Dados para a obtencao da curva de calibracdo para a dosagem de lactose:
area em funcéo da concentracédo de lactose.

Clactose (MQ/L ) Area média (Aus™)
10.000 506726
15.000 758045
20.000 1102433
25.000 1325155
32500 1664375
35.000 1801360
40.000 2056808
50.000 2694585
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Figura A: Curva de calibragdo de lactose.
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ANEXO 2 A

A dosagem de lactose foi determinada a partir da indentificacdo dos perfis
cromatogréficos (Figuras Al, A2 e A3) e da integracdo numérica dos picos para obtencdo das
areas. O teor de lactose encontrado foi calculado a partir da relacdo linear das areas com as
concentragdes, conforme a equacdo A da curva de calibracéo.
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Figura Al: Picos cromatograficos a) 1 fase mdvel (60% Acetonitrila +40% agua ) e 2) lactose
padrdo; b) 1 fase movel (60% Acetonitrila +40% agua ) e 2) lactose do leite O h.
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Figura A2: Picos cromatograficos a) 1 fase mével (60% Acetonitrila +40% agua ) e 2) lactose do
leite 0 h; b) 1 fase mdvel (60% Acetonitrila +40% agua ) e 2) lactose do leite 30 min.
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Figura A3: Picos cromatogréaficos a) 1 fase mével (60% Acetonitrila +40% &gua ) e 2) lactose do
leite 30 min; b) 1 fase mével (60% Acetonitrila +40% &gua ) e 2) lactose dessorvida.
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ANEXO 3 A

» PATENTE

PROCESSO DE RECUPERAC}AO DA LACTOSE DO LEITE A PARTIR DA
INTEGRACAO DAS TECNICAS DE ADSORCAO BASEADA EM POLIMEROS
IMPRESSOS MOLECULARMENTE E DA CRISTALIZAQAO COM A ADIQAO DO
ANTI-SOLVENTE ETANOL

CAMPO DA INVENCAO

001. A presente invengdo pertence ao campo dos processos de recuperacdo da lactose do
leite, mais especificamente, a um tal processo efetuado com auxilio da integracdo da técnica
de nanotecnologia, ainda mais especificamente, utilizando a técnica de Impressdao Molecular
ou MIP (Molecularly Imprinted Polymers) em um processo continuo de remocgéo da lactose
do leite, com a técnica de cristalizacdo a partir da adi¢do de etanol.

FUNDAMENTOS DA INVENQAO

002. A lactose é um dissacarideo encontrado no leite e em produtos lacteos, constituindo-se
como a principal fonte de carboidrato sintetizada nas células das glandulas mamarias. Essa
biomolécula tem despertado o interesse da industria no que se refere ao aprimoramento e
desenvolvimento de técnicas de recuperacdo devido a suas aplicacbes em diversas areas,
como a farmacéutica, alimenticia e quimica.

003. Na induastria farmacéutica a lactose € utilizada como excipiente, por apresentar
caracteristicas especificas de compatibilidade fisico-quimica, fluidez e a habilidade de gerar
misturas uniformes. Huang et al. em Using spray-dried lactose monohydrate in wet
granulation method for a low-dose oral formulation of a paliperidone derivative. Powder
Technology, v. 246, p. 379-394, 2013 ao avaliarem diferentes marcas de lactose mono-
hidratada atuando como excipientes na formulacdo do antipsicotico paliperidona, observaram
que as diferentes marcas de lactose apresentaram resultados semelhantes quanto a fluidez e
que ao serem utilizadas através do método de compressdo direta ndo houve a necessidade de
adicionar outros excipientes.

004. Na indastria de alimentos a lactose é um ingrediente amplamente utilizado na
fabricacdo de diversos produtos, como: paes e recheios, sorvetes, farinhas, alimentos
enlatados e produtos lacteos (queijo, iogurte). Devido suas propriedades fisico-quimicas,

influi na textura, na cor e na quantidade de &gua ligada desses produtos.
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005. De acordo com a FDA (Food and Drug Administration) a Agéncia Norte Americana
Regulamentadora de Alimentos e Medicamentos, a lactose é Unico produto autorizado na
composicao de carreador de p6 seco na inalagdo por possuir uma baixa toxicidade. Wu et al.
no artigo Studies on the spray dried lactose as carrier for dry powder inhalation. Asian Journal
of Pharmaceutical Sciences, v. 9, n. 6, p. 336-341, 2014 estudaram a eficiéncia da técnica de
secagem por spray na lactose utilizada como carreador de pd seco na inalagdo. Os resultados
permitiram observar que o uso da lactose permitiu o0 aumento da estabilidade dos farmacos e
sugerem que a técnica de secagem possa ser utilizada na preparacdo do carreador, desde que
exista um controle de humidade abaixo de 30 % no medicamento.

006. Estudos recentes tem relatado uma nova aplicacdo da lactose na producdo do &cido
lactobibnico que por sua vez possui varias aplicacGes na industria de alimentos, farmacéutica
e quimica. De acordo com Gutiérrez, Hamoudi e Belkacemi em Lactobionic acid: A high
value-added lactose derivative for food and pharmaceutical applications. International Dairy
Journal, v. 26, n. 2, p. 103-111, 2012 o &cido lactobiénico pode ser produzido através do
processo de oxidacdo da lactose e tem despertado interesse devido a sua capacidade
antioxidante, quelante, umectante e propriedades emulsificantes.

007. Além dessas aplicagdes, Tomaszewska e Biatonczyk destacam em Production of
ethanol from lactose in a bioreactor integrated with membrane distillation. Desalination, v.
323, p. 114-119, 2013 a lactose como um importante substrato no processo de fermentacéo
para a producéo de etanol.

008. Atualmente boa parte da lactose utilizada no Brasil é importada, proveniente de outros
paises como a Alemanha, China, Estados Unidos e Holanda. De acordo com os dados do
Sistema Integrado de Comércio Exterior (SISCOMEX), o Brasil importou no periodo de 2009
a 2014 aproximadamente 117.000 toneladas de lactose, em sua forma pura ou em outras
formas, como por exemplo a de xarope, 0o que corresponde a um montante de U$$
204.203.323 (FOB).

009. Intmeras tecnologias voltadas para o desenvolvimento de produtos lacteos com baixo
teor de lactose tem impulsionado a industria. Dentre elas destacam-se 0 métodos de separacao
por hidrolise, separacdo por membrana, cromatografia e adsorcéo.

010. Dois métodos podem ser citados como principias na hidrolise da lactose, o método
acido e o método enzimatico. Na hidrdlise &cida, a reacdo é muito rapida, em que o ajuste de
acidez ¢ feito através da adicdo de acidos fortes como o sulfarico e cloridrico, e condicdes
severas de pH e temperatura (1,0<pH<2,0;100<temperatura<150 °C). Harju, Kallioinen e

Tossavainen no artigo Lactose hydrolysis and other conversions in dairy products:
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Technological aspects, International Dairy Journal, v. 22, n. 2, p. 104-109, 2012 relatam que
essas condigdes restringem sua aplicagdo comercial na industria, pois acarreta alteracdes no
sabor e na cor do leite.

011. J& o método enzimatico, a hidrélise ¢é catalisada pela p galactosidase e se processa em
condicdes operacionais mais brandas (3,5<pH<8,0; 5<temperatura<60 °C), essas condicdes
reduzem a formagdo de subprodutos indesejaveis. Nele a enzima 3 galactosidase, na forma
livre ou imobilizada, hidrolisa a liga¢do P (1-4) da lactose, dando origem aos seus monémeros
glicose e galactose.

012. Apesar da hidrélise enziméatica se apresentar como um método mais vantajoso em
relacdo a hidrolise &cida para a reducédo do teor de lactose no leite e nos seus derivados, Bbasi
e Saeedabadian no artigo A Influences of lactose hydrolysis of milk and sugar reduction on
some physical properties of ice cream, Journal of Food Science and Technology, n. 2003, p.
1-8, 2013 sugere que seu emprego pode ocasionar modificagdes nas propriedades reoldgicas
dos produtos, pois aumentam seu dulgor, diminui a viscosidade, e provocam alteracdes do
sabor e cor.

013. Uma técnica alternativa no proceso de reducdo do teor de lactose, € a filtracdo por
membranas que € rotineiramente utilizada em inimeras aplica¢cBes dentro da industria de
laticinios. Dentre as alternativas da filtragdo por membranas, destaca-se a nanofiltracéo, que é
um processo de filtracdo entre ultrafiltracdo e a osmose reversa que proporciona separagoes
altamente especificas de componentes com baixo peso molecular.

014. Umdos fatores que diferenciam os tipos de membranas mais comuns nos processos de
separacdo € a aplicacdo da pressdo hidraulica como a forca motriz para transporte de massa.
No entanto, a natureza da membrana controla quais os elementos que permeiam e quais serdo
mantidos, uma vez que eles sdo seletivamente separados de acordo com a massa molar ou
tamanho de particulas. Garcia, Blanco e Rodriguez em Microfiltration applied to dairy
streams: Removal of bacteria, Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 93, n. 2, p.
187-196, 2013 definem a microfiltragio como um proceso que utiliza pressdes inferiores a 2
bar e separa as moléculas com tamanhos entre 0,025 ¢ 10 um, ja a ultrafiltragdo utiliza
pressdes superiores a 1 bar e separa as particulas com massa molar entre 1 e 300 kDa, € a
nanofiltracdo com pressdes entre 1 e 4 bar e separa as particulas com massa molar entre 350 e
1000 Da, enquanto osmose reversa pressdes entre 4 e 10 bar e concentra-se particulas com
massas molares inferiores a 350 Da.

015. A literatura relata estudos envolvendo o processo de remocdo da lactose a partir da

integracdo da técnica de separagdo por membranas com outras técnicas de separagéo.
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016. Souza et al. em Recovery and purification of lactose from whey, Chemical
Engineering and Processing: Process Intensification, v. 49, n. 11, p. 1137-1143, 2010
investigaram quatro processos integrados, incorporando microfiltracdo, ultrafiltracdo, troca
ibnica, osmose reversa, para a separacao e purificacdo de lactose de soro do queijo.

017. Faedo et al., em Obtencdo de leite com baixo teor de lactose por processos de
separagdo por membranas associados a hidrolise enzimatica, Revista CIATEC-UPF, v. 5, n. 1,
p. 44-54, 2013, avaliaram um processo hibrido combinando ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo
(NF) e hidrélise enzimatica usando a B-galactosidase para a obtencdo de leite pasteurizado
com reduzido teor de lactose.

018. Nestes estudos, apesar da preservacdo das propriedades reoldgicas do leite durante o
processo de remocao da lactose, a técnica de separacdo por membrana tem apresentado alguns
problemas em relacdo a sua seletividade, devido ao fato de acabar retendo biomoléculas
menores que a lactose, como o caso das proteinas e globulos de gorduras, ocasionando perdas
nutricionais no leite.

019. Uma técnica que tem se apresentado como uma opc¢éao a essa falta de seletividade € a
técnica de separacao por cromatografia. A separacdo cromatografica de misturas de diferentes
compostos é baseada na sua distribuicdo entre uma fase estacionaria e uma fase movel. A
tecnologia baseia-se no fato que moléculas com caracteristicas fisicas e quimicas diferentes
interagem de forma distinta com a fase estacionaria (coluna) quando séo dissolvidas em uma
fase movel (geralmente um solvente ou de um gas). Essas interacdes resultaram em uma
retencdo diferencial na fase estacionaria e, por conseguinte, conduzem a separacao.

020. O processo de separacdo da lactose no leite por métodos cromatograficos ocorre com
base nas diferencas de velocidades de fluxo de diferentes componentes do liquido a ser
tratado ao fluir através de uma coluna geralmente de resina. O leito preenchido de resina é
composto de particulas porosas de resina que apresentam grupos funcionais com os quais 0s
componentes a serem separados interagem de forma distinta. De acordo com HARJU et al. no
artigo Lactose hydrolysis and other conversions in dairy products: Technological aspects,
International Dairy Journal, v. 22, n. 2, p. 104-109, 2012 essas interacfes se devem ao fato
desses grupos apresentarem afinidades diferentes em relacdo a resina, permitindo que o eluato
seja dividido em fracbes com a composicdo desejada, acarretando assim a separacdo dos
componentes um do outro.

021. A rresina mais utilizada para separar a lactose com elevada eficiéncia a partir do leite e
soro de leite é resina baseada no principio de troca catibnica. Neste processo a separacdo €

baseada nos diferentes tamanhos de ions e nos efeitos de exclusdo de tamanho de minerais e
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proteinas, e provavelmente também na capacidade de lactose em formar complexos com 0s
cations ligados a resinas de troca catiénica. No entanto, ions de célcio do leite podem se ligar
a resina, 0 que acarreta a destruicdo das micelas de caseina, e desaparecimento da cor branca
de leite. Além disso, se a resina estiver sob a forma de calcio, a separacdo é insatisfeita e pode
ocasionar a precipitacdo da proteina na coluna.

022. Além dos problemas citados anteriormente, a reducdo de lactose por tecnologias de
membrana ou processos cromatograficos tém enfrentado problemas com as autoridades
reguladoras. O leite em que a lactose € reduzida por tecnologia de filtracdo para menos de
2,0% resulta em um valor mais baixo do que o crioscopico do leite integral comum, mesmo
apos a hidrélise da lactose, o valor crioscopico continua menor. De acordo com a Instrucdo
Normativa n® 51/2002, o indice crioscopico maximo permitido é -0,530 °H (-0,512 °C). Esse
problema tem levado as autoridades de saude a considerarem a reducdo dos valores
crioscopicos como adulteracdo no leite.

023. Estudos recentes tém demonstrado a viabilidade de capacidade de reconhecimento
molecular de polimeros impressos molecularmente impressos (MIPS) no processo, tais como
a adsorgéo de biomoléculas.

024. A técnica de impressdo molecular € uma aproximacao sintética entre a natureza do
adsorvato e do adsorvente a fim de realizar o reconhecimento da molécula de interesse. A
obtencdo do polimero impresso molecularmente (PIM) ocorre por meio da polimerizacdo da
molécula molde que é retirada da matriz deixando na sua estrutura informacdes a respeito da
forma e tamanho para a molécula-alvo. Isso resulta na formacdo de sitios capazes de
reconhecer e religar com a molécula-alvo com alta especificidade.

025. O polimero impresso molecularmente (PIM) pode ser usado como adsorvente com
seletividade pré-determinada para uma dada substancia, ou grupo de analogos estruturais,
utilizados em extracdo de fase sélida para a separacdo ou limpeza do composto alvo em
baixas concentracGes ou em matrizes complexas.

026. A obtencdo dos PIMs ou polimeros impresso molecularmente ocorre por meio da
polimerizacdo de uma molécula molde a ser impressa (o analito de interesse). Na impressédo
molecular ndo covalente, o molde interage com um mondmero funcional por meio de ligacGes
de hidrogénio, eletrostaticas ou intera¢6es hidrofdbicas.

027. A Figura 1 representa 0 processo de obtencdo de um polimero impresso
molecularmente descrito por Balieiro et al. no artigo Adsorption process of molecularly

imprinted silica for extraction of lactose from milk, Brazilian Journal of Chemical
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Engineering, 2015 (In press) para retencdo da molécula molde lactose e a remocéo desta para
a producdo do molde e subsequente utilizacgao.

028. Estudos recentes realizados pelo nosso grupo tem evidenciado a eficiéncia da técnica
de impressdo molecular no processo de remocao de biomoléculas.

029. Soares et al. em Molecular imprinting of B-cyclodextrin/cholesterol template into a
silica polymer for cholesterol separation. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic
Chemistry, v. 57, p. 79-82, 2007 indicaram que a técnica de impressdao molecular para o
preparo do PIM obtido pela técnica sol-gel com a finalidade de remover colesterol de uma
solucdo sintética em regime batelada atingiu 0 maximo de capacidade de adsorcdo no valor de
76,5 mg de colesterol por g de PIM.

030. A Patente 000221108562820 empregou a técnica de impressdo molecular para avaliar
a eficiéncia do PIM em relacdo a matriz pura (MP) no processo de remocdo do colesterol de
uma solugéo sintética, no tempo de 1 h, na temperatura de 25°C em batelada. Os resultados
obtidos mostraram que a capacidade de adsor¢do do adsorvente PIM foi de 238 mg de
colesterol por g de adsorvente quando comparado com o MP que apresentou uma remogao
menor de 227 mg de colesterol por g de adsorvente.

031. Balieiro et al. em Adsorption process of molecularly imprinted silica for extraction of
lactose from milk, Brazilian Journal of Chemical Engineering, 2015 (In press) avaliaram a
cinética de adsorcdo do PIM no processo de remocao da lactose do leite em fluxo continuo,
obtendo uma adsorcdo méaxima de 62 mg de lactose por g de adsorvente PIM.

032. A literatura de patentes apresenta documentos sobre o processo de remocdo e
recuperacdo da lactose.

033. Assim, patente WO 2014/ 14 1164 Al utiliza o processo de remoc¢do da lactose do
leite e de derivados baseado nos processos de filtracdo, ultrafiltracdo e nanofiltracdo. Apos a
remocdo de lipidios, proteinas e sais, utiliza-se o processo de cristalizacdo baseado no
arrefecimento (resfriamento) para a formacao dos cristais.

034. A patente EP 2 617 727 Al patente utiliza o processo de desmineraliza¢cdo do soro do
leite e em seguida usa o processo de cristalizagdo por arrefecimento para recuperar a lactose
do soro desmineralizado.

035. Alternativamente, a patente GB200185 (A) descreve o processo de recuperacdo da
lactose no soro usando a precipitacdo acida da caseina antes do processo de cristalizacao por
arrefecimento.

036. De acordo com as publicacfes, observa-se que o processo de remocdo da lactose

quando aplicado ao leite e seus derivados ocorre através da técnica de separacdo por
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membranas, ocasionando a retencdo de outros constituintes do leite, resultando em perdas das
propriedades organolépticas.

037. Enquanto que a etapa de recuperacdo da lactose ocorre por intermédio do processo de
cristalizacdo por arrefecimento, ap6s a precipitacdo na maioria das vezes de proteinas e sais.
Essa técnica ndo é aplicada diretamente no leite pelo fato de que a presenca de outros
constituintes interfere no processo de cristalizacdo da lactose.

038. Portanto, seria de grande utilidade e interesse industrial um processo que consiste em
utilizar a técnica de adsorcao baseada na impressdo molecular para remover a lactose do leite
e a cristalizacdo a partir da adicdo de etanol para recuperar a lactose ap6s a sua eluicdo das
particulas adsorvente, de modo que a biomolécula de lactose obtida apresente poucas
impurezas e que as propriedades organolépticas do leite estejam dentre os parametros
exigidos pelos orgéos regulamentadores.

SUMARIO DA INVENCAO

039. De um modo amplo, o processo industrial de recuperacdo da lactose do leite e
derivado processados em um laticinio por percolacdo de uma corrente de leite atraves de pelo
menos uma coluna de adsorcdo/dessorcdo onde a fase estaciondria compreende matrizes
hidrofobicas compreende as etapas de:

a) Preparar matrizes hidrofobicas por técnica sol-gel utilizando como precursor o
Tetraetilortossilicato, as matrizes sendo selecionadas dentre a matriz impressa
molecularmente com a solucéo de lactose como molde (PIM/lactose);

b) Triturar as matrizes de a) para obter a fase estacionaria para o leito da pelo
menos uma coluna de adsorcdo/dessor¢do com granulometria de 0,250 mm
(60 mesh);

c) Utilizar o material de b) como fase estacionaria para a pelo menos uma coluna
de adsorcéo (C);

d) Efetuar a remocao da lactose do leite dirigindo uma corrente de leite com teor
normal de lactose para a dita pelo menos uma coluna (C) de
adsorcdo/dessorcdo de c) e fazer percolar o leite através do leito da dita pelo
menos uma coluna (C) de adsorcdo/dessorcdo onde a fase estacionaria €
constituida de uma matriz de a), a temperaturas desde a ambiente até cerca de
34°C, de modo que a matriz hidrofobica constituindo a fase estacionaria da
pelo menos uma coluna de adsorcao/dessorcdo (C) possa adsorver o teor da

lactose que se deseja eliminar da dita corrente de leite;
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e) Ao término do processo, recuperar o leite e derivados com teor reduzido de
lactose;
f) Dessorver a lactose da coluna de adsor¢do com auxilio de solucdo de agua a
uma temperatura entre 34 a 60 °C e vazédo entre 3 e 9 mL/min, obtendo pelo
menos uma coluna de adsorgédo/dessorcéo (C) com leito de matrizes aptas a
novo ciclo de adsorcao/dessorcao de lactose do leite; e
g) Adicionar etanol a solucdo de f) na proporgdo 1:3 para iniciar a formacao dos
cristais de lactose através do processo de cristalizagdo, mantendo sob agitacéo
constante e temperatura ambiente;
h) Filtrar e secar a vacuo os cristais de lactose provenientes da solugédo de g);
i) Iniciar um novo ciclo de adsorcao/dessorcdo da lactose do leite com auxilio da
dita coluna de adsorcéo/dessorc¢éo de f).
040. Portanto, a invencao prové um processo industrial continuo para a remocao da lactose
do leite a partir de uma coluna de adsorcéo/desssorcdo onde a fase estacionaria € constituida
por uma matriz hidrofébica utilizando como precursor o Tetraetilortossilicato.
041. A invencdo prové também um processo continuo para a recuperacdo da lactose do leite
onde a coluna de adsorcdo/dessorcédo é preparada para um novo ciclo de adsorcdo/dessorcao
da lactose por lavagem com &gua a uma temperatura entre 34 e 60°C e vazdo entre 3 e
9mL/min.
042. A invencdo prové também um processo de cristalizacdo para obtencdo dos cristais de

lactose a partir da adi¢do de etanol, sob agitacdo constante e temperatura ambiente.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

043. A FIGURA 1 anexa é uma representacdo esquematica do mecanismo de formacéo de
um polimero impresso molecularmente conforme a literatura: MM: molécula molde; MF:
mondmero funcional; PIM: polimero impresso molecularmente.

044. A FIGURA 2 anexa € uma representacdo esquematica do mecanismo de recuperacao
da lactose do leite a partir da integracdo das técnicas de adsorcdo/dessorcdo de leito fixo
preenchido com polimeros impresso molecularmente com a técnica de cristalizacdo baseada
na adicdo de etanol: S1: leite; B1 e B2: bombas; V1, V2, V3 e V4: valvulas; C1: coluna
adsorcao/dessorcdo; S2: leite com baixo teor de lactose; S3: eluente (adgua); S4: solucdo de
lactose; EC: etapa de cristalizacdo; P1: lactose recuperada.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
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045. Ainvencao é, pois, dirigida para um processo de remocao e recuperacao da lactose do
leite com auxilio de adsorcéo/dessorcao e cristalizacao de parte da lactose presente no leite tal
como produzido, a adsorcdo/dessorcdo sendo efetuada no leito de pelo menos uma coluna de
adsorcdo/dessorcdo cuja fase estacionaria € constituida de uma matriz hidrofébica do tipo
Polimero Impresso Molecularmente (PIM/lactose) e a cristalizacdo a partir da adicdo de
etanol a solugdo de eluicdo de uma matriz hidrofébica do tipo Polimero Impresso
Molecularmente (PIM/lactose), composta de agua a uma temperatura entre 34 e 60°C e vazao
entre 3 e 9mL/min.

046. O leite utilizado nos experimentos € leite do tipo C obtido em laticinio industrial. A
analise do leite antes e apds percolacdo por coluna contendo um leito constituido de matriz
hidrofébica PIM/lactose sera apresentada mais adiante no presente relatorio descritivo.

047. Conforme detalhado acima, o processo da invencdo para a recuperagédo da lactose do
leite ¢ feito em presenga de uma matriz hidrofébica de uma faixa granulométrica que constitui
a fase estacionaria de uma coluna de adsor¢édo/dessorcéo.

048. A matriz hidrofobica conforme a invencdo compreende a matriz de polimero impresso
molecularmente (PIM/lactose) onde a molécula molde é a lactose.

049. A matriz PIM/lactose é uma matriz hidrofobica obtida a partir do precursor
tetraetilortossilicato TEOS através da técnica sol gel.

050. De acordo com a tecnica, a matriz PIM/lactose é obtida por um processo de
polimerizacdo via técnica sol gel a partir do precursor tetraetilortossilicato (TEOS). Para tal,
30 mL de TEOS séo dissolvidos em 36 mL de etanol, absoluto sob atmosfera inerte de
nitrogénio. Sao adicionados 0,11 mL de &cido cloridrico diluido em 5 mL de agua ultra pura
(solugdo pré-hidrolisante); a mistura obtida é agitada (20 rpm) durante 90 min a 35 °C.
Transcorrido esse tempo, adiciona-se 1,0 g de lactose diluida em 10 ml de &gua ultrapura,
seguida del mL de hidroxido de amdnia diluido em 6 mL de etanol (96%) (solucdo de
hidrolise), a mistura é mantida estatica a 4 °C durante 18 horas para efetuar a poli-
condensacdo. O gel obtido é lavado com agua a 60 °C e seco a vacuo e temperatura ambiente
por 24 h.

051. A distribuicdo granulométrica do gel seco de PIM é determinada por meio de
separacdo utilizando conjunto de peneiras da série ABNT (Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas) de forma manual obtendo particulas de tamanho de 60 mesh.

052. Ja o polimero impresso molecularmente com lactose é obtido pela polimerizacdo do

mesmo precursor tetraetilortossilicato TEOS em presenca de lactose como molécula alvo
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(molde). Apds polimerizacdo a lactose é eliminada por lavagem e a matriz PIM/lactose é
capaz de reconhecer a lactose presente em uma emulsédo como o leite.

053. Os experimentos conduzidos durante a pesquisa que conduziu ao presente pedido s&o
destinados a determinar as condi¢Oes ideais do processo de remocéo e recuperacao da lactose
que envolve percolacdo do leite também contendo lactose através de uma coluna de
adsorcdo/dessorcdo onde a fase estacionaria € um suporte constituido pela atriz hidrofobica
PIM/lactose, seguida do processo de cristalizagdo a partir da adicdo de etanol a solucdo de
eluicdo de uma matriz hidrofébica do tipo Polimero Impresso Molecularmente (P1M/lactose),
composta de agua a uma temperatura entre 34 e 60°C e vazao entre 3 e 9mL/min.

054. A eficiéncia do processo objeto da invencdo depende de fatores como capacidade de
adsorcdo da lactose pelo suporte constituido de matriz hidrofobica (PIM) e a dessorcdo da
lactose.

055. Para a dosagem de lactose das amostras do leite antes e ap0s percolar da coluna é
necessaria a diluicdo destas, da seguinte forma: 1 grama da amostra € colocada em uma
solugdo contendo 2 mL de acetonitrila:dgua (60:40 v/v) deixando-as por 10 minutos a 25°C
numa centrifuga com rotacdo de 4500 rpm. ApoOs a centrifugacdo das amostras, o
sobrenadante ¢ extraido e filtrado atraves de um filtro de seringa de diametro 0,45um.

056. As amostras filtradas sdo injetadas em um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE). Na determinacdo do teor de lactose nos experimentos, € empregado um
cromatografo Shimadzu Co (modelo LC-10), equipado com forno (35 °C), injetor automatico
de amostras, detector de indice de Refracdo (IR), marca Shimadzu Co (modelo RID 6 A). A
coluna analitica utilizada para todos 0s ensaios é a Luna NH2 (150 x 4,6 mm) (Phenomenex)
com grupos amina ligados quimicamente a silica. A fase-mdvel utilizada é constituida de 60%
de acetonitrila e 40% 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 5 minutos. A dosagem de colesterol é determinada a

partir da curva de calibracdo com base na equacéo a seguir:

Craciore =(Area +543,49) /0,3584) r* =0,998 (Equagio.1)

em que:
Ciactose = concentragao de lactose, expressa em mg/L

Area = area obtida pelo método da cromatografia liquida expressa (AU/seg)

057. As condicGes de processo testadas com o intuito de obter a melhor condicdo de
remocdo da lactose no processo de adsorcdo em leito fixo foi fundamentada pelo nosso grupo

através de Balieiro et al. em Adsorption process of molecularly imprinted silica for extraction
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of lactose from milk, Brazilian Journal of Chemical Engineering, 2015 (In press) e
compreendem a altura do leito (7,5 a 12,5 cm), vazdo (3 a 9 mL/min) e tamanho da particula
(250 a 500 pm) e temperatura (34 a 60 °C).

058. Em uma modalidade da invencéo, a coluna de vidro encamisada que comporta o leito
tem didmetro interno de 2,5 cm e altura de 20 cm. No fluxo de efluente (solucdo de leite), as
amostras sdo coletadas e analisadas posteriormente no HPLC. A concentracdo média da
alimentacdo é calculada por meio de media aritmética dos valores de todas as amostras
retiradas durante cada experimento, obtendo-se, dessa forma a concentragdo média e a
capacidade de maxima de adsorcdo em mg por g de adsorvente PIM.

059. A Tabela 1 abaixo é uma compilacdo dos dados relativos a primeira etapa presente na
invencdo para a eficiéncia de remogéo da lactose do leite.

060. Observa-se, durante os experimentos, que a maior capacidade de adsor¢édo de 62 mg
por grama de adsorvente ocorre no ensaio 7, para as condicOes: temperatura (34 °C),
granulometria (250 um), altura(12,5 cm) e vazdo (9 mL/min). Essa condicdo é a utilizada
como condicdo 6tima na etapa de remocao da lactose do leite em coluna com fluxo continuo,
onde a fase estacionaria € um suporte constituido pela matriz hidrofébica PIM/lactose.

061. No teste de dessorcéo o leito é lavado com agua a 34°C e vazao 9mL/min, as amostras
séo analisadas em HPLC.

062. A Tabela 2 abaixo é uma compilacdo dos dados relativos a segunda etapa presente na
invencdo para a eficiéncia da dessorcdo da lactose do leite na matriz hidrofobica do tipo
Polimero Impresso Molecularmente (PIM/lactose).

063. As determinacdes de condicGes de processo recuperacdo da lactose através do
processo de cristalizacdo com adicdo de etanol sdo efetuadas através de experimentos em
regime de batelada em uma solucéo sintética de lactose, descritos a seguir.

064. Os experimentos para a avaliacdo das condicdes do processo de recuperacao da lactose
em solucdo sintética atraves da cristalizacdo, sdo realizados a partir da diluicdo de 6 g do
padrdo de a lactose em 20 mL de agua MiliQ, mantida sob agitacdo constante de 735 rpm. A
solucdo € inicialmente aquecida a 60 °C para garantir a completa dissolucdo e em seguida
resfriada a temperatura de 25 °C antes da adicao do etanol. Apos a adicdo, a solucéo € filtrada
utilizando Kitassato de borosilicato, funil de Buchner e papel filtro quantitativo porosidade
0,8 um, ligados a uma bomba de vacuo, separada e secada num dessecador por um periodo de

24 horas antes do processo de pesagem.
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TABELA1

Concentracéo | Capacidade

. L inicial de de

Ensaios Variaveis I ~

actose adsorcao

(mg/L) (mg/g)

T G h Q PIM PIM
(°C) (num) (cm) | (mL/min)

1 34 250 7,5 3 215489 28,0
2 60 250 7,5 9 225447 37,6
3 34 500 7,5 9 20765,4 47,5
4 60 500 7,5 3 193824 26,4
5 34 250 12,5 9 19517,6 62,2
6 60 250 12,5 3 12771,8 9,5
7 34 500 12,5 3 13906,4 7,2
8 60 500 12,5 9 19517,6 24,3
9 47 355 10,0 6 21806,1 52,4
10 47 355 10,0 6 32453,8 50,6
11 47 355 10,0 6 21749,7 50,8

Balieiro et al. Adsorption process of molecularly imprinted silica for extraction of lactose
from milk, Brazilian Journal of Chemical Engineering, 2015 (In press).

TABELA 2
Concentracao Massa Massa Rendimento

inicial de adsorvida dessorvida (%)

lactose (mg) (mg)

(mg/L)

22249 1767 1030 58,3
065. As condicGes de processo testadas com o intuito de obter a melhor condicdo de
recuperacdo da lactose foram: o volume de etanol (40 a 60 mL) e o tempo de agitacdo (10 a
60 min).
066. A Tabela 3abaixo € uma compilacdo dos dados relativos a etapa da cristalizacdo

presente na invencao para a recuperacao da lactose em solucéo sintética.
067.

ensaio 4, para as condic6es: volume de etanol (60 mL) e tempo de agitacdo (60 min). Apesar

Observa-se, durante os experimentos, que a maior recuperacdo de 91,83 % ocorre no

do ensaio 2 possuir uma recuperacdo préxima do ensaio 4, com um tempo menor de 10 min,
deve-se avaliar o tamanho do cristal da lactose pretendido. Para cristais maiores, as condicdes
do ensaio 2 é mais indicada pelo fato que o choque mecanico influéncia o tamanho dos

cristais de lactose.
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TABELA 3

Ensaio Volume de Tempo de | Recuperacéo
etanol (mL) agitacéo (%)
(min)
1 40 10 52,70
2 60 10 90,67
3 40 60 86,67
4 60 60 91,83
5 50 35 89,73
6 50 35 89,13

068. Os experimentos conduzidos durante a pesquisa que conduziu ao presente pedido séo
destinados a solicitar a integracdo do processo de remocéo da lactose do leite que envolve
percolacdo do leite também contendo lactose através de uma coluna de adsorcao/dessorcao,
onde a fase estacionaria € um suporte constituido pela matriz hidrofobica PIM/lactose, com o
processo de cristalizacdo da lactose eluida da fase estacionaria com agua, através da adicéo de
etanol a solugéo.

069. A Figura 2 representa esquematicamente o fluxograma do estado da técnica de
integracdo dos processos de adsor¢do/dessorcdo e cristalizacdo por adicdo de etanol.

070. Assim, a etapa de remocdo da lactose inicia-se com as valvulas 1 e 2 abertas, onde
ocorre em fluxo continuo do leite alimentado por uma bomba peristaltica numa vazédo de 9
mL/min, atraves de coluna de adsorcdo de vidro encamisada com didmetro de 2,5 cm interno
e 12,5 cm de altura. O leite sera percolado em uma coluna encamisada a temperatura de 34°C,
por um periodo de 1 hora momento no qual a coluna satura.

071. Apos a saturacdo da coluna as valvulas 1 e 2 se fecham e as valvulas 3 e 4 se abrem,
iniciando a etapa de dessorcdo. Durante essa etapa a lactose é eluida com &gua a uma
temperatura entre 34 e 60°C e vazdo entre 3 e 9 mL/min . Transcorrido o tempo de 1 hora, as
valvulas 3 e 4 se fecham e se inicia a etapa de recuperacao.

072. A etapa de recuperacdo da lactose ocorre através do processo de cristalizacdo por
adicdo de etanol. Em que a solucdo eluida da coluna é mantida sobre agitacdo de 735 rpm e
logo em seguida é adicionado etanol na proporcdo 1:3. Transcorrido o tempo de 1 hora a
solucdo apos a adicdo, a solucdo € filtrada utilizando Kitassato de borosilicato, funil de
Buchner e papel filtro quantitativo porosidade 0,8 pum, ligados a uma bomba de vécuo,
separada e secada num dessecador por um periodo de 24 horas antes do processo de pesagem

dos cristais de lactose.
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073. Assim € possivel obter tanto o leite com teor reduzido de lactose como a lactose
através deste processo.

074. O leite com baixo teor de lactose podera ser utilizado na fabricacdo de outros
alimentos também com baixo teor de lactose, atendendo uma necessidade do mercado em
relacdo a pessoas intolerantes a lactose.

075. Jaa lactose recuperada podera atender outro mercado potencial relacionado ao seu uso
na fabricacdo de alimentos, como farinhas e pdes, na indUstria farmacéutica como excipientes
de medicamentos e na industria de cosméticos como emoliente de cremes e batons.

076. Os resultados parciais, aliados ao baixo custo e energia utilizada no processo
empregando a coluna de adsorgdo/dessor¢do com leito da coluna de adsorcao/dessorgédo
contendo a matriz hidrofébica com o polimero impresso molecularmente (PIM), com a
cristalizacdo com adicdo de etanol demonstram a viabilidade de um processo em escala
industrial, em fluxo continuo para a remogéo e recuperacdo da lactose de uma corrente de

leite.

REIVINDICACOES
1. PROCESSO DE RECUPERACAO DA LACTOSE DO LEITE A PARTIR DA
INTEGRAGAO DAS TECNICAS DE ADSORCAO BASEADA EM POLIMEROS
IMPRESSOS MOLECULARMENTE E DA CRISTALIZACAO COM A ADICAO DO
ANTI-SOLVENTE ETANOL, dito processo sendo caracterizado por compreender as etapas
de:

a) Efetuar a remocdo da lactose do leite dirigindo uma corrente de leite com teor normal
de lactose para a dita pelo menos uma coluna (C) de adsorcao/dessorcéao de c) e fazer
percolar o leite através do leito da dita pelo menos uma coluna (C) de
adsorcdo/dessorcdo onde a fase estacionaria é constituida de uma matriz de a), a
temperaturas desde a ambiente até cerca de 34°C, de modo que a matriz hidrofébica
constituindo a fase estacionaria da pelo menos uma coluna de adsorc¢édo/dessor¢édo (C)
possa adsorver o teor da lactose que se deseja eliminar da dita corrente de leite;

b) Ao término do processo, recuperar o leite e derivados com teor reduzido de lactose;

c) Dessorver a lactose da coluna de adsor¢cdo com auxilio de solucdo de d4gua a uma
temperatura entre 35 e 60°C e vazdo entre 3 e 9 mL/min, obtendo pelo menos uma
coluna de adsorcao/dessorcdo (C) com leito de matrizes aptas a novo ciclo de

adsorcéo/dessorcao de lactose do leite; e
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d) Adicionar etanol a solucdo de c) na proporgéo 1:3 para iniciar a formagao dos cristais
de lactose através do processo de cristalizacdo, mantendo sob agitacdo constante e
temperatura ambiente;
e) Filtrar e secar a vacuo os cristais de lactose provenientes da solucdo de d);
f) Iniciar um novo ciclo de adsorcdo/dessorcdo da lactose do leite com auxilio da dita
coluna de adsorgéo/dessorcéo de a).
2. PROCESSO DE RECUPERAQAO DA LACTOSE DO LEITE A PARTIR DA
INTEGRACAO DAS TECNICAS DE ADSORCAO de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por ser efetuado em fluxo continuo;
3. PROCESSO DE RECUPERAQAO DA LACTOSE DO LEITE A PARTIR DA
INTEGRACAO DAS TECNICAS DE ADSORCAO de acordo com as reivindicacdes 1 e
2, caracterizado por efetuar 62mg/g de adsorcdo ao ser empregada coluna de
adsorcao/dessorcdo (C) com temperatura de 34°, altura de 12,5 cm, vazdo de 9mL min™ e
granulometria (250um), a fase estacionaria do leito da dita coluna (C) sendo a matriz
hidrofobica de polimero molecularmente impresso (PIM).
4. PROCESSO DE RECUPERAQAO DA LACTOSE DO LEITE A PARTIR DA
INTEGRACAO DAS TECNICAS DE ADSORCAO de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pela lactose recuperada ser utilizada na fabricacdo de alimentos, farinhas e paes,
na industria farmacéutica como excipientes de medicamentos e na industria de cosmético
como emoliente de cremes e batons.
5. PROCESSO DE RECUPERACAO DA LACTOSE DO LEITE A PARTIR DA
INTEGRACAO DAS TECNICAS DE ADSORCAO, de acordo com a reinvindicagao 1,
caracterizada por uma solucéo obtida a partir da eluicdo da matriz hidrofobica constituindo
a fase estacionaria da pelo menos uma coluna de adsorcdo/dessorcdo (C), mantida sob
agitacdo constante de 735 rpm., no periodo de 10 a 60 min., aquecida a 60 °C, em seguida
resfriada a temperatura de 25 °C antes da adi¢do de 40 a 60 mL de etanol, apos a adigdo, a
solucdo e filtrada a vacuo, separada e secada num dessecador no periodo de 24 horas antes do

processo de pesagem dos cristais de lactose.
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