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RESUMO - O soro de leite € um residuo agroindustrial remanescente do processo de
fabricacdo de queijos e um poluente em potencial, pois possui alta carga de matéria
organica. Atualmente, processos com uso de membranas vém sendo utilizados visando
reaproveitar este soro. Durante 0 processo de separacdo do mesmo por membrana,
obtém-se o permeado, que é rico em lactose e sais minerais e pode ser utilizado em
processos biotecnoldgicos (fermentagdes), juntamente com leveduras, para a reducao da
carga organica e obtencdo de produtos de valor agregado. Porém, algumas leveduras
ndo metabolizam o dissacarideo lactose, como é o caso da Saccharomyces cerevisiae,
logo, é necessario que esse permeado seja hidrolisado para obtencdo de
monossacarideos. Visando obter a melhor condicdo para a hidrolise deste permeado,
avaliou-se as condicGes de temperatura, pH e concentracdo de enzima empregadas no
processo. O permeado utilizado neste estudo é proveniente da inddstria SOORO" O
estudo foi realizado através de um planejamento experimental 2°, com quadruplicata no
ponto central. Os resultados obtidos demonstraram que o pH, a interacdo entre
temperatura e pH e entre temperatura e concentracdo de enzima sdo significativos,
entretanto, ndo foram satisfatorios, evidenciando a necessidade de realizar novos
experimentos com diferentes condices.
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INTRODUCAO

O soro de queijo ou soro de leite é um
efluente da inddstria lactea obtido apds a
precipitacdo da caseina na producdo de queijo
(Baldasso, 2008). Quando descartado no meio
ambiente, se torna um potencial poluidor,
devido ao seu alto teor de carga organica
comparado a carga de um esgoto doméstico
(Baldasso, 2009). Porém a sua composicao

favorece a sua utilizacdo em processos
biotecnoldgicos, pois € composto por 93% de
agua e 7% de matéria seca, da qual 71% sao
lactose, 10% sdo proteina bruta, 12% sdo
gorduras e 11% sdo sais minerais (Lizieire e
Campos, 2006).

O interesse pela utilizacdo de residuos
industriais como substrato para a obtencdo de
produtos com maior valor agregado vem
aumentando, e, neste sentido encontra-se a

* SOORO - Concentrado Industria de Produtos Lacteos Ltda.



producdo de proteina microbiana, que é um
produto com alto valor nutricional (Cazetta, e
Celligoi, 2005).

Para a separacdo dos componentes do
soro, uma das mais promissoras técnicas é a
ultrafiltracdo com membranas poliméricas. A
ultrafiltracio vem sendo utilizada nas
indastrias alimenticias, principalmente na
clarificagdo de sucos de frutas, cerveja e
vinhos e na concentracdo de produtos lacteos,
onde vem sendo bastante utilizada na
recuperacdo das proteinas do soro, que, depois
de concentradas, sdo utilizadas em dezenas de
produtos alimenticios na forma liquida ou
desidratada (Carminatti, 2001).

A obtencgéo do concentrado proteico, por
si s0, ndo se apresenta economicamente viavel
uma vez que apenas 1/6 do volume de soro
serve para a producdo de proteina, restando
ainda um consideravel volume de permeado de
soro de queijo a manusear. O permeado de
soro de queijo contém alto teor de lactose e
sais minerais (Smith, 2008), podendo assim ser
utilizado para diversos fins, como alimentagédo
de animais, producdo de lactose, galactose,
glicose, élcool, acido lactico, substrato de
fermentacdes entre outros (Domingues et al.,
1999).

As leveduras séo excelentes
processadores de proteinas e outros produtos,
devido a sua eficiéncia na conversdo (Aradjo
et al., 2009). A levedura Saccharomyces
cerevisiae € aceita e considerada segura pelo
FDA (Food Drugs Administration) para uso
em humanos, tendo em vista que nao é
patogénica (Anupama e Ravindra, 2000).

Por se propagar facilmente, pode ser
utilizada para a producdo de proteina celular
(Araujo et al., 2009).

Para processos fermentativos com
polissacarideos, 0 micro-organismo mais
utilizado é a levedura do género
Kluyveromyces, pela sua capacidade de
metabolizar a lactose, no entanto, a sua
utilizacdo para a producdo de etanol ndo é
indicada, pois o crescimento desta levedura é
inibido na presenca deste composto. As
leveduras do género Saccharomyces sdo
largamente utilizadas na producdo de
alimentos e bebidas alcoolicas, representando
0S micro-organismos de eleicdo para

fermentagcdo alcodlica (Domingues et al.,
1999).

Para o seu metabolismo, a levedura S.
cerevisiae necessita de carbono, nitrogénio,
fosforo, enxofre, potassio, magnésio, célcio e
outros elementos, além de vitaminas como
tiamina e acido pantoténico (Casadei, 2012) e
segundo  Smith  (2008), alguns destes
compostos estdo presentes no permeado de
soro de queijo, tornando-o um potencial
substrato em processo fermentativo.

Apesar de a levedura Saccharomyces
cerevisiae fermentar uma grande variedade de
acucares, ela ndo é capaz de metabolizar a
lactose, devido a auséncia da enzima [-
galactosidase (que hidrolisa este aglcar em
glicose e galactose) e da permease da lactose,
que permite a entrada da lactose para o interior
das células (Domingues et al., 1999).

Na hidrdlise enzimatica da lactose,
utiliza-se a enzima lactase (B- galactosidase).
Esta enzima pode ser extraida de diversas
fontes, como animais, fungos, bactérias,
leveduras e vegetais, como broto de alfafa,
péssego e rosas selvagens. As enzimas
extraidas de Aspergillus Niger, Aspergillus
oryzae e Saccharomyces sp (lactis ou fragilis)
sdo as mais utilizadas por serem consideradas
seguras (Gekas e Lopez-Leiva, 1985).

Para a realizacdo de experimentos, é
sempre importante fazer um planejamento
experimental. A metodologia do planejamento
fatorial, associada a analise de superficies de
respostas, € uma ferramenta fundamentada na
teoria estatistica, que fornece informacoes
seguras sobre o processo, minimizando o
empirismo que envolve técnicas de tentativa e
erro (Box, et al., 1978).

E fato bem conhecido que o
desenvolvimento de um novo produto e/ou
processo €, em geral, dependente de um
grande nimero de variaveis. O planejamento
consciente dos experimentos que devem ser
realizados para determinar, € mesmo
quantificar, a influéncia das variaveis sobre as
respostas desejadas, é indispensavel para que
resultados confiaveis sejam obtidos e para que
analises estatisticas consistentes possam ser
realizadas (Costa e Almeida, 2011).

O objetivo desse estudo foi avaliar as
condicbes de temperatura, tempo, pH e
concentracdo de enzima empregadas no



processo de hidrolise da lactose presente no
permeado, visando obter a melhor condicdo e a
mais economicamente viavel, ou seja, que
utiliza menor quantidade de enzima para a
hidrélise, um fator que encarece 0 processo.

MATERIAL E METODOS

Hidrolise enzimatica: A lactose presente
no permeado, € um dissacarideo, que como ja
foi mencionado, ndo é metabolizado por
algumas leveduras, por exemplo a S.
cerevisiae, logo, é necessaria a sua lise em
glicose e galactose, para que estes aglcares
sejam utilizados em seu metabolismo como
fonte de energia.

Neste estudo, optou-se pela hidrolise
enzimatica, uma vez que o produto final de
interesse ¢ um alimento ou suplemento
alimentar. A hidrélise foi realizada utilizando
150 g L' do permeado em pé, esta
concentracdo deve-se ao fato do permeado em
sua forma liquida (in natura) conter essa
quantidade de lactose em sua composicéo.

A enzima utilizada foi a p-galactosidade,
da marca LactozymPure2600 L, cedida pela
empresa Novozymes.

A hidrolise consistiu em adicionar a
enzima ao permeado, mantendo-0 na
temperatura e pH selecionados (planejamento
experimental) por um determinado periodo de
tempo em incubadora de agitacdo orbital, a
100 rpm. Apds esse periodo, o permeado foi
aquecido a 100°C em banho-maria por 5
minutos, para desativar a enzima, e em
seguida, resfriado a temperatura ambiente.

Durante todo o periodo de hidrolise
foram realizadas analises de glicose para
avaliar o tempo necessario para que toda a
lactose fosse convertida em glicose e
galactose. Utilizou-se como base nos calculos
de conversdo da lactose em glicose+galactose
0 estudo de Mahoney (1998), no qual o autor
relata que a quantidade de glicose+galactose
hidrolisadas no meio reacional segue a razao
de aproximadamentel mol de lactose libera 1
mol de glicose e 1 mol de galactose, por isso a
andlise de glicose é suficiente para o
acompanhamento do processo de hidrdlise. A
quantificacdo da glicose foi realizada por kit
enzimatico colorimétrico (trinder) para glicose
da marca Gold Analisa, seguindo instrucgdes do

fabricante referente a quantidade minima para
leitura em espectrofotometro.

Os testes preliminares foram realizados
utilizando 0,006%, 0,0125%, 0,025%, 0,05% e
0,1% da enzima LactozymPure2600 L, pH 6,5,
a 30°C por 180 minutos.

O tempo de reacdo da hidrolise foi fixado
em 180 minutos, tendo como base o estudo
realizado por Mahoney (1998), no qual o autor
cita que a hidrolise da lactose por -
galactosidase obtida a partir de Streptococcus
thermophilus, num tempo de 3 horas ja estava
estavel e com niveis baixos, assim como a
obtencéo de glicose nesse mesmo tempo.

A concentragdo de enzima foi baseada
em estudos realizados por Bach (2012) e
Carminatti (2001). A partir dos resultados
obtidos, foi feito um planejamento
experimental visando a obtencdo da melhor
condicao para a hidrélise do permeado de soro
de queijo.
O planejamento experimental elaborado foi
um fatorial 2%, com uma quadruplicata no
ponto central, com um total de 12 ensaios. A
Tabela 1 apresenta as variaveis estudadas e
Seus respectivos niveis.

Tabela 1- Niveis reais e codificados das
variaveis estudadas no planejamento 2°

Nivel  Nivel Nivel

Variaveis
@) 0 ()
Temperatura (°C) 30,0 35,0 40,0
pH 4,50 6,50 8,50

Concentracéo de

enzima (%) 0,100 0125 0,150

A analise estatistica foi realizada por meio
do programa computacional STATISTICA
(versdo 8.0) da StatSoft.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos pela aplicacdo das
condicdes determinadas no planejamento
experimental encontram-se apresentados na
Tabela 2.



Tabela 2- Matriz Atividade Enzimatica 2°

Temperatura pH [enzima] Lactose hidrolisada
(°C) (%) (g L™ 180 min

1 -1 -1 -1 14,76
2 1 -1 -1 1,70

3 -1 1 -1 54,56
4 1 1 -1 59,00
5 -1 -1 1 3,86

6 1 -1 1 1,70

7 -1 1 1 48,26
8 1 1 1 73,50
9 0 0 0 102,22
10 0 0 0 95,72
11 0 0 0 99,66
12 0 0 0 100,94

Observa-se na Tabela 2 que a condicao
que possui 0os maiores valores de produto da
hidrélise da lactose sdo 0s pontos centrais do
planejamento, em que obteve-se
aproximadamente 100 g L™ de lactose
hidrolisada.

Segundo Gekas & Lopez-Leiva (1985) a
condicdo oOtima da enzima se dd a uma
temperatura entre 35 e 37°C, e em um pH

entre 6 e 7 para enzimas produzidas por
leveduras do género Kluyveromyces, utilizada
neste estudo, o que comprova que a condicdo
testada no ponto central é propicia a atividade
da enzima na quebra da lactose presente no
permeado de soro.

A influéncia das varidveis estudadas é
apresentada na Tabela 3. Onde valores
significativos encontram-se destacados em
vermelho.

Tabela 3- Tabela de efeitos Pure-error, 95%.

Efeito Erro padréo t(3) p Coef. Erro padréo

Meédia/Interc. 54,66 0,8116 67,34  0,000007 54,66 0,811602

T(°C) 3,615 1,988 1,818 0,1665 1,808 0,994005

pH 53,33 1,988 26,82  0,000114 26,66 0,994005

[enzima](%o) -0,675 1,988 -0,3395  0,7565  -0,3375 0,994005

T(°C) xpH 11,23 1,988 5,646 0,0109 5,612 0,994005

T(°C) x [enzima](%) 7,925 1,988 3,986 0,0282 3,963 0,994005

pHx [enzima](%0) 4,775 1,988 2,402 0,0957  2,38750 0,994005

R =33,52%

Em que:

t(3)= valor da estatistica t de Student com 3 graus de liberdade;

p= nivel descritivo;
Coef= quociente do coeficiente estimado.

Analisando a Tabela 3 pode-se observar
pela coluna de efeito, que as interacbes mais
significativas no processo de lise da lactose
foram, entre Temperatura e pH e entre
Temperatura e Concentracdo de Enzima, e que
0 pH, por si sb, também demonstrou grande
interferéncia sobre o processo. Porém, esses
resultados obtiveram um coeficiente de
regressdo quadratico de 33,52%, valor este
considerado muito baixo, o que demonstra que
nas condigcdes testadas neste estudo ndo é
possivel ter uma conclusdo definitiva sobre o

que influencia o processo de hidrdlise da
lactose, logo, had necessidade da realizacdo de
novos testes, com diferentes condicdes.
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