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BARRETO, Maria Beatriz Goes. Hidrélise acida da lactose extraida do residuo da
manteiga ghee: 2023. 61 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-PR, 2023.

RESUMO

Nos ultimos anos, tem-se vivenciado uma elevada demanda por produtos lacteos sem
lactose, devido ao aumento de consumidores com intolerancia a lactose. Junto ao
crescente consumo de produtos sem esse dissacarideo, também ha o aumento da
quantidade de residuos industriais derivados dos laticinios, que apresentam potencial
de reaproveitamento, com reducdo do descarte inapropriado. Um residuo pouco
explorado é o resultante da producdo da manteiga ghee, que é gerado apds a
coagulacdo da parte solida ndo gordurosa do leite, permanecendo os demais
componentes do leite em seu residuo, como a lactose. Os usos tradicionais da lactose
sao insuficientes para atender a quantidade de residuos gerados mundialmente, se
fazendo necessario o estudo de novos meios de reaproveitamento da mesma. Deste
modo, esse trabalho teve como objetivo desenvolver processo de hidrélise acida da
lactose proveniente do residuo da manteiga ghee empregando-se a combinacéo de
um método fisico (tratamento hidrotérmico em autoclave) e quimico (hidrélise acida)
em etapa unica. O residuo da manteiga ghee foi caracterizado quanto a sua
composi¢ao centesimal, e fracionado para a obtencédo de uma fragcao rica em lactose
(FRL), que foi submetida ao processo de hidrolise acida em comparagdo com uma
amostra de lactose comercial pura. A hidrdlise acida foi realizada em autoclave, com
pressao de 1,0 e 1,5 atm, e temperaturas de 121 e 127 °C, respectivamente, na
presenca de solugao de acido sulfurico (1%) ou acido citrico (5 e 10%), por um periodo
de 30 min. As amostras que resultaram na maior eficiéncia de hidrélise foram
submetidas a pressao de 1,5 atm a 127 °C, combinadas ao acido sulfurico 1% e acido
citrico 10%, resultando em eficiéncias de hidrdlise para a FRL de 22,64 e 20,92%, e
para a lactose comercial com valores de 92,83 e 69,88%, respectivamente. O
processo de hidrdlise acida realizado em etapa unica pela combinagcédo do processo
hidrotérmico na presenga de acidos se mostrou promissor como uma alternativa para
o reaproveitamento de residuos lacteos ricos em lactose.

Palavras-Chaves: Tratamento hidrotérmico; Acido citrico; Acido sulfurico; Residuos

lacteos.



BARRETO, Maria Beatriz Goes. Acid hydrolysis of lactose extracted from ghee
butter residue: 2023. 61 f. Dissertation (Master's Degree in Biotechnology) — State
University of Londrina, Londrina-PR, 2023.

ABSTRACT

In recent years, there has been a high demand for dairy products without lactose, due
to the increase of consumers with lactose intolerance. Along with the increasing
consumption of products without this disaccharide, there is also an increase in the
amount of industrial residues derived from dairy products, which have potential for
reuse, with reduction of an inappropriate disposal. One residue that has not been
explored is the one resulting from the production of ghee butter, which is generated
after the coagulation of the non-fatty solid part of the milk, remaining other components
of the milk in its residue, such as lactose. The traditional uses of lactose are insufficient
to meet the amount worldwide generated residues, making it necessary to study new
ways to reuse it. Thus, this study aimed to develop a process of acid hydrolysis of
lactose from ghee butter residue using a combination of a physical method
(hydrothermal treatment in an autoclave) and a chemical method (acid hydrolysis) in a
single step. The ghee residue was characterized according to its centesimal
composition, and fractionated to obtain a lactose-rich fraction (FRL), which was
subjected to the acid hydrolysis process compared to a pure commercial lactose
sample. Acid hydrolysis was performed in an autoclave, with a pressure of 1.0 and 1.5
atm, and temperatures of 121 and 127 °C, respectively, in the presence of sulfuric acid
(1%) or citric acid (5 and 10%) solution, for a period of 30 min. The samples that
resulted in the highest hydrolysis efficiency were subjected to a pressure of 1.5 atm at
127 °C, combined with 1% sulfuric acid and 10% citric acid, resulting in hydrolysis
efficiencies for the FRL of 22.64 and 20, 92%, and for commercial lactose with values
of 92.83 and 69.88%, respectively. The single-step acid hydrolysis process by
combining the hydrothermal process in the presence of acids showed to be a promising
alternative for the reuse of lactose-rich dairy residues.

Keywords: Hydrothermal treatment; Citric acid; Sulfuric acid; Residues.
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1 INTRODUGAO

Os residuos podem ser definidos como coprodutos obtidos durante a
fabricagdo de um produto principal. Nos ultimos anos, o aumento da capacidade de
producao nos diferentes setores industriais, em especial na industria de alimentos,
aliado a diversidade de novos produtos, tém aumentado o interesse no
aproveitamento e valorizagao dos residuos gerados nas diferentes cadeias produtivas.
Se alinhando desta forma ao conceito de economia circular, voltada a redug¢ao do
desperdicio de alimentos, compreendendo uma abordagem para reduzir, reutilizar,
recuperar e reciclar nutrientes e energia (WANI et al., 2022)

Um residuo pouco explorado € o resultante da produgdo da manteiga
ghee. Ghee ou manteiga clarificada € um produto que teve seu consumo aumentado
com o decorrer dos anos, com previsao de crescimento de 8 milhdes de toneladas até
o ano de 2026, no mercado global (EXPERT MARKET SHARE, 2022; JANGHU et al.,
2014). O residuo da manteiga ghee (RG) é gerado apds a coagulagéo da parte sélida
nao gordurosa da gordura de leite durante o preparo da manteiga. Pode ser facilmente
separado do produto por filtros ou clarificadores centrifugos continuos (PATEL et al.,
2019).

O rendimento do sedimento de manteiga clarificada e dos residuos
dependem das matérias-primas e do método de preparacgéo utilizado (PATEL et al.,
2019). A composigao do RG apresenta um grande potencial de reaproveitamento pela
sua abundancia em lipidios, proteinas e lactose, se destacando entre os demais a
lactose, por se tratar de um composto que vem sendo cada vez mais rejeitado pela
industria alimenticia.

A lactose é o unico dissacarideo presente no leite de mamiferos,
representando aproximadamente 5,2% na composi¢ao do leite bovino, que é o leite
de maior comercializagdo mundial (KATOCH et al., 2021). Este carboidrato trata-se
de um dissacarideo formado por 3-D-glicose e a-D-galactose, unidos por uma ligagéo
glicosidica do tipo B-1,4 (ROCHA; GUERRA, 2020).

Nos ultimos anos tem-se vivenciado em nivel mundial uma elevada
demanda por produtos lacteos sem lactose ou com baixo teor, devido ao aumento de
consumidores com intolerancia a lactose, ou seja, incapazes de digerir este agucar
(DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019). Em func¢éo disso, a lactose tem apresentado

baixo valor comercial, ndo somente em decorréncia a incidéncia de intolerancia a
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lactose, mas outros fatores cooperam para isto, como o seu fraco poder
fermentescivel quando comparado aos seus monossacarideos constituintes (glicose
e galactose), sua baixa solubilidade e o seu baixo poder adogante (ROCHA;
GUERRA, 2020).

Junto ao crescente consumo de produtos sem lactose, também ha o
aumento dos residuos industriais derivados dos laticinios, sendo a maior parte destes
residuos constituidos de proteinas, lipidios, lactose, minerais e outros, de acordo com
o tipo de produto lacteo produzido. Residuos estes, que apresentam grande potencial
de reaproveitamento, com reducdo do descarte inapropriado (MUNIRATHNAMMA,;
GUPTA; MEENA, 2017).

Os usos tradicionais da lactose na industria sdo insuficientes para
atender a demanda de residuos gerados mundialmente, se fazendo necessario o
estudo de novos meios de reaproveitamento. Uma alternativa seria 0 seu uso numa
forma hidrolisada, a partir de seus monémeros (glicose e galactose), proporcionando
mais opcdes de destino aos residuos.

O processo de hidrolise ja € empregado na industria por agdo de
enzimas, porém, alguns gargalos tecnoldgicos da conversao enzimatica tém sido
relatados na literatura, dentre os quais o custo, tempo de reagado, limitagdes na
reutilizacdo das enzimas, uso de tampdes para o controle do pH, baixa estabilidade
das enzimas, e a necessidade do uso de matéria-prima altamente pura. Dentre outras
alternativas ja descritas para a hidrolise da lactose sdo mencionados o emprego de
acidos organicos e/ou inorganicos, assim como a combinag¢dao da hidrdlise acida
associada a métodos fisicos (CHENG et al., 2020; CHENG; METZGER; MARTINEZ-
MONTEAGUDO, 2020; GAJENDRAGADKAR; GOGATE, 2017).

Desse modo, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um novo
processo de hidrélise da lactose, com o intuito de reduzir custos, atender aos
interesses industriais, e destinar os produtos da hidrélise para outras aplicagdes,
diminuindo assim alguns impactos ambientais provenientes da elevada produgao de

residuos lacteos ricos em lactose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver processo de hidrolise acida da lactose proveniente do
residuo da manteiga ghee empregando-se a combinagdo de método e quimico em

etapa unica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o residuo da manteiga ghee quanto a sua composig¢ao centesimal
(umidade, cinzas, lipidios, proteinas, carboidratos e lactose) e acidez;

¢ Obter de uma fragéo rica em lactose a ser empregada nos ensaios de hidrélise
acida;

e Padronizar o processo de hidrélise acida da lactose extraida do residuo, e de
lactose comercial em comparagdo, empregando-se a combinagdo de
tratamento hidrotérmico em meio acido, na presenga de um acido organico
(acido citrico) ou inorganico (acido sulfurico);

e Caracterizar os hidrolisados resultantes da hidrolise acida da lactose extraida
do residuo da manteiga ghee e da lactose comercial quanto aos seus teores
de agucares redutores;

e Avaliar o potencial de aplicagao da fracao rica em lactose extraida do residuo

da manteiga ghee como substrato para crescimento de bactérias probioticas.



16

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MATEIGA GHEE

Ghee ou manteiga clarificada € um ingrediente produzido a partir da
clarificacdo da gordura do leite. E um produto lacteo bastante tradicional, muito
popular em paises como a india, onde é utilizado desde a antiguidade na culinaria
(RAY, 2019). Nos ultimos anos teve seu consumo aumentado no ocidente, atingindo
no mercado global um volume aproximado de 6,1 milhdes de toneladas em 2020, com
previséo de crescimento de 4,3% ao ano, com expectativa para atingir um volume de
mais de 8 milhdes de toneladas até 2026 (EXPERT MARKET SHARE, 2023; IMARC
GROUP, 2023).

Esse produto pode ser preparado por processos artesanais e
industriais distintos, através do aquecimento do leite, creme de leite ou manteiga a
uma temperatura em torno de 100°C — 120°C (PENA-SERNA; RESTREPO-
BETANCUR, 2020). Durante o seu processamento sdo eliminados quase em sua
totalidade agua, proteinas do leite, lactose, alguns minerais, lipidios e fosfolipidios
(JANGHU et al., 2014; PATEL et al., 2019), os sdlidos precipitam e a gordura é filtrada,
obtendo assim a manteiga ghee. Essa manteiga é considerada uma fonte rica em
acidos graxos essenciais e vitaminas lipossoluveis, além de ser uma opgéo aos
consumidores intolerantes a lactose, uma vez que grande parte da lactose é removida

no processamento, gerando um residuo rico em lactose (RAY, 2019).

3.1.1 Residuo da Manteiga Ghee (RG)

O RG é o sedimento umido, de cor marrom clara, formado apds a
coagulacao da parte solida nao gordurosa do leite, existente no creme ou na manteiga,
que surge durante o preparo do produto, na forma de pequenas particulas (JANGHU
et al., 2014). Pode ser facilmente separado do produto final por filtros ou clarificadores
centrifugos continuos. O rendimento do sedimento de manteiga clarificada e dos
residuos dependem das matérias-primas e do método de preparagéo (PATEL et al.,
2019).

Este residuo representa um importante subproduto lacteo da industria

alimenticia, sendo muito utilizado para a producao de doces, produtos de panificagao,
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chocolates, balas, suplementos alimentares, dentre outros produtos (JANGHU et al.,
2014).

A literatura relata o uso do RG integral para diferentes aplicagdes.
Sahasrabudhe et al. (2012) relataram o uso do RG como substrato para a produgao
de lipases por Bacillus subtilis e Proteus spp, pelo processo de fermentagao em estado
sélido. Laganathan et al. (2015) relataram o uso do residuo em dietas de frangos de
corte nas proporcdes de 5 a 30%, como fonte de energia e proteinas. Janghu et al.
(2014) aplicaram o residuo em diferentes produtos de confeitaria, que se mostraram
estaveis ao armazenamento e elevada aceitabilidade sensorial apds adicdo do
residuo. Hirpara et al. (2020) incorporaram o RG em bebida lactea, e observaram
elevada aceitabilidade sensorial.

A composigdo do RG pode variar bastante em fungdo da matéria-
prima empregada, apresentando em sua composicao lipidios (32% - 70%), proteinas
(12% - 39%), umidade (8% - 30%), lactose (2% -18%) e cinzas (1% - 8%), podendo
ser empregado como uma fonte potencial destes compostos, inclusive de lactose. Dos
carboidratos contidos no RG, cerca de 70-80% compreendem a lactose, 15-20% a
galactose e 5-10% a glicose (KUMAR et al., 2017; WANI et al., 2022).

3.2 LACTOSE

A lactose (C12H22011) € um dissacarideo formado por B-D-glicose e a-
D-galactose unidas por uma ligagao glicosidica do tipo 3-1,4, derivando uma molécula
de 4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicopiranose. A lactose apresenta capacidade
redutora, pois o grupo presente no carbono anomérico da glicose néo esta envolvido
com a ligagdo glicosidica, podendo dessa forma reagir com agentes oxidantes
(ROCHA; GUERRA, 2020), como mostrado na Figura 1.

Essa molécula apresenta um centro quiral que pode exibir dois tipos
de isébmeros (Figura 1), os isbmeros a-lactose (0-B-D-galactopiranosil-(1-4)-a-D-
glicopiranose) e [-lactose (0-B-D-galactopiranosil-(1-4)-3-D-glicopiranose), que
apresentam diferentes propriedades de solubilidade, cristalizacao, temperatura de
fusdo e rotagdo optica (FOX, 2015; GUTIERREZ-MENDEZ, 2020).
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Figura 1 — Estrutura quimica da lactose
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Fonte: Adaptado de Fox (2015).

Em meio aquoso, a lactose sofre com a alternancia entre as formas a
e B, processo esse chamado de mutarrotacdo. Em certo ponto, de acordo com a
temperatura, as formas a e 3 poderao atingir o estagio de equilibrio. Por exemplo, sob
temperatura de 25°C, o equilibrio é atingido quando a solugdo alcangar 62,25% da
isoforma B e 37,75% da isoforma a (GUTIERREZ-MENDEZ, 2020; PERRONE et al.,
2017). A diferenca entre a quantidade de um isémero e outro acontece devido ao grau
de solubilidade de cada isoforma, sendo a isoforma B soluvel até 93,5°C, enquanto a-
lactose se solubiliza acima dessa temperatura. A taxa de solubilidade da B- lactose é
sete vezes maior em relacdo a da o- lactose (ALTAMIMI et al., 2019; GANZLE;
HAASE; JELEN, 2008; GUTIERREZ-MENDEZ, 2020).

Os cristais de a- lactose sao obtidos através da sua supersaturagao
em solucdo aquosa, permitindo que ela cristalize abaixo de 93,5°C, enquanto a
cristalizagdo da B lactose ocorre acima desta temperatura (FOX, 2015; GANZLE;
HAASE; JELEN, 2008; PEREIRA et al, 2012). A maneira com que a lactose é
cristalizada diz muito sobre a forma que os cristais adquirem. Quando a cristalizacao
ocorre de forma forcada e rapida, sao formados pequenos prismas paralelepipedais,
porém quando se trata de um processo lento, formas variadas sao identificadas, como

piramidais e prismas com grandes dimensdes, que apresentam certa complexidade
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resultante da velocidade de crescimento, e que n&o apresentam um crescimento
idéntico nas diferentes faces do cristal (ORDINEZ et al., 2005; YAMAUCHI et al., 2014).

De forma geral, as condigbes normais para a cristalizagao da lactose
envolvem um processo lento, que acarreta no aparecimento de grandes cristais em
pequenas quantidades, rigidos e pouco soluveis, de possivel identificacdo no paladar
quando seu tamanho ultrapassa 16 um (ORDINEZ et al., 2005).

A principal fonte de lactose é o leite produzido pela maioria dos
mamiferos, que apresentam entre 2 e 10% deste dissacarideo em sua composigao,
dependendo da origem. O leite animal de maior comercializagdo mundial, o bovino,
apresenta entre 4,4% e 5,2% de lactose, variando de acordo com a raga do animal
produtor (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008).

A partir do leite dos bovinos s&o produzidos diversos produtos lacteos
como queijos, iogurtes, cremes, manteiga, bebidas lacteas, dentre outros, e uma parte
importante dos residuos obtidos pela producdo desses alimentos pode apresentar
lactose (GUEVARA-ALVARADO et al., 2020). A lactose apresenta caracteristicas de
baixa solubilidade em agua (15 - 20%) e baixo poder adogante, principalmente quando
comparada a outros agucares, mas trata-se da fonte energética de maior relevancia
nos primeiros meses da maior parte dos mamiferos, representando cerca de 40% do
aporte energético diario nestes casos (GRENOV et al, 2016; GUTIERREZ-MENDEZ,
2020).

3.2.1 Aspectos Nutricionais e Intolerancia a Lactose

Produtos lacteos de origem animal contribuem significativamente para
uma dieta balanceada, devido aos seus macro e micronutrientes, recomendando-se
para adultos a ingestao diaria de 1-3 por¢des (GILLE et al, 2018). Contudo, nos ultimos
anos tem-se vivenciado, em nivel mundial, uma elevada demanda por produtos
lacteos sem lactose devido ao aumento de consumidores com intolerancia a lactose,
ou seja, incapazes de digerir este dissacarideo. De forma geral, estes produtos
apresentam as mesmas caracteristicas nutricionais da sua versdo com lactose, como
calcio e vitaminas (DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019).

As enzimas [-galactosidases ou lactases (EC 3.2.1.23) séo
classificadas como glicosil-hidrolases. Essa enzima, é responsavel pela hidrélise da

lactose em glicose e galactose, o qué possibilita a absor¢ao intestinal. A intolerancia
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a lactose trata- se de uma sindrome fisiopatolégica causada pela redug¢ao ou perda
da atividade desta enzima, expressa pelos enterécitos no intestino, mais
especificamente na porgdo do jejuno (CATANZARO; SCIUTO; MAROTTA, 2021;
MISSELWITZ et al., 2013).

A atividade enzimatica da lactase tem inicio no organismo humano
por volta da oitava semana gestacional, e aumenta até o momento do nascimento,
sendo necessaria para a digestdo da lactose durante o aleitamento materno,
promovendo a absorgado de agucares e gerando energia (CATANZARO; SCIUTO;
MAROTTA, 2021; SURI et al., 2019)

Casos de intolerancia a lactose congénita se nao diagnosticados a
tempo podem levar o recém-nascido a morte em casos extremos, em decorréncia de
desnutrigdo, desidratagdo e distarbios hidroeletroliticos graves (GUTIERREZ-
MENDEZ, 2020). Entre 2 e 12 anos de idade ocorre uma segregacdo natural dos
individuos em dois grupos, os que apresentam lactase nao persistente e os lactase
persistentes, grupo este que inclui os individuos que mantém a atividade dessa
enzima mesmo apos a infancia. Porém, a intolerancia também pode ser relacionada
a fatores genéticos. A enzima lactase é codificada pelo gene LCT (50 kb), localizado
no cromossomo 2, e a mutagcao desse gene em especifico é relacionada a casos de
intolerancia (CATANZARO; SCIUTO; MAROTTA, 2021; SURI et al., 2019).

A lactose ndo é absorvida pelo epitélio intestinal, apenas seus
monossacarideos (glicose e galactose) podem ser absorvidos por meio do
transportador SGLT1, que é dependente de sddio (Na*). Dessa forma, na auséncia e
deficiéncia da enzima lactase ocorre o acumulo de lactose no intestino, esta condicéao
€ responsavel pelo aumento da carga osmatica no intestino grosso, promovendo a
sua fermentacao pela microbiota, o qué resulta em uma alta taxa de producao de
acidos graxos de cadeias curtas e gases, como o hidrogénio (Hz), dioxido de carbono
(CO2) e metano (CH4), causando dor abdominal, nausea, distensdo abdominal,
flatuléncia e diarreia (GILLE et al., 2018; QUEIROZ et al, 2021; SCHULZ; RIZVI, 2021;
SURI et al, 2019).

De acordo com Catanzaro, Sciuto e Marotta (2021), a prevaléncia
estimada de intolerancia a lactose em todo o mundo é de cerca de 65% da populagao
adulta e a distribuicdo dos casos em todo o mundo é muito desigual, variando-se de

cerca de 50% na América, 70% na Asia, quase 100% na Africa, e 28% na Europa.
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Em funcéao disso, nos ultimos anos a lactose tem apresentado baixo
valor comercial, e além do aumento da incidéncia de intolerancia a lactose em
populagdes adultas, outros fatores contribuem para isto, como o seu fraco poder
fermentescivel quando comparado aos seus monossacarideos constituintes (glicose
e galactose), sua baixa solubilidade e o seu baixo poder adogante (ROCHA;
GUERRA, 2020). De acordo com Cheng, Metzger e Martinez-Monteagudo (2020) os
precos da lactose cairam para cerca de US$ 0,53 - 0,87 por quilo, o que esta abaixo
de seu custo de producido. Enquanto para 2023 o valor da lactose comercial entre
US$ 0.44 - 0.36 por quilo (SELINA WAMUCII, 2023).

Junto ao crescente consumo de produtos sem lactose, também ha o
aumento da quantidade de residuos industriais derivados dos laticinios, a maior parte
destes residuos sendo constituidos de proteinas, lipidios, lactose, minerais e outros
componentes de acordo com o tipo de produto lacteo a ser produzido. Residuos estes,
que apresentam grande potencial de reaproveitamento, com reducdo do descarte
inapropriado (MUNIRATHNAMMA; GUPTA; MEENA, 2017). De acordo com Rocha e
Guerra (2020), a principal rota alternativa para aumentar o valor comercial da lactose

seria a produgao de hidrolisados por meio de hidrélise da sua ligagao glicosidica.

3.2.2 Processos de Hidrolise da Lactose

O aumento da poluicao por residuos lacteos, principalmente o soro do
leite, tem se tornado um sério risco ambiental, uma vez que as unidades de tratamento
de residuos tém sido insuficientes para a quantidade de residuos gerados, resultando
em danos ambientais ao solo e poluicdo da agua, causando a morte de peixes.
Segundo Lindsay et al (2018), apenas nos EUA a quantidade de agua, energia, e
pegadas de carbono envolvidas com o despejo desses residuos totaliza 320 milhdes
de toneladas de agua, 2 bilhdes de kW de energia e 500 mil toneladas de emissdes
de COz2 por ano.

Atualmente, os usos tradicionais da lactose sdo insuficientes para
atender a quantidade de residuos gerados mundialmente, se fazendo necessario o
estudo de novas alternativas para o seu reaproveitamento (CHENG; METZGER;
MARTINEZ-MONTEAGUDO, 2020). De acordo com Schulz e Rizvi (2021), a lactose

nao tem valor comercial devido ao elevado numero de pessoas que sao intolerantes
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a lactose na atualidade, mas a lactose pode ser convertida em muitos outros produtos
de maior valor agregado.

Uma abordagem alternativa seria realizar a hidrélise da lactose
presente nos residuos, gerando moléculas de glicose e galactose, proporcionando
novos destino a uma fragdo dos mesmos (GAJENDRAGADKAR; GOGATE, 2017).
Dependendo das condigdes de hidrélise empregadas, pode haver simultaneamente
uma fracdo da lactose sofrendo polimerizacdo gerando galactooligossacarideos
(GOS), que sao formados por transgalactosilagdo por acdo da lactase durante a
hidrdlise da lactose. GOS séao prebidticos nao digeriveis que contém uma longa cadeia
de mondmeros contendo uma molécula de glicose e algo em torno de 2 a 20 moléculas
de galactose. GOS aumentam o crescimento de bifidobactérias e lactobacilos no
intestino de humanos, no entanto, a sua formacdo pode diminuir a eficiéncia da
hidrolise se o objetivo unico for a obtengdo dos monossacarideos (SCHULZ; RIZVI,
2021).

Adicionalmente, a hidrolise da lactose no soro de leite a granel
simultaneamente com o processo de protedlise tem recebido atengéo significativa por
parte dos pesquisadores, embora alguns problemas praticos tenham surgido,
principalmente a facil contaminagdo microbiana como resultado da presenca de um
caldo altamente nutritivo (ROCHA; GUERRA, 2020).

O mercado global tem mostrado uma receptividade consideravel a
incorporacao de compostos derivados de lactose na composi¢cao de produtos de alto
valor agregado, principalmente devido as suas propriedades nutricionais, bioativas e
tecnologicas, em especial alimentos e ragdes. Independentemente do tipo de
hidrélise, quimica ou enzimatica, ambos os processos podem ser aplicados
praticamente em todos os tipos de produtos e residuos contendo lactose, incluindo
leite, soro de leite e permeado obtido a partir da ultrafiltragdo do soro de leite. Assim,
a hidrélise da lactose tem oferecido a agroindustria uma alternativa para o
desenvolvimento de novos produtos para nichos de mercado especificos ou com
vantagens para produtores de leite e industrias de laticinios (ROCHA; GUERRA, 2020;
SCHULZ; RIZVI, 2021).

Dois processos para hidrolisar a lactose s&o a hidrélise enzimatica
(lactase ou B- galactosidase), processo mais empregado na industria para a obtengao
dos produtos sem lactose, e a hidrdlise acida. O uso de enzimas ja € bastante

estabelecido, no entanto, € um método de elevado custo, além da perda da viabilidade
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da enzima com o tempo. Ja a hidrélise acida € um método convencional e barato, que
emprega a combinagao de acidos e temperatura para que ocorra a hidrélise da lactose
(COTE et al., 2004).

3.2.2.1 Hidrdlise enzimatica da lactose

A lactase, ou [3- galactosidase, € uma enzima que provém de diversas
fontes, como plantas (améndoas, péssego, damasco, maga), animais, leveduras,
bactérias e fungos. A escolha entre qual fonte usar dependera das condi¢cdes da
reacao, de acordo com o produto desejado, como o pH e temperatura. Na Tabela 1
estdo citadas algumas lactases de origem microbiana, seus valores 6timos de pH e
temperatura. As lactases isoladas de fungos como Aspergillus oryzae e Aspergillus
niger, leveduras como Kluveromyces lactis, e de bactérias como Bacillus circulans e
Bifidobacterium bifidum s&o consideradas mais interessantes por serem obtidas de
microrganismos GRAS (Generally Recognized as Safe), considerados seguros para
uso na area de alimentos pelo FDA (Food and Drug Adminsitration), agéncia norte-
americana que regula a produgao de alimentos nos Estados Unidos (ALMEIDA et al.,
2015; SAQIB et al., 2017). Segundo a legislagao brasileira, através da Resolugdo RDC
n°53/2014, as lactases empregadas em alimentos devem ser de origem microbiana
obtidas das seguintes fontes: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
pseudotropicalis, Kluveromyces fragilis, Kluveromyces lactis (ANVISA, 2014).

As lactases de Kluveromyces lactis e Kluveromyces fragilis sao
largamente utilizadas pois o pH 6timo das suas lactases (Tabela 1) esta na mesma
faixa de pH do leite, e ainda, suas temperaturas 6timas sdo mais baixas do que outras
fontes de enzima, ajudando a prevenir a deterioragdo do leite. Produtos lacteos
acidificados, como o soro de leite acido, comumente utilizam lactases de Aspergillus
niger e Aspergillus oryzae na hidrolise da lactose devido ao seu pico de atividade se
dar em valores de pH mais baixos (SCHULZ; RIZVI, 2021).

A lactase pode ser utilizada na sua forma livre, soluvel, ou na sua
forma imobilizada, para uso em processos continuos aplicados em reatores de
membrana. Aplica-se essa técnica no leite e no soro, sem que seja necessario realizar
tratamentos prévios, mas alguns fatores devem ser considerados, que incluem a
concentracado do substrato, o pH da operacao, a temperatura maxima que a enzima
suporta e o custo (HARJU et al., 2012).
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Tabela 1 - Lactases microbianas produzidas por diferentes microrganismos, incluindo

seu pH e temperatura 6timos para hidrolisar a lactose

Microrganismo

Fungos pH 6timo Temperatura 6tima (°C)
Asperqillus niger 3,0-4,0 55-60
Aspergillus oryzae 5,0-6,2 50 - 55
Kluveromyces lactis 6,5-7,3 35
Kluveromyces fragilis 6,6 37

Bactérias pH 6timo Temperatura 6tima (°C)
Escherichia coli 7,2 40

Bacillus circulans 6,0 60

Bacillus subtilis 6,5-7,0 50

Bacillus sterarothermophilis 58-6,4 65
Lactobacillus acidophilus 6,2-6,6 55
Streptococcus thermophilus 7,1 55

Fonte: Adaptado de Schulz e Rizvi (2021)

O uso de enzimas ainda apresenta algumas limitagdes, além dos
custos do processamento que sido elevados e do longo tempo de hidrdlise
(GAJENDRAGADKAR; GOGATE, 2017). Em processos que envolvem longos
periodos de hidrélise, o substrato pode ser refrigerado para que sua estabilidade
quimica e microbiolégica seja mantida, o que pode reduzir a atividade enzimatica.
Nestas situagdes, para aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica, a quantidade de
enzima pode ser aumentada, assim como a temperatura, que deve ficar proxima a
temperatura étima da enzima, possibilitando ainda assim periodos de co-refrigeragao
para que seja mantida a integridade do substrato, diminuindo a atividade enzimatica
de forma que a enzima ndo seja inibida (HARJU et al., 2012)

De acordo com Schulz e Rizvi (2021), a hidrélise enzimatica pode ser
realizada por batelada, antes ou depois da pasteurizacéo do leite. Quando a hidrdlise
se da antes da pasteurizagdo, o emprego de baixas temperaturas desacelera o
processo de hidrolise, uma vez que a temperatura ideal da enzima varia de 35 a 65

°C, e o tempo de incubacado em baixas temperaturas (4 a 8 °C) geralmente varia de
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12 a 24 horas, dependendo da enzima especifica e da mudanga ambiental. Apds o
processamento, parte da glicose e galactose podem ser ultrafiltradas para tornar o
leite mais palatavel para os consumidores. Assim que a hidrdlise e a filtragdo sdo
concluidas, o leite é pasteurizado e pode ser armazenado sob refrigeragdo por cerca
de 2-3 semanas. As desvantagens deste processo incluem o tempo de hidrélise lento,
o custo de energia para manter todo o leite a uma temperatura baixa e a incapacidade
de recuperar a enzima apos seu uso. Outro contratempo € a falta de controle sobre a
interagdo da enzima com outros compostos, 0 que pode causar sabores indesejados
no leite.

A via enzimatica é geralmente empregada no leite ultrapasteurizado
(UHT - Ultra high temperature). A enzima € adicionada ao leite em condi¢des estéreis
e mantida em temperatura ambiente por aproximadamente trés dias, aumentando os
custos de produgao. Além disso, como este produto € hidrolisado, € mais suscetivel
ao escurecimento via reacao de Maillard (SCHULZ; RIZVI, 2021)

A hidrélise enzimatica da lactose pode ser realizada em processo
continuo através do emprego de enzimas imobilizadas. Neste caso o leite (ou outra
matéria-prima a ser hidrolisada) é alimentado em um biorreator agitado, fixo ou de
leito fixo contendo as enzimas imobilizadas. A imobilizacdo enzimatica traz beneficios
indiscutiveis para a area de biocatalise industrial, e o mais importante € a reutilizacao
das enzimas. Além disso, uma vez que ndo ha enzima residual no leite, o produto final
deste processo de hidrélise tem menos sabores indesejados, permitindo combinar os
beneficios econdmicos da catalise de baixa temperatura e a alta qualidade dos
produtos sem lactose (CZYZEWSKA; TRUSEK, 2021).

Harju et al. (2012), relataram que a quantidade de enzima para
hidrélise da lactose em leite estéril sob temperatura ambiente representa apenas 1%
da quantidade necessaria em condicdes nao estéreis. Outro aspecto observado foi
que, ao se limitar o grau da hidrolise de 80 a 90%, pode-se evitar o excesso de dogura
adquirida pelo produto pelo aumento do hidrolisado de lactose.

Uma alternativa a hidrélise enzimatica seria o desenvolvimento de
processos de hidrélise acida que sejam viaveis economicamente, e que possam ser

empregados em residuos da industria de laticinios.
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3.2.2.2 Hidrdlise acida da lactose

A hidrdlise acida da lactose resulta em um baixo custo industrial em
relagdo ao mesmo processo utilizando enzimas, mas é uma alternativa pouco
explorada na literatura, devido as condigdes necessarias para a operagao, incluindo
baixos valores de pH e temperaturas elevadas (SCHULZ; RIZVI, 2021; PEREIRA et
al., 2012).

A hidrdlise acida € uma reacao que ocorre rapidamente, envolvendo
solugdes de pH baixo (1,0 - 2,0) e temperatura elevada (100° - 150°C), porém se trata
de um processo que pode acarretar alteragdes sensoriais, no sabor e na cor dos
alimentos. A hidrdlise acida € um método indicado para a hidrdlise da lactose apenas
na auséncia da proteina, pois as mesmas sao degradadas durante o processo, assim
como também é preciso que seja feita a desmineralizacdo do meio devido a inativagao
do acido na presenca dos sais minerais (GAJENDRAGADKAR; GOGATE, 2017;
HARJU et al., 2012), porém pode ser uma alternativa promissora, em especial para
hidrélise da lactose extraida de residuos lacteos.

O processo de hidrdlise acida ocorre a partir da catalise da reagao por
um acido (HCI ou H2S0s4), que libera prétons (H*) em solugéo, clivando a ligagao
glicosidica B-1,4 da molécula de lactose, o que resulta nas duas subunidades de
monossacarideos glicose e galactose, conforme observado na Figura 2. Pode ocorrer,
assim como na hidrdlise enzimatica, em menores quantidades, a formacao de
oligossacarideos como subprodutos da reacdo (GAJENDRAGADKAR; GOGATE,
2017).

Figura 2 — Hidrolise acida da lactose

Lactose Galactose Glicose

Fonte: Gajendragadkar e Gogate (2017)
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Coughlin e Nickerson (1975) identificaram que a hidrélise poderia ser
catalisada por acidos no soro do leite (5 % m/v) e solugbes aquosas de lactose (5%
m/v), com a solu¢gdo de HCI em diferentes concentragcbes (0,5 — 3 mol/L), com a
temperatura variando de 50 - 70°C. Foi observado que a formacdo de
oligossacarideos e o escurecimento da amostra pela reacdo de Maillard foram
reduzidos nas reag¢des em temperaturas abaixo de 100°C.

De acordo com Coté et al. (2004), a hidrdlise acida da lactose em
residuos lacteos pode apresentar um bom custo-beneficio. Os autores relatam que
hidrélise de solugdes de lactose pura e da lactose contida no soro de leite é viavel na
presenca do acido sulfurico e do acido cloridrico, e em geral a quantidade de glicose
liberada € menor que a da galactose, pois a glicose parece ser consumida em reagdes
de caramelizacdo e em outras reagdes na formacdo de compostos como furfural e
hidroximetilfurfural, enquanto a galactose ndo participa destas reacoes.

De acordo com Schulz e Rizvi (2021), a lactose é resistente a hidrélise
quando s&o empregados acidos organicos, como é o0 caso do acido citrico, que
poderia ser uma alternativa mais segura ao uso de acidos inorganicos.
Gajendragadkar e Gogate (2017) relatam o emprego do acido citrico como uma
alternativa para a hidrdlise acida da lactose. O acido citrico € um acido tricarboxilico
obtido de fonte renovavel, biocompativel e de baixa toxicidade, que tem o seu
emprego aprovado pela Agéncia Norte-americana que regula o setor de alimentos e
medicamentos nos Estados Unidos da América (Food and Drug Administration - FDA).
No Brasil, o0 uso do acido citrico € aprovado pela ANVISA (Agéncia Nacional de
vigilancia Sanitaria) como acidulante para uso em alimentos (PEREIRA et al., 2022).

Adicionalmente, o emprego de combinagdes de processos fisicos e
quimicos, com o objetivo de reduzir os tempos de reagdo pode ajudar no
desenvolvimento de uma rota de produgdo econbmica e com menor impacto

ambiental, em especial na hidrolise de residuos industriais ricos em lactose.

3.2.2.3 Processos fisicos na hidrélise da lactose

O uso de processos fisicos, € a sua combinagdo com processos

quimicos na hidrélise da lactose resulta na reducéo do tempo de reacao e da eficiéncia



28

da hidrélise (GAJENDRAGADKAR; GOGATE, 2017), no entanto essa abordagem é
muito pouca explorada na literatura.

De acordo com Gajendragadkar e Gogate (2017), a combinagao do
processo de ultrassonicacdo e do meio acido para a hidrolise da lactose traz
beneficios comprovados em termos de reducédo do tempo de reagéo e da eficiéncia
da hidrélise, tanto para as operagdes em escala de laboratorio, como em escala piloto.
A aplicagdo de ultrassom aumenta as taxas de transferéncia de calor e massa entre
0s reagentes e o catalisador devido a geragédo de turbuléncia e ondas de choque,
resultando na hidrélise da ligacao covalente B-1,4-glicosidica, proporcionando taxas
aumentadas de reacao.

Um processo fisico relatado na literatura como eficiente para a
hidrélise de dissacarideos é o processo hidrotérmico, considerado um processo de
baixo impacto ambiental. Neste processo se utilizam temperaturas acima de 100 °C,
sob pressao, e este processo pode ser realizado em escala de laboratorio,
empregando autoclaves. O processo pode ser realizado na auséncia de reagentes, e
na presenga de agua subcritica, que € a agua em temperatura acima do seu ponto de
ebuligdo normal (100° C) e abaixo do seu ponto critico (374° C), mas ainda em um
estado liquido devido a presséo suficiente (GAGIC et al., 2020).

A agua subcritica possui duas caracteristicas unicas: uma constante
dielétrica relativa baixa e um elevado produto i6nico, havendo evidéncias de um alto
teor de ions hidréxido e hidrogénio na agua subcritica, o que a faz efetiva na catalise
de hidrolise de dissacarideos como a lactose. Pode ser considerado um meétodo
hidrotérmico seguro e ecoldgico, que precisa de menor tempo de tratamento e seus
produtos sao livres de solventes perigosos em comparagao a hidrolise com acidos
(GAGIC et al., 2020; SHIMANOUCHI et al., 2019).

De acordo Shimanouchi et al. (2019), o processo hidrotérmico é
eficiente para a hidrolise de dissacarideos, e a combinagcdo do processo com meio
acido resulta em aumento da eficiéncia da hidrdlise, no entanto, o uso excessivo de

acidos deve ser evitado.

3.2.3 Aplicagdes dos Derivados de Hidrolise

Uma pequena fragao da lactose obtida através de residuos lacteos é

utilizada como matéria-prima para a obtenc¢ao de novos produtos, o qué se reflete no
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seu valor de mercado. A hidrolise da lactose por acidos resulta em xaropes ricos em
agucares com potencial de aplicagdo como substratos em processos fermentativos,
porém devido a cor marrom que o produto adquire, isso pode ser um fator negativo
dependendo da aplicacéo desejada (COTE et al., 2004).

Para a producdo de etanol, por exemplo, a cor do hidrolisado é
irrelevante, mas a utilizacdo de acidos inorganicos, em especial o acido sulfurico sob
elevadas temperaturas, pode resultar na producdo de compostos capazes de afetar
negativamente o processo fermentativo, como furfural e hidroximetilfurfural, o que
pode ser contornado através do emprego de condigdes mais brandas de hidrolise e o
uso de acidos organicos (COTE et al., 2004).

Adicionalmente, a lactose pode ser reaproveitada nao somente por
hidrolise, mas também por reacdes de transfructosilagdo, transglicosilacao,
transgalactosilagédo, oxidagado, redugdo isomerizagdo e epimerizagdo. Esses
processos resultam em carboidratos funcionais, que nao sao obtidos naturalmente, e
que apresentam maior valor comercial, como a lactulose, galactooligossacarideos,
acido latico, lactitol, acido glucénico, acido lactobidnico entre outros, garantindo seu
reaproveitamento e redirecionamento (GAJENDRAGADKAR; GOGATE, 2017;
SCHULZ; RIZVI, 2021; XIAO et al., 2019).

3.2.3.1 Aplicagcdo da fragdo rica em lactose como fonte de carbono para

microrganismos probioticos

Os probidticos sao definidos pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) e Organizagédo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAQO)
como microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

De acordo com Hanafi, Kamaruding e Shaharuddin (2022), os
probidticos consistem de microrganismos nao patogénicos e considerados GRAS pelo
FDA, e sua viabilidade deve permanece na faixa de concentragdo de 106-107 UFC/g
até atingirem seu local de acdo. Os mecanismos de agao dos probidticos ndo sao
claros, no entanto, sabe-se que tem efeitos benéficos quando ingeridos em
quantidades moderadas, mantendo a permeabilidade intestinal e controlando as

respostas imunes das mucosas.
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Nos ultimos anos, dois novos conceitos relacionados aos probioticos
tém sido bastante discutidos, o conceito de paraprobioticos, que foi proposto para
indicar o uso de células microbianas de probidticos inativadas, ou suas fragdes
celulares, e o conceito de posbidticos, definidos como produtos soluveis ou
metabdlitos secretados pelos probidticos, e que apresentam beneficios fisioldgicos ao
hospedeiro, de forma direta ou indireta. Tanto os paraprobi6ticos, como os
posbidticos, tém sido relatados na literatura como produtos que conferem beneficios
a saude do hospedeiro sem qualquer efeito negativo em potencial que poderia ocorrer
em fungao da presencga dos microrganismos vivos (KYE et al., 2022; TEAME et al.,
2020).

Dentre os microrganismos probidticos mais estudados, se destacam
as bactérias laticas, que representam um grupo heterogéneo de espécies bacterianas
largamente utilizadas na industria de laticinios, com a finalidade de producado de
alimentos fermentados (AGAGUNDUZ et al, 2022; ILANGO; ANTONY, 2021;
TRINDADE et al, 2022; XU et al, 2022).

As bactérias laticas sédo classificadas de acordo com a sua morfologia
em cocos ou bacilos, Gram-positivas, ndao esporuladas, oxidase e catalase negativas,
e anaerobicas aerotolerantes. Apresentam crescimento em diferentes temperaturas,
sao preferencialmente mesdfilas, mas algumas linhagens sao termdfilas, sendo assim,
crescem em uma faixa de 5 a 45°C, se adaptam com facilidade a ambientes ricos em
nutrientes, e toleram meios acidos e alcalinos (LUNARDI et al, 2021; MADIGAN et al,
2016).

Como principal ou unico produto final da fermentagao se tem o acido
latico, contudo, as bactérias laticas se dividem em dois grupos, as homofermentativas
que tem como unico produto o acido latico, e as heterofermentativas que além do
acido latico, tem como principais produtos também o etanol e o CO2 (MADIGAN et al,
2016; SELLE; KLAENHAMMER, 2014).

O género Lactobacillus € o maior género dentre as bactérias laticas,
sendo composto por mais de 237 espécies, estando entre os probidticos mais
utilizados, havendo evidéncias de que seus componentes celulares e metabdlitos
também sao capazes de interagir com as células hospedeiras e desencadear efeitos
similares as células viaveis (TEAME et al., 2020).

As cepas de Lactobacillus sdo caracterizadas como bastonetes, e o

seu metabolismo é classificado como homofermentativo, com temperatura 6tima de
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crescimento a 37°C. Sao muito utilizadas nas industrias de laticinios no processo de
fermentagao e sdo nativas do trato gastrointestinal (SELLE; KLAENHAMMER, 2014).
S&o muito utilizadas nas industrias de alimentos como culturas starter, por terem
capacidade de metabolizar a lactose. Também produzem enzimas glicoliticas,
lipoliticas e proteoliticas que atuam nos componentes presente em leites e queijos,
promovendo propriedades sensoriais desejaveis aos laticinios, atuam aumentando o
valor nutritivo por meio da sintese de aminoacidos essenciais, vitaminas e proteinas
(LUNARDI et al, 2021).

Como uma alternativa para a producdo de biomassa de cepas
probidticas, a industria alimenticia tem utilizado o soro do leite como um dos principais
substratos para o crescimento dessas bactérias, por ser composto em sua maior parte
por lactose, proteinas, sais, lipidios entre outros, o que valoriza muito este residuo,
além do baixo custo (COLARES, 2021).

A composigao do RG, por possuir nutriente similares a composicao
do soro do leite, pode ser tdo produtiva quanto se direcionada para a mesma
finalidade, de produgado de microrganismo lacteos. Encaminhando desse modo ainda

mais residuos lacteos favoraveis ao crescimento celular de probioéticos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O RG empregado neste trabalho foi gentilmente doado pela empresa
Benni Alimentos (Londrina-PR). Lactose monohidratada foi obtida da Synth (Diadema-
SP). Todos os reagentes analiticos empregados foram de grau analitico PA.

Duas cepas comerciais liofilizadas de Lactobacillus (Probiotical Spa,
Novara, Piemonte, Italia) foram gentilmente doadas pela empresa Coana Importagao
e Exportacao Ltda (Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil): Lactobacillus acidophilus LA
02 (10" UFC/g) e Lactobacillus salivarius BIO 6313 (10"" UFC/g).

4.2 METODOS

4.2 1 Caracterizacido do Residuo

O residuo foi previamente aquecido a 60 °C em banho maria, para
facilitar a sua homogeneizagao antes de ser caracterizado quanto a sua composigao

centesimal.

4.2.1.1 Umidade

A umidade foi determinada pela perda de massa da amostra apos a
secagem em estufa a 105°C até peso constante, na qual ocorreu a evaporacao da
agua e substancias volateis, através de método oficial n° 925.10 da AOAC

International (1995). A analise foi realizada em triplicata.

4.2.1.2 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por meio da carbonizacdo da
amostra em forno mufla, com temperatura de 550 °C por 6 h, conforme descrito no
método oficial n°923.03 da AOAC Internacional (1995). A analise foi realizada em
triplicata.
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4.2.1.3 Lipidios

A quantificagao dos lipidios totais, foi realizado em triplicata, se deu
pelo método de Gerber, no qual a amostra foi submetida ao tratamento com acido
sulfurico e alcool isoamilico, e a leitura feita pela escala volumétrica no butirbmetro de
Geber (GHECKI et al, 2018). Pesou- se 5 g da amostra diretamente no butirébmetro,
em seguida, foi adicionado 5 mL de agua destilada, 10 mL de acido sulfurico (H2SO4,
d= 1,825 g/cm?; LabSynth, Diadema-SP), e 1 mL de alcool isoamilico (LabSynth,
Diadema-SP). O butirbmetro foi vedado com uma rolha e agitado para
homogeneizagao, em seguida foi acoplado na centrifuga de Gerber e centrifugado por
10 min. Ao final do processo, o butirdmetro foi transferido para o banho-maria a 65 °C,
onde permaneceu por 10 min. As etapas de centrifugacdo e incubagdo foram
repetidas, e em seguida foi realizada a leitura pela escala volumétrica presente na
coluna do butirémetro (BRASIL, 2014; GHECKI et al, 2018).

4.2.1.4 Proteinas

A determinagao de proteinas totais foi realizada pelo método Kjeldahl
com fator de conversao para proteinas de 6,38 (analise de leites) conforme método

oficial n® 920.152 da AOAC Internacional (2005). A analise foi realizada em triplicata.

4.2.1.5 Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais foi calculado pela diferenga entre 100 e
a soma dos teores de umidade, cinzas, proteinas e lipidios em porcentagem, como
proposto nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Carboidratos totais (%) = 100 — (umidade + cinzas + proteinas + lipidios)
4.2 1.6 Acidez titulavel
A determinacado da acidez foi realizada através da quantificacao de

acido latico na amostra por titulagdo com solugdo de NaOH 0,1 mol/L, empregando-
se fenolftaleina como indicador de pH (BRASIL, 2017).
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4.2.2 Obtengao da Fragao Rica em Lactose a partir do Residuo Ghee

O RG foi fracionado para obter-se uma fragdo rica em lactose (FRL),
que foi empregada para os ensaios de hidrélise e potencial de fermentagéo. Para o
fracionamento do residuo, foi adaptado o método descrito por Patel e Murthy (2010):

- Inicialmente o residuo foi aquecido a 60°C em um béquer até que as
placas de gordura se homogeneizassem ao restante do material. Por se tratar de um
material de dificil separacdo o mesmo foi diluido com agua destilada 1:2 e deixado em
repouso sob refrigeragcdo em torno de 24h;

- Posteriormente a fracao gordurosa do residuo que estava localizada
na fragdo superior foi removida, e o restante do residuo foi novamente
homogeneizado, e seu pH ajustado para 5,30 com solugéo de hidroxido de sodio (3
mol. L"), permanecendo o material em repouso por mais 2 h em temperatura
ambiente;

- Em seguida a amostra foi distribuida em tubos falcon e realizou-se
uma centrifugacao a 7168 g (8000 rpm) (Hettich, modelo universal 320R, Tuttlingen,
Alemanha) por 30 min a 4°C. A fragdo gordurosa remanescente que foi para a
superficie foi removida, e o material resultante foi considerado como a fragao rica em
lactose, que foi seca por liofilizacdo (Operon, modelo FDU-7012, Corea do Sul), e
empregada para caracterizagdo e aplicagdo nos ensaios de hidrélise e potencial de

fermentacao.

4.2.3 Caracterizacao da fracao rica em lactose (FRL)

A caracterizagao fisico-quimica da FRL foi realizada conforme

descrito a seguir:

4.2.3.1 Glicose

O teor de glicose ( mg.mL-") foi determinado por método colorimétrico
empregando-se o kit enzimatico glicose oxidase-peroxidase (Sigma-Aldrich GAGO20,
Missouri, EUA). A leitura das absorbancias a 540 nm das amostras e do padrao
fornecido pelo kit enzimatico foi realizada em espectrofotdmetro Biochrom (Libra S22,

Inglaterra) e o célculo do teor de glicose conforme instrugdes do kit usado.
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4.2.3.2 Lactose

O teor de lactose foi determinado por método colorimétrico de acordo
com as instrugdes do kit enzimatico Sigma-Aldrich Lactose MAK017 (Missouri, EUA),
em microplaca de 96 pocgos. A leitura das absorbancias foi a 570 nm em
espectrofotdbmetro (Bio Tek, modelo Eon™ 1211305, CA, EUA).

4.2.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a caracterizagdao das moléculas, as amostras da FRL e de
lactose comercial secas foram revestidas por uma fina camada de ouro, com o auxilio
do Sputter Coater BAL-TEC SCD 050, e em seguida foram visualizadas em
microscépio eletrénico de varredura (FEI Quanta 200, Hilssboro, USA) sob uma
tensdo de 25,0 kV.

4.2.4 Hidrdlise da Fracdo Rica em Lactose Extraida do Residuo Ghee e da Lactose

Comercial

A hidrolise da FRL e da lactose comercial foi realizada pela
combinagdo de métodos fisicos e quimicos, empregando-se tratamento hidrotérmico
na presenga de acido sulfurico (H2SO4) ou acido citrico (C¢HgO-,), em diferentes
condigbes, determinadas por Debiagi et al (2019) com adaptagdes.

Cerca de 5,50 g de cada amostra (FRL liofilizada ou lactose comercial)
foram misturados com 50 mL de solugédo de H2SO4 1 % m/v (Synth, Diadema, Brasil)
ou C¢HgO; 5 e 10 % m/v (Synth, Diadema, Brasil). Um ensaio controle foi realizado
dispersando-se a mesma quantidade de cada amostra com agua.

As amostras foram submetidas a tratamento em autoclave vertical
(Prismatec, modelo CS, Sao Paulo, Brasil), em duas condigbes de pressao, 1,0 atm e
1,5 atm, em temperaturas de 121 °C e 127 °C, respectivamente, durante 30 min,
baseado em ensaios preliminares.

Em seguida, as amostras correspondentes a FRL foram filtradas
empregando-se filtro de membrana (Millipore Membrane, HA 0,45mm) e empregadas

nas analises subsequentes.
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4.2.5 Caracterizacido dos Hidrolisados

4.2.5.1 Determinacao de glicose e eficiéncia de hidrolise

Os teores de lactose e de glicose nos hidrolisados foram
determinados empregando-se as mesmas metodologias descritas anteriormente para
a caracterizacido da FRL extraida do residuo.

Considerando-se que a hidrélise de uma molécula de lactose gera 1
molécula de glicose e 1 molécula de galactose, a eficiéncia da hidrolise (%) foi
calculada com base na massa de glicose quantificada nos hidrolisados em relagao a

massa inicial de lactose.

4.2.5.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

As amostras liofilizadas foram prensadas na presencga de brometo de
potassio (KBr) e analisadas em equipamento Shimadzu FTIR - 8300 (Kyoto, Jap&o),

com a resolugdo do espectro em 4cm™' em uma faixa de 4000-400cm-.

4.3 APLICACAO DA FRACAO RICA EM LACTOSE EXTRAIDA DO RESIDUO GHEE COMO FONTE
DE CARBONO EM FERMENTACAO LATICA

4.3.1 Padronizagao do inéculo

As culturas de Lactobacillus acidophilus e o Lactobacillus salivarius
liofilizadas foram inoculadas em meio MRS (Man, Rogosa & Sharpe), que contém em
sua composigao peptona (10 g.L"); extrato de carne (10 g.L"), extrato de levedura (5
g.L™"); glicose (20 g.L"); tween 80 (1 g.L"); citrato de aménia (2 g.L™"); acetato de sodio
(5 g.L™"); sulfato de magnésio (0,1 g.L™"); sulfato de manganés (0,05 g.L"); fosfato de
potassio (2 g.L") (MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960).

Para a producgao do indculo fracos erlenmeyers de 250 mL contendo
100 mL do meio MRS, foram incubados por 24 h a 37 °C, sem agitacdo. Apods a
fermentacao foi interrompida, por centrifugacao (25 °C, 2800 g, 15 min), e a massa
celular foi suspensa em salina 0,9 %, e o processo de lavagem foi repetido por 2

vezes. A concentragdo celular foi obtida por turbidimetria em espectrofotémetro
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(Biochrom, Libra S22, Inglaterra) a 620 nm, e os valores foram correlacionados com a

curva de biomassa seca em g.L' (AMIRI et al, 2022).

4.3.2 Avaliacao da fragao rica em lactose como substrato de fermentacéo

Para os testes de potencial de fermentagdo com a fracdo de FRL
liofilizada, uma solugéo de concentragdo de 10 mg. mL-' de FRL foi preparada, e o
pH ajustado para 6,8 (pH do leite), e em Erlenmeyers de 50 mL foram adicionadas 20
mL desta solugdo. Como meio de controle de crescimento também foi preparado meio
contendo o caldo MRS.

Os inoculos padronizados (0,1 g.L') foram transferidos para os
frascos que foram incubados por 24 h a 37 °C, sem agitacdo. A interrupgéo dos
cultivos foi realizada, por centrifugacédo a 2800 g por 15min a 25°C, e o sobrenadante

empregado para dosagem de agucares redutores e acidez titulavel.

4.3.3 Dosagem de acgucares redutores (AR) e acidez titulavel do meio fermentado

O teor de AR foi determinado pelo método do DNS (acido 3,5-dinitro
salicilico) usando uma curva padr&o de glicose a 1 mg. mL-!, com a seguinte equagéo
da reta: y = 0,1694x — 0,0737; R? = 0,995. As absorvancias foram determinadas em
espectrofotbmetro a 540 nm (MILLER, 1959). A acidez titulavel foi determinada

conforme metodologia ja descrita anteriormente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CoMPOSICAO QuiMICA DO RESIDUO DE GHEE

Os resultados da composi¢ao do RG estao apresentados na Tabela
2. O teor de umidade observado foi de 38,6 %, valor acima dos valores relatados na
literatura. De acordo com Wani et al. (2022), os teores de umidade no RG podem
variar bastante, sendo mais comum valores entre 12 e 27%, e amostras com elevados
teores de umidade podem indicar que nem toda a agua foi evaporada na etapa de
aquecimento da gordura do leite para a produgao da ghee, resultando em um RG com
elevado teor de agua.

Os lipidios corresponderam a fragao solida majoritaria presente no RG
(44,3%), seguida dos carboidratos, proteinas e cinzas. Pode-se observar na Figura 3
a camada de lipidios formada na porcao superior do RG apds 24h de repouso
refrigerado, tratando-se de um residuo bastante gorduroso e de dificil
homogeneizagdo. Wani et al. (2022) relataram teores de lipidios com larga variagao
em diferentes amostras de RG, com valores entre 36 e 59%.

Os valores de lipidios, carboidratos, cinzas e acidez titulavel
observados neste trabalho estdo bastante proximos dos valores relatados por Hirpara
et al. (2020), que relataram que a composi¢cdo do RG consiste em lipidios (47 %),
proteinas (25 %), umidade (17 %), carboidratos totais (8 %), cinzas (3 %) e acido latico
(0,22 %). Contudo, Patel et al. (2019) relataram que a composi¢céo do RG apresenta
larga variagdo na sua composi¢cao dependendo da matéria-prima utilizada, e também

do processo empregado para obtengéo da ghee.

Tabela 2 - Composi¢do Quimica do residuo ghee em base umida.

Componente Teor (m/ m)
Umidade (%) 38,6 £ 0,09
Cinzas (%) 2,5+0,003
Lipidios (%) 443+1,2
Proteinas (%) 3,0+0,3
Carboidratos totais (%) 11,6 £ 0,6
Acidez titulavel (% acido latico) 0,14 £ 0,002

Fonte: o préprio autor.
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Figura 3 — Aparéncia do residuo de ghee apos 24 h de repouso refrigerado.

Fonte: o préprio autor.

O teor de proteinas para o RG observado neste estudo (3,0%) se
mostrou abaixo dos valores observados por outros autores, que relatam teores entre
12 e 39% (KUMAR et al., 2017), porém de acordo com Wani et al (2022), o tratamento
térmico empregado durante a producdo da ghee pode resultar no decréscimo do
nitrogénio soluvel devido a desnaturagao induzida pelo calor, o qué pode levar a um

menor teor de proteinas quantificado.

5.2 COMPOSICAO QUIMICA

A remocgao da fracdo gordurosa do RG conforme descrito no item
4.2.2 resultou em uma fragdo rica em lactose (FRL) (Figura 4), que foi empregada
tanto nos ensaios de hidrdlise acida, quanto para os testes de avaliacdo do seu
potencial de fermentagao por microrganismos probidticos.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da composicéo
quimica da FRL. Mesmo extraindo grande parte dos lipidios do RG, estes ainda
corresponderam a 22,8% do material obtido.

O teor de glicose da FRL foi bastante baixo em comparagéo ao teor
de carboidratos totais, (Tabela 3), e o teor de lactose correspondeu a cerca de 73%
do teor de carboidratos totais, o que esta de acordo com Wani et al. (2022), que
relataram que cerca de 70 a 80% dos carboidratos totais presentes no RG

correspondem a lactose.



Figura 4 - Aparéncia da fracao rica em lactose extraida do residuo ghee

FRL
Fracao rica
em lactose

Fonte: o proprio autor.

Tabela 3 — Composigao quimica da fragéo rica em lactose em base Umida

Componente Teor (m/ m)
Umidade (%) 44,0 + 3,50
Lipidios (%) 22,80 + 2,50
Proteinas (%) 3,80 £ 0,60
Carboidratos totais (%) 29,4 + 2,82
Acidez titulavel (%) 1,77 £ 0,01
Glicose (%) 1,60 + 0,001
Lactose (%) 21,46 + 0,04

Fonte: o proprio autor.
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5.3 MORFOLOGIA DE SUPERFICIE DA FRACAO RICA EM LACTOSE EXTRAIDA DO RESIDUO

GHEE.

De acordo com as imagens de MEV, pode-se observar que a lactose

comercial (Figuras 5 a,b,c) se apresenta como particulas com diferentes tamanhos e

formatos. Segundo Toledo et al (2020), essa nao homogeneidade morfolégica que é

demonstrada em uma mesma amostra de lactose pode ser resultante do seu processo

de producado, mais especificamente da sua cristalizacdo, indicando que a mesma

passou por multiplos processos de secagem. As alteragdes morfolégicas que ocorrem

durante a cristalizacdo da molécula de lactose podem afetar o produto final e suas

propriedades fisicas de solubilidade, fluidez e até mesmo o sabor (LARA-MOTA et al,

2022).
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A FRL (Figuras 5 d,e,f) se apresenta no formato de particulas de maior
tamanho, porém sem grande variagdo na sua morfologia de superficie, certamente
resultantes do processo de secagem realizado por liofilizagdo. Vale ressaltar que a
FRL n&o apresenta na sua composi¢cao apenas a lactose, o que pode ter alterado a
morfologia das particulas e afetado o processo de cristalizacdo da lactose em

comparagao a lactose comercial.

Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura da fragao rica em lactose e da lactose comercial

Lactose comercial: amostras a,b,c, com os respectivos aumentos de 50, 200 e 400x. FRL: amostras

d,e,f, com os respectivos aumentos de 50, 200 e 400x.

5.4 HIDROLISE DA FRAGAO RICA EM LACTOSE E DA LACTOSE COMERCIAL

Os resultados referentes aos ensaios de hidrdlise acida da lactose
presente na FRL e da lactose comercial estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente. Pode-se observar na Tabela 4 que o tratamento hidrotérmico
provocou a hidrélise da lactose, como foi observado na amostra tratada apenas com
agua. Porém a hidrolise acida foi mais eficiente, no geral, os teores de glicose nas
amostras submetidas a hidrolise acida foram maiores nas amostras submetidas ao
tratamento hidrotérmico com pressao de 1,5 atm.

As amostras submetidas ao tratamento com &cido sulfurico 1% (HT.

AS 1%) e acido citrico 10% (HT. AC 10%) foram as que apresentaram os maiores
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teores de glicose para a hidrolise da FRL do RG, e nao houve diferenga significativa
no teor de glicose entre estas amostras. O processo realizado na presencga de agua

resultou na menor liberagéo de glicose.

Tabela 4 — Teor de glicose apés hidrolise da fracdo rica em lactose nas diferentes condi¢gdes de
pressao, tipo e concentragao de acido.

Tratamento Press&o de 1,0 atm Press&o de 1,5 atm
Glicose (mg.mL™") Glicose (mg.mL")
FRL 0,005 £ 0,001 0,005 £ 0,001
HT. Agua 0,400 + 0,010 Pa 0,500 + 0,020 ¢
HT. AS 1% 3,000 + 0,020 AP 3,400 + 0,050 A2
HT. AC 5% 1,200 + 0,040 ©b 1,500 + 0,040 Ba
HT. AC 10% 2,000 + 0,001 BP 3,100 + 0,001 A2

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p <
0,05); Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste t (p
0,05). HT. Agua = amostra submetida ao tratamento hidrotérmico na presenca de agua; HT.AS 1%
amostra submetida ao tratamento hidrotérmico na presenca de acido sulfarico 1%; HT. AC 5%
amostra submetida ao tratamento hidrotérmico na presencga de acido citrico 5%; HT. AC 10% = amostra
submetida ao tratamento hidrotérmico na presencga de acido citrico 10%.

1n 1A

Fonte: o proprio autor.

Na hidrolise acida da lactose comercial (Tabela 5), as amostras
submetidas ao tratamento com acido sulfurico 1% (HT. AS 1%)sob 1,0e 1,5atm, e a
amostra tratada com acido citrico 10% (HT. AC 10%) sob 1,5 atm foram as que
apresentaram os maiores teores de glicose. O processo realizado na presencga de
agua resultou na menor liberacéo de glicose.

As amostras submetidas a hidrdlise acida através da combinagao do
tratamento fisico e quimico em etapa unica tiveram a eficiéncia de hidrolise (%)
calculada com base no teor de glicose nos hidrolisados em relagdo a massa inicial de
lactose contida nas amostras. A hidrélise de cada molécula de lactose (massa molar
= 342,30 g.mol") resulta em 1 molécula de galactose (massa molar = 180,15 g.mol")
e 1 molécula de glicose (massa molar = 180,15 g.mol"') (GAJENDRAGADKAR;
GOGATE, 2017). Os teores iniciais de lactose na FRL e na lactose comercial nas
solugbes a serem submetidas a hidrolise foram de 31,2 e 96,0 mg. mL",
respectivamente, e foram estes teores empregados para os calculos de eficiéncia de

hidrélise, que estao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 4 — Teor de glicose apds hidrélise da lactose comercial nas diferentes condi¢gdes de pressao,
tipo e concentracdo de acido.

Tratamento Presséo de 1,0 atm Presséo de 1,5 atm
Glicose (mg.mL™") Glicose (mg.mL")
Lactose comercial N&o detectado N&o detectado
HT. Agua 0,100 + 0,040 D= 0,100 + 0,040 Pa
HT. AS 1% 44,000 + 0,001 Aa 45,000 + 0,070 A2
HT. AC 5% 14,400 + 0,02 ©b 22,500 + 0,040 2
HT. AC 10% 19,500 + 0,01 BP 33,500 + 0,005 Ba

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey (p <
0,05); Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa pelo teste t (p <
0,05). HT. Agua = amostra submetida ao tratamento hidrotérmico na presenga de agua; HT.AS 1% =
amostra submetida ao tratamento hidrotérmico na presenca de acido sulfurico 1%; HT. AC 5% =
amostra submetida ao tratamento hidrotérmico na presenca de acido citrico 5%; HT. AC 10% = amostra
submetida ao tratamento hidrotérmico na presenca de acido citrico 10%.

Fonte: o préprio autor.

Para todas as condicdes estudadas, exceto na presencga de agua, a
hidrélise da lactose comercial pura resultou em maiores eficiéncias de hidrélise
(Tabela 6), o que pode ser comprovado pelo maior teor de glicose nesta amostra em
comparagao com a FRL extraida do RG.

Pode-se observar que a condicdo que levou a maior eficiéncia de
hidrolise foi o emprego de 1,5 atm de pressdo em combinagao com o acido sulfurico
1% (Tabela 6), com valores de eficiéncia de 22,64% para a FRL e de 92,83% para a
lactose comercial.

O emprego do acido citrico, um acido organico de fonte renovavel,
nao se mostrou tao eficiente quanto o emprego do acido sulfurico, mesmo quando
empregado em concentragdes 5 e 10 vezes maiores. No entanto, o uso do acido citrico
a 10% em processo hidrotérmico com 1,5 atm resultou em uma eficiéncia de hidrdlise
de 69,88% (Tabela 6), indicando que pode ser um processo promissor dependendo
da amostra, o qué certamente merece maior investigagao.

Na Figura 6 podemos observar a aparéncia dos hidrolisados obtidos.
As amostras da FRL hidrolisada apresentaram um aspecto mais turvo, com tonalidade
escura, e segundo Nomi et al. (2021), sdo aspectos caracteristicos de hidrolisados
derivados de laticinios, por conter agucares redutores e aminoacidos, que sao
extremamente suscetiveis a reacdo de Maillard e caramelizacdo em altas

temperaturas, intensificando a producao de pigmentos marrons, enquanto a turbidez
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€ resultado da desnaturacido das proteinas. Ja a hidrdlise realizada com a lactose
pura, resultou em hidrolisados claros e translucidos, pois como esperado, nédo é
suscetivel a reagcdo de Maillard ou precipitacdo de proteinas, e a ligeira coloragéo
amarelada (anteriormente transparente) ocorre devido ao emprego dos acidos e da

temperatura.

Tabela 5 - Eficiéncia de hidrolise para as amostras submetidas aos diferentes tratamentos de hidrélise
acida.

Amostra Eficiéncia de hidrélise (%)

FRL FRL Lactose Lactose
1,0 atm 1,5 atm comercial comercial

1,0 atm 1,5 atm

HT. Agua 2,98 Ad 3,42 Ac 0,12 Bd 0,30 Bd
HT. AS 1% 17,93 Ba 22,64 Ba 90,80 A2 92,83 Aa
HT. AC 5% 7,86 Cc 10,30 ©b 30,07 Be 46,90 A°
HT. AC 10% 13,64 PP 20,92 Ca 40,58 Bb 69,88 AP

Letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maitsculas na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). HT. Agua =
amostra submetida ao tratamento hidrotérmico na presenga de agua; HT.AS 1% = amostra submetida
ao tratamento hidrotérmico na presenga de acido sulfdrico 1%; HT. AC 5% = amostra submetida ao
tratamento hidrotérmico na presenga de acido citrico 5%; HT. AC 10% = amostra submetida ao
tratamento hidrotérmico na presenga de acido citrico 10%.

Fonte: o proprio autor.

Figura 6 — Aparéncia dos hidrolisados da fragéo rica em lactose e da lactose comercial.

FRL Lactose comercial

»

HT.Agua HT.AS1% HT.AC10% HT.AS1% HT.AC 10%

Fonte: o préprio autor.

Na Tabela 6 estao apresentados resultados de hidrolise acida obtidos
por outros autores, indicando que os resultados obtidos neste trabalho foram
satisfatorios, pois tanto o tempo de hidrdlise (30 min), quanto a concentragéo dos

acidos empregadas foram menores em comparagao aos outros autores.
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No presente trabalho foi empregada a concentracao de 1% de acido
sulfarico (massa molar = 98 g.mol'), que correspondeu a uma concentragdo de 0,102
mol. L enquanto o &cido citrico (massa molar = 192 g.mol') foi empregado nas
concentragdes de 5 e 10%, correspondendo a 0,260 e 0,520 mol. L', respectivamente,
concentragdes muito menores que as empregadas nos trabalhos descritos na Tabela
6.

Tabela 6 — Resultados de hidroélise acida da lactose relatados na literatura.

Referéncia Condi¢oées empregadas Eficiéncia
Lactose Acido Temperatura Tempo de
(m/ v) (°C) (h) hidrélise
Coughlin e 5% 2 mol.L" 70 6 100%
Nickerson HCI
(1974)
5% 3 mol.L! 70 4 100%
HCI
Lin e Nickerson 30% 1 mol.L"" 60 24 79%
(1976) H2S04
Vujicic, Lin e 30% 1 mol.L" 60 48 91%
Nickerson H2S 04
(1977)
Toba et al. - 2 mol.L"" 105 6 -
(1985) C2HCI302
Barreto, 1% 0,1 mol.L" 127 0,5 93%
Mantovan e Mali H>SO4
(2022)
1% 0,5 mol.L" 127 0,5 70%
CeHgO7

HCI = acido cloridrico; H2SO4 = acido sulfurico; C2HCI302 = acido tricloroacético; CeHsO7 = acido citrico.

Fonte: o préprio autor

A reducao da concentracdo de ambos acidos so6 foi possivel devido a
combinacao da pressao e temperatura elevadas, que atuaram acelerando o processo.
Contudo, é importante ressaltar que para a conservagao da amostra, a temperatura
de hidrélise para dissacarideos nao deve exceder os 190°C, para que nao sejam
degradados termicamente (SHIMANOUCHI et al., 2019). A amostra da lactose

comercial tratada com acido sulfurico 1% (HT.AS 1%) obteve uma maior eficiéncia de
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hidrdlise, indicando que a quantidade de protons que se dissociaram do acido
inorganico foi suficiente para desencadear a hidrdlise da lactose, reduzindo o tempo
da reacao para apenas 30 min.

Segundo Shimanouchl et al. (2019), o acumulo dos protons faz com
que o pH do meio diminua, sendo este o principal fator que fornece a energia ibnica
necessaria para o desencadeamento da hidrolise sob condi¢des hidrotérmicas. Dessa
forma, a combinagdo dos processos fisico e quimico resultou em uma redug¢ao do
tempo de hidrolise e das quantidades de acidos empregadas, o que

consequentemente levou a uma redugao do custo do processo.

5.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

As diferentes amostras da FRL e da lactose comercial foram
analisadas por FT-IR, e seus espectros estdo apresentados nas Figuras 8 e 9,
respectivamente. Vibragdes caracteristicas das moléculas de lactose foram
identificadas: (l) vibragdo simétrica e alongada do grupo hidroxila (OH) com bandas
entre 3600 — 3200 cm'; (ll) alongamentos dos grupos CH que sdo presentes nas
moléculas de glicose e galactose com bandas entre 3000-2800 cm-"; (Ill) grupos CH,
OH e CH2 que apresentam bandas entre 1600-1200 cm™'; (IV) bandas em 1.200-1.070
cm™' atribuidas as vibragbes assimétricas de C-O-C da ligagdo glicosidica; (V)
estiramento do grupo C-O da ligagdo glicosidica entre 1142-953 cm™, e (VI)
deformacéo da ligagdo glicosidica nas bandas entre 633-477 cm™'. Ja a banda em
1650 cm™", é relacionada a flexdo dos grupos OH das moléculas de agua cristalizada
(KIRK; DANN; BLATCHFORD, 2009; LISTIOHADI et al., 2009).

Adicionalmente Lopez-Pablos et al (2018) relatam que a a-lactose
apresenta bandas especificas em 915, 898 e 874 cm™', as bandas de B-lactose estdo
localizadas em 947,890 e 834 cm-! e a lactose amorfa pode apresentar bandas em
1.260, 900 e 875 cm™".

Lopez-Pablos et al (2018) também observaram que ha diferenga nos
espectros entre a lactose amorfa e a cristalina, a lactose amorfa apresenta bandas
mais amplas e menos intensas, ja as bandas da lactose cristalina sdo bem definidas.
Com base nessas informacgdes, podemos identificar nas amostras da FRL, e nos
hidrolisados HT.AS 1% bandas de a-lactose em 915 e 874 cm™', e na HT.AC 10% em

915 e 898 cm™' com intensidade de vibragdo mais baixa (Figura 7). Bandas de B-
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lactose em 947 cm™' podem ser observadas em todas as amostras de hidrolisados,
com excegdo da amostra HT.AC 10% que obteve a banda de B-lactose em 834 cm™'.
Ja as vibracdes para lactose amorfa foram mais expressivas nos espectros de HT.AS
1% e HT.AC 10%, com bandas em 1280 e 1260 cm™.

Figura 7 — Espectros de FT-IR da fragéo rica em lactose e seus hidrolisados
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FRL = amostra da fragdo rica em lactose sem tratamento; HT.AS 1% = amostra submetida ao
tratamento hidrotérmico na presenga de acido sulfurico 1%; HT. AC 10% = amostra submetida ao
tratamento hidrotérmico na presencga de acido citrico 10%.
Fonte: o proprio autor.

A Figura 8 apresentou bandas de vibragdes bem definidas em 874 cm-
', indicando a presenga da a-lactose, com menor intensidade no tratamento com
HT.AC 10%, e em todas as amostras as bandas para B-lactose obtiveram menor
intensidade em 947 cm-'.

Pequenas vibragdes de lactose amorfa foram localizadas em 1280 e
1270 cm™'. Nota-se também, que as amostras relacionadas a lactose comercial
obtiveram espectros bastante similares entre si, o que pode estar relacionada a pureza

da amostra, sem que haja interferéncias de outros componentes.
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Figura 8 — Espectros de FT-IR da lactose comercial e seus hidrolisados.
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Lactose comercial = amostra sem tratamento; HT.AS 1% = amostra submetida ao tratamento
hidrotérmico na presenga de acido sulfurico 1%; HT. AC 10% = amostra submetida ao tratamento
hidrotérmico na presenca de acido citrico 10%.

Fonte: o préprio autor.

5.6 POTENCIAL DE APLICACAO DA FRACAO RICA EM LACTOSE EXTRAIDA DO RESIDUO GHEE
ComMo FONTE DE CARBONO EM PROCESSO DE FERMENTACAO LATICA

A FRL foi usada como meio de cultivo bacteriano para avaliar o seu
potencial como substrato em processo de fermentagdo latica. Na Tabela 8 sao
apresentados os resultados obtidos na fermentacdo pelos microrganismos
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus salivarius.

A concentragao inicial de AR determinada no meio FRL foi de 48 g.L-
', e foi observado que houve o consumo de agucares redutores presentes na amostra,
como a lactose, que é o principal agucar presente na FRL. O consumo de AR pelo
Lactobacillus acidophilus foi de 4,18 g.L-', enquanto o Lactobacillus salivarius

consumiu 8,25 g.L", correspondendo a 9 e 17% do total, respectivamente (Tabela 8).



49

Tabela 7 - Resultados das fermentagdes pelos microrganismos Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus salivarius em meio MRS e na FRL.

Parametros FRL Meio MRS
L. acidophilus L. salivarius L. acidophilus L. salivarius
AR (g.L" 43,82 £ 0,99 39,75+ 0,55 7,49 + 0,21 4,55 £ 0,27
pH 4,87 £ 0,03 6,35 + 0,006 3,62 + 0,006 3,57 £ 0,006

Acidez (%) 0,019 +0,001 0,029 +0,0005 0,10+ 0,0003 0,10 £ 0,001

AR = acucares redutores.

Fonte: o proprio autor.

Para as fermentagbes os meios tiveram o seu pH ajustado para 6,8
como pH inicial, para que atingisse uma faixa similar ao pH do leite bovino, e observou-
se que o pH diminuiu nos ensaios de fermentagao (Tabela 8). Contudo, o meio FRL
com inéculo de Lactobacillus salivarius ficou menos acido (pH 6,35) que do
Lactobacillus acidophilus (pH 4,87). Cante et al (2020) afirmam que os
microrganismos fermentadores utilizam os carboidratos como sua principal fonte de
carbono para a produc¢ao do acido latico, sendo este o responsavel pela reducio do
pH.

A producéao de acido latico variou entre as espécies, com valores de
0,019 % para o Lactobacillus acidophilus, e 0,029% para o Lactobacillus salivarius
(Tabela 7), e um baixo crescimento foi observado para ambos os microrganismos, de
0,64 e 1,09 g. L' (Figura 9) respectivamente, o que pode ser um indicativo de que o
meio nao apresentava todos os nutrientes necessarios para que ocorresse uma
fermentacao eficiente, uma vez que essas bactérias fazem a conversao exclusiva das
hexoses em acido latico.

Em comparagdo a fermentagdo realizada na FRL, o consumo de
agucares no meio MRS foi maior, considerando-se que o teor inicial de agucares
redutores foi de 20 g. L', observou-se um consumo de 63% da glicose presente no
meio para o Lactobacillus acidophilus, e de 77% para o Lactobacillus salivarius
(Tabela 7), e isso se refletiu em menores valores de pH, maior acidez e biomassa
neste meio. Segundo Hayek et al (2019), um mineral extremamente necessario para
o crescimento de grande parte das bactérias laticas é o sulfato de manganés, que

originalmente é incluido no meio MRS, sendo essencial para o crescimento e atividade
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metabolica. O Mn*2 também atua nos radicais endogenos do oxigénio eliminando o

O2, que desfavorece o ambiente anaerdbico.

Figura 9 - Resultados do crescimento celular de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus salivarius
na FRL e no meio MRS.
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De acordo com esses dados foi possivel identificar que houve o
consumo de agucares no meio contendo a FRL em pequenas quantidades, mas pela
falta de outros nutrientes o crescimento celular ndo foi tdo satisfatério quanto a
observada para o meio MRS, que foi de 1,12 g. L-" para o Lactobacillus acidophilus e
3,49 g.L"" para o Lactobacillus salivarius (Figura 9), sendo necessario alguns ajustes

em trabalhos futuros para a obtencao de melhores resultados.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O processo de hidrélise acida pela combinagao de um método fisico
€ quimico em etapa unica se mostrou eficiente para a hidrdlise da lactose oriunda do
residuo da manteiga ghee e da lactose pura. As condi¢gdes que obtiveram a melhor
eficiéncia foram a pressao de 1,5 atm a uma temperatura de 127 °C combinada ao
acido sulfurico 1%, que apresentou eficiéncia de 22,64% para a FRL e de 92,83% para
a lactose comercial.

O emprego do acido citrico, ndo foi tdo eficiente quanto o acido
sulfurico, que nas mesmas condigdes de uso obteve uma eficiéncia de 20,92% para a
FRL e 69,88% para a lactose comercial, indicando uma maior resisténcia da lactose a
hidrolise, no entanto, o uso do acido citrico se mostrou uma alternativa bastante
promissora para a hidrolise da lactose pura.

O emprego da FRL como substrato em processo fermentativo se
mostrou promissor, sendo necessarios maiores estudos e ajustes para a aquisi¢éo de

melhores resultados.
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