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RESUMO - A pesquisa “Produgao de
Enzimas a partir do Soro de Leite”, foi
desenvolvida no Laboratério de Quimica
Biotecnoldgica do Curso de Engenharia
de Producdo das Faculdades de Taquara —
FACCAT, através de convénio com a
SCT - Secretaria de Ciéncia e Tecnologia
do Estado do Rio Grande do Sul. Neste
trabalho, descreve-se um dos objetivos da
pesquisa que foi a otimizagdo do processo
pela adaptacdo de software de controle do
fermentador, acoplado a cromatédgrafo a
gas para analise de etanol, um subproduto
da obtencéo da enzima.
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ABSTRACT - The research "Enzyme
Production from the Milk whey", was
developed in the Biotechnological
Chemistry laboratory of the Course of
Engineering of Production of the
Faculdades de Taquara - FACCAT,
through accord with the SCT - Secretariat
of Science and Technology of the State of
the Rio Grande do Sul. In this work,
describes one of the objectives of the
research that was the otimization of the
process for the adaptation of software of
control of the fermentador, connected to
chromatograph the gas for analysis of
etanol, a by-product of the attainment of
the enzyme.

Key-words: Otimization, biotechnological
process, milk whey, lactase.

INTRODUCAO - A obtengdo de um
produto de valor agregado, através da
utilizacdo de um residuo, foi um dos
objetivos deste trabalho. Estudou-se um
processo viavel de utilizagdo do soro de
queijo das industrias de laticinios da
regido do Vale do Paranhana, a fim de
transforma-lo em um produto, evitando
que seja descartado no meio ambiente.

A utilizacdo de soro de queijo produzido
pela industria de laticinios representa uma
importante fonte de matéria-prima barata
para a producdo de extratos de leveduras,
ja que este produto muitas vezes €
descartado, gerando um efluente de
grande potencial poluente devido sua alta
carga de material  organico[BEN-
HASSAN, 1994].

O soro de queijo, obtido em grandes
quantidades como residuo da industria de
laticinios, consiste na parte liquida
conseqiiente a precipitacdo da caseina e ¢
composto basicamente de 5% de lactose,
1 % de proteinas, 0.8 % de sais, 0.5% de
acido latico, com pH 4.0 [RECK, 1998].
O descarte do soro tem incidéncia
expressiva no custo da industria de
queijos. A pressdo ambiental crescente
faz com que a projecao deste custo seja
ascendente. A demanda bioldgica de
oxigénio (DBO) do soro ¢ de



aproximadamente 40.000 a 60.000 mg/L,
fazendo deste um dos mais potentes
efluentes organicos [DOMINGUES,
Estima-se que cerca de 100 kg de soro de
queijo representa o equivalente ao esgoto
produzido por 45 pessoas por dia
[MATOS, 2005].

O interesse no estudo da otimizacdo de
processos  fermentativos resulta da
crescente utilizacdo de microorganismos
em producao industrial, a minimizagéo do
consumo de matérias primas e do tempo
de producdo, podem ser citados, como
estratégias econébmicas da otimizacdo de
processos biotecnoldgicos [CARVALHO,
1993].

A determinacdo de uma estratégia Otima
de operacdo baseada em um modelo
matematico do processo que represente o
conhecimento  obtido  acerca  do
comportamento de um tipo de
microorganismo pode aumentar
consideravelmente a lucratividade de uma
planta  industrial. A  partir do
fornecimento de condicdes para forgar o
microorganismo a apresentar uma maior
produtividade e do melhoramento da
reprodutibilidade  da  operacdo do
fermentador, a estratégia de otimizar o
processo € alcancada.

As técnicas de otimizacdo e controle
podem ser implementadas no processo de
producdo de pequenas empresas mesmo
que estas ndo disponham de automacéo
industrial. Isto é possivel desde que essas
empresas utilizem as técnicas
desenvolvidas neste projeto atraves do
uso de programa de computador
(software) que indique qual a melhor
forma de operar o processo, sendo a
implementacéao pratica executada
manualmente na unidade industrial.

As leveduras capazes de produzir a lactase
(intracelular) sao:

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces lactis

Candida pseudotropicalis

Brettanomyces anomalius

Wingea roberstsii

Entre elas as mais expressivas sdo as
leveduras Kluyveromyces marxianus (ou
fragilis) e K. lactis. O mecanismo de
absorcao e hidrolise da lactose ocorre apds
seu transporte através da parede celular,
mediado pelo sistema lactose permease.
Dentro da célula, o dissacarideo é
desdobrado em glicose e galactose pela
lactase. Estes aclUcares sdo, entdo,
metabolizados através da via glicolitica
normal [GEKAS, 1985].

METODOLOGIA - O microrganismo
utilizado no cultivo, foi o Kluyveromyces
marxianus, cuja cultura foi obtida por
processo de batelada alimentada com alta
densidade celular.

O experimento foi realizado em
fermentador modelo MA-502/A marca
MARCONI (Figura 1). Este fermentador
¢ uma adaptacdo do modelo disponivel,
construido em vidro borossilicato, com
aberturas na tampa para acoplamento de
acessorios tais como: agitacdo, adicdo
substrato, base, acido, sondas de medicdo
de temperatura, oxigénio dissolvido e pH,
aerador, cuba de vidro borossilicato
encamisada sem saida de fundo, chicana
de PTFE para eliminar agitacdo tipo
vortex. Foi utilizada uma freqiéncia de
rotacdo de 300 RPM e o diametro do
impelidor é de 6,5 cm. O Volume do vaso
do fermentador variou de 1 L a5 L na
operacdo em batelada alimentada. O
controle do processo visa obter uma
maior produtividade de lactase [JENO,
2001].

O substrato de alimentacdo foi 1 L de
Soro de Leite Elegé 70 g/L (na fase de
Batelada) e 4 L a 360g/L (na fase de
Batelada Alimentada).

Para controle dos produtos formados e do
desaparecimento do substrato oferecido,
faz-se necessério a realizacdo de analises
quimicas off-line; Densidade de células,



Concentracdo de Lactose (Método Fenol-
sulfurico), Atividade Enzimatica (Método
ONPG) [AQUARONE, 2001; DUBOIS,
1956; VILLELA, 1972].

Cromatografo a Gas modelo 3537R, com
dois detetores (FID e TCD), marca CGS,
foi utilizado na deteccdo de CO,, Oy, N2 e
etanol. O sistema ¢é acoplado ao
fermentador, com valvulas automaticas de
amostragem, com acionamento  por
software PeakSimple (Figura 2).

Foi utilizada a lisoenzima (L-6876 —
Lysozyme/EC3.2.1.17) para romper a
parede celular do microorganismo e
possibilitar a anélise da lactase. Realizou-
se uma ligacdo em paralelo com colunas
do tipo peneira molecular e Porapak de
forma a utilizar o detector de
condutividade térmica para analise
simultanea de O, N, e CO,. O etanol foi
analisado no detector de ionizagdo de
chama.

O software utilizado foi o Visual
Designer, (Figura 3) com a funcdo de
monitorar as variaveis do processo,
estimar o0s parametros cinéticos e
controlar a taxa de alimentacdo do
substrato. Este software atua
conjuntamente no controle do
fermentador e foi modificado para o
objetivo do experimento (Figura 4).

Foi adaptado um simulador em EXCEL
originalmente utilizado para producéo de
Penicilina-G-acilase  desenvolvido no
GBF (Gesellschaft Fir Biotechnologische
Forschung, Alemanha). Além do
simulador em EXCEL, tambem foi
desenvolvido um simulador equivalente
no Visual Designer para ser executado
com o programa de controle do
fermentador.

O modelo utilizado é o seguinte:

ax_
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Onde X é o produto (saida) e S é a
alimentacéo (entrada).

RESULTADOS - O cultivo em batelada
alimentada apresenta algumas vantagens
como a melhoria da produtividade de
proteinas homologas e heter6logas em
cultivos de alta densidade celular e a
superacdo de mecanismos regulatérios
celulares: efeito Crabtree, represséo
catabdlita e inibi¢do por produto.

A alimentacdo exponencial proposta,
baseia-se na alimentacdo continua com
um perfil exponencial fixo, permitindo,
teoricamente 0 crescimento  celular
exponencial por alimentagdo com soro de
queijo de acordo com a demanda de
crescimento. A alimentagdo exponencial
com controle automatico de
retroalimentacdo procura compensar as
variacbes da taxa de crescimento
especifica (u) devido a perturbacdes do
processo, por exemplo, mudangas na
matéria-prima e produto final obtido,
mudangas de temperatura e vazéo,
restricdes operacionais e outras.

K. marxianus exibe o efeito Crabtree,
causando a fermentacdo indesejavel da
lactose para etanol devido a alta
concentracdo de lactose no meio de
cultura, mesmo sob condic¢des altamente
aerobicas. A produtividade volumétrica
de lactase em culturas de alta densidade
celular foi maximizada utilizando a
estratégia de controle com otimizagao on-
line para regular o suprimento de
lactose.A taxa de producdo enzimatica
mais alta obtida, foi aquela onde, utilizou-
se a estratégia de alimentagcdo batelada
exponencial. Esta estratégia de controle
otimizante  para  cultivo  aerdbio,
maximizou o crescimento da biomassa e a
produtividade volumétrica de lactase



(enzima), o controle da produgdo requer
apenas 0 monitoramento do nivel de
etanol (subproduto) no gas de saida do
fermentador, em culturas com alta
densidade celular a estratégia de controle
com otimizacdo on-line para regular o
suprimento de lactose é a mais indicada.
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Figura 1 - ermentador MA-502/A
adaptado ao experimento

Figura 2 — Bolsista Pesquisador Michael
Cristiano de Souza, operando o
Cromatografo CG 3537 e software
Peaksimple
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