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RESUMO

Um modelo matematico mecanistico foi desenvolvido para descrever a hidrélise de
lactose, levando em consideracdo o efeito de inibigdo por galactose. Foi utilizado um sistema
dindmico de equagdes diferenciais ordinarias da variagdo de lactose, glicose e galactose com o
tempo. Essas equagdes foram resolvidas no programa Fortran 90 que gerou uma tabela de dados
simulados de lactose, glicose e galactose ao longo do tempo. A analise de sensibilidade dos
coeficientes do modelo foi realizada variando em + 20% os valores dos coeficientes cinéticos.
As concentragdes de glicose e galactose ndo foram influenciadas pelas variagdes nos coeficientes
K, e K, sendo que um aumento no valor de V__em 20% observou-se um melhor ajuste do
modelo com os dados experimentais. Para a validagdo do modelo, foram realizados testes de
hidrolise em solugdo tampao fosfato contendo 5% de lactose e em leite desnatado com teor de
lactose de 4,8%. O modelo representou satisfatoriamente o processo de hidrolise em solugdo
tampao fosfato com 5% de lactose. Para esta solug@o a variagdo entre o valor medido e o
predito de glicose foi de 4%, quando 75% de hidrolise foi atingida, alterando o valor de V__ em
30%. No caso da hidrolise da lactose do leite, verificou-se uma variagdo entre as concentragdes
de glicose medida e predita de 13% quando 85%da hidrolise foi atingida. Os dados simulados pelo
modelo apresentaram boa correlacdo com os dados experimentais originados da hidrdlise de

lactose em tampao fosfato contendo 5% de lactose e em leite desnatado.

1 INTRODUCAO

Estudos cinéticos em processos enzimaticos
tém sido amplamente considerados no projeto de
reatores ¢ controle de processos fornecendo
informagdes sobre mecanismos basicos de reacdo e
outros fatores que caracterizam as propriedades o
sistema (FONTES, 2001). A utilizagdo de programas
computacionais tem uma grande aplicagcdo em
principios cinéticos na determinagdo dos valores
mais provaveis e da precisdo dos coeficientes
cinéticos (FONTES, 1998). A defini¢do de um
modelo matematico mecanistico que descreva a

cinética de hidrolise de lactose ¢ de grande
importdncia no planejamento de um bioreator
adequado. Um modelo matematico de um processo
particular consiste de uma ou de um conjunto de
equagdes que descrevem o processo. Os modelos
matematicos podem ser classificados como empiricos
ou mecanisticos. Modelos empiricos descrevem
meramente o comportamento do sistema com base
nos dados experimentais, ndo refletindo o completo
entendimento do sistema. Assim, um modelo
empirico possui apenas uma fungdo descritiva. Tal
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modelo vem sendo usado em alimentos para predizer
a vida de prateleira dos produtos, detectar pontos
criticos na produgdo e distribui¢do (ZWIETERING
et al., 1990). Quando o objetivo do modelo ¢ o
entendimento global do sistema, ¢ necessario a
utilizagdo de um modelo mecanistico (BAILEY e
OLLIS, 1986 ¢ PARULEKAR, 1985). Exemplos
de modelos mecanisticos podemos citar a equagidode
Michaelis Menten e sua derivadas utilizadas para
descrever a cinética de enzima; a equagdo de
Arrhenius e outras mais. Segundo REKLAITIS,
(1983) uma vez definida a equagdo, o seu Otimo
ainda ndo esta completo. De fato, a equagdo vai
servir como uma base nos estudos de validagdo e
analise de sensibilidades para as mudangas ocorridas
nos parametros da equacdo. Para a equacdo ser
véalida, ela terd que representar o Otimo e
satisfatoriamente as condigdes reais do sistema para
determinadas condigdes. A proxima fase de avaliagdo
do sistema ¢ determinar a sensibilidade da solugdo
para as mudancas ocorridas nos parametros do
modelo. Isso ¢ chamado de andlise de sensibilidade.
Ha varias razdes para executar uma analise de
sensibilidade: 1) Achar um ou mais parametros com
correlagdo a qual o 6timo da solug@o é muito sensivel;
2) Extrair informagdes sobre adi¢do ou modificagdes
no sistema para melhorar a operagdo como um todo;
3) Esclarecer o efeito no sistema das variagdes na
imprecisdo dos pardmetros conhecidos; 4) Sugerir
os efeitos provaveis de variagdo nos extremos dos
parametros que sdo incontrolaveis. Pelo fato deste
tipo de informagdo ser tdo importante na
implantagdo de uma solugdo num sistema real, uma
analise de sensibilidade detalhada é, em muitos casos,
mais valiosa que a propria solugdo 6tima atual. O
objetivo desse trabalho foi realizar um estudo sobre
as variagdes nos coeficientes cinéticos do modelo
matematico proposto para a hidroélise de lactose,
assumindo galactose como inibidor e verificar a
aplicagdo do modelo em um meio sintético com 5%
de lactose e em leite.

2 MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados nessa analise foram obtidos
nos Laboratorios de Fisiologia de Microrganismo do
Departamento de Microbiologia (DMB), instalados
no Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) e analisados no Laboratoério de
Computagdo do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa.

2.1 Nomenclatura

Os seguintes termos foram usados:
[S] = concentragdo de lactose em milimolar;
[ I ]= concentragdo do inibidor (galactose) em
milimolar;
V = velocidade de reagdo em milimolar/minuto;

Os seguintes coeficientes foram usados:
V... = velocidade mdxima de reagdo em milimolar/
minuto;

. = constante de Michaelis-Menten em
milimolar;
K, = constante de inibigdo em milimolar;
K = taxa de desvio de galactose para reagdo de
transferase em mM/min;

2.2 Estimativa da constante K

Para estimar a constante K foram utilizados
os dados de concentragdes de glicose e galactose,
produzidos na hidrélise de 100 mM de lactose, durante
3h de reagdo, em temperatura ambiente, contendo
Img/mL de massa de célula permeabilizada de
Kluyveromyces lactis contendo a enzima J3-
galactosidase. Foram retiradas 500ul de amostra a
cada intervalo de 15 min até 3 horas de reagdo. A
reagdo foi paralisada com adi¢do de 500ul de TCA
4,5%. Foi assumido uma reagdo equimolar de um
milimolar de lactose para cada milimolar de glicose e
galactose produzida. Os conteudos de glicose foram
determinados por HPLC, conforme descrito no item
2.4. A constante K foi estimada a partir da inclinagio
da reta do grafico de galactose utilizada na reagdo de
transferase em mM em fungdo do tempo de reagdo.

2.3 Solucdo numérica e analise de
sensibilidade dos coeficientes do
modelo

O sistema dinamico de equagdes diferenciais
ordinarias foi resolvido por meio do método
Runge-Kutta Fehlberg 45° ordem, escrito por Hien
T. Tran, com variagdo no tamanho do passo
(PASSOS et al., 1994) utilizando um computador
pentium 100 e linguagem Fortran 90 trabalhando
em ambiente Windows. As equagdes diferenciais
ordinarias foram:

d Lactose Vmax S

dt 1

S Km 1 Vel

d Glicose d Lactose

dt dt
d Galactose d Lactose

K I
dt dt

Uma subrotina foi desenvolvida, usando-se
como variaveis de entrada os valores iniciais de
lactose, glicose, galactose, constante K e tempo de
reagdo, com a geragdo de tabelas com as variagdes ao
longo do tempo de lactose, glicose e galactose. Para
ilustrar o efeito das variagdes nos coeficientes
cinéticos do modelo, foram realizadas simulagdes,
alterando em + 20% os valores estimados por
FONTES (1998) dos coeficientes do modelo V__,
K, e K, que corresponderam a 0,291 + 0,01mM/min;
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2,536 + 0,412 mM e 10,88 + 8,86 mM no intervalo
de confianga de 95%, respectivamente.

2.4. Verificacdo da Validade do Modelo

Para avaliar a validade do modelo foram
realizados testes de hidrolise em solugdo 5% lactose
(lactose foi diluida no tampdo fosfato) e em leite
desnatado contendo 4,8g/L de lactose. Foi utilizado
como reator 2 erlenmyers de 125 ml contendo cada
um 50ml de leite e 50 ml de solugdo de lactose 5% .
Foi adicionado 50 mg de massa de células
permeabilizadas em cada erlenmyer para obter no
final uma concentragdo 1mg/ml. Foram retirados
500pl de amostra do reator em intervalos de tempo
de 15 minutos, no total de 450 minutos (7,5 horas) e
a reagao foi paralisada com 500ul TCA (acido
tricloroacético) 4,5%. As amostras foram congeladas
para que posteriormente fossem analisadas. Apos
serem descongeladas, foram centrifugadas em uma
microcentrifuga a 9000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado e diluido em agua ultrapura.
Os conteudos de glicose foram determinados em
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho no
equipamento HP 1050M (Hewlett Packard)
utilizando coluna HPX 87 H(Bio Rad) e detector de
indice de refragdo. Os carboidratos foram eluidos da
coluna com H,SO, 0,005M num fluxo de 0,7 ml/
min e temperatura de 60 °C. Também os conteudos
de glicose foram determinados por espec-
trofotometria utilizando sendo que ao volume da
mistura de reagdo (500 pl) foi adicionado 2ml de
reagente GOD-PAP® para analise espectrofo-
tométrica de glicose produzida durante reagdo. Na
analise espectrofotométrica o GOD (Glicose Oxidase)
oxida a glicose, que foi liberada da hidrolise da lactose,
para acido gliconico resultando num produto de cor
violeta com a intensidade de cor proporcional a
concentracdo de glicose no meio. O principio da
reagdo ¢€:

GOD PAP |

Glicose O, H,O, Acido Gliconico H,O,

As reagdes foram acompanhadas em
espectrofotdmetro (Beckman DU® 640), com-
primento de onda de 510nm, que forneceu uma
curva da variagdo de absorvancia com o tempo de
reagdo. No inicio da curva, temos a adaptagdo das
enzimas envolvidas no sistema de reagdo (GOD-
PAP ¢ B-galactosidase) que logo em seguida atinge
o steady-state, ou seja, velocidade constante de
reagdo. A inclinagdo da reta apresentada para cada
curva correspondeu as velocidades iniciais para cada
combinagdo de célula permeabilizada e de lactose.
A conversdo de absorvancia em unidades de mM de
glicose, foi feita a partir de uma curva padrdo. Os
dados estimados pelo modelo foram comparados
com os dados experimentais da hidrdlise de lactose
em leite desnatado e solugdo de 5% de lactose.

3 RESULTADOS E DICUSSAO
3.1 Estimativa da constante K.

Durante as analises em HPLC, foi assumido
uma reagdo equimolar de um milimolar de lactose
para cada milimolar de glicose e galactose produzida,
mas foi observado que a reag@o de hidrolise de lactose
ndo gerava concentragdes iguais de glicose e de
galactose como era previsto. Uma possivel
justificativa é o envolvimento da galactose em
reacgoes de transferases para formar oligossacarideos
que pode ser observado na Figura 1 indicado pela
seta. Outra justificativa que pode fortalecer essa
sugestdo € que durante as analises em HPLC, foi
observado uma relagdo do pico formado com a
concentragdo de galactose, ou seja, a medida que o
pico aumentava, a concentra¢do de galactose foi
menor que o valor esperado (Figura 1).

4.0e4 1

Lactose 6.631

3.0e4 A

2.0e4 1

1.0e4

-

Time (min.)

Figura 1 — Cromatograma da hidrolise de lactose
em glicose e galactose no tempo de
3 horas de reagao.

7 0,0554x 0,0328
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o

o< + + + |
0 50 100 150 200
Tempo, min

Figura 2 - Determinagdo da taxa de utilizagdo
(K) de galactose utilizada em reagdo
de transferase durante o estudo da
hidrolise de lactose.
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A Figura 2 ilustra o calculo do valor de K
que foi utilizado para corrigir os valores estimados
da concentragdo de galactose que possivelmente
foi desviada para reagdo de transferase. Pela
regressdo linear dos dados, estimou-se um valor
de K correspondente a 0,0554mM/min.

3. 2 Solu¢do numérica e andlise de
sensibilidade dos coeficientes do
modelo.

As Figuras 3, 4 ¢ 5 mostram a hidrdlise de
lactose na presenca de glicose e galactose. A
quantidade de lactose hidrolisada foi calculada a
partir da glicose formada. Os simbolos representam
os dados experimentais e a linha o modelo proposto.
Variagdes em 20% nos valores Km e Ki ndo

90
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Glicose e galactose, mM

Glicose e galactose, mM

Glicose e galactose, mM

0+ + + + |
0 50 100 150 200

Tempo, min

Figura 3 - Efeito das variagdes em Vmax. sobre
a hidrolise de lactose na presenga de
glicose e galactose (....) V_ .-20% e
(---) V,... 720%. Os simbolos
representam os dados experimentais
(0) galactose e (A) glicose

afetaram a hidrélise de lactose. Enquanto que para
o valor de Vmax estimado foi aumentado em 20%,
o modelo se adequou melhor aos dados experi-
mentais para as concentragdes iniciais de 30 e 10
mM de glicose e galactose respectivamente.

3. 3 Verificacdo da Validade do Modelo

As Figuras 6 e 7, mostram a hidrolise de
lactose numa solug¢do contendo 5% de lactose e
em leite respectivamente. Os simbolos repre-
sentam os dados experimentais e as linhas o
modelo proposto para hidrélise de lactose em
fun¢@o da formagdo de glicose no meio. O modelo
representou satisfatoriamente o processo de
hidrolise em solugdo 5% de lactose com o
aumento no valor de Vmax. de 30%. Para essa
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Figura 4 - Efeito das variagdes em Km sobre a
hidrolise de lactose na presenga de
glicose e galactose (....) K -20% e (-
--) K, +20%. Os simbolos
representam os dados experimentais
para (0) galactose e (A) glicose.
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solugdo a variagdo entre o valor medido e o valor
predito de glicose foi de 4 %, quando aproxima-
damente 75% da hidrolise de lactose foi atingida.
Observa-se na Figura 7, que a taxa de hidrélise de
lactose em leite foi ligeiramente maior que a taxa
de hidrodlise proposto pelo modelo. Para hidrolise
no leite, verificou-se uma variagdo entre as
concentracdes de glicose medida e predita de 13%
quando aproximadamente 85% da hidrolise foi
atingida. Resultados de MAHONEY ¢ ADAMCHUCK
(1980), indicaram que a atividade de lactase (B-
galactosidase) de leveduras possuem maior
atividade em leite desnatado que em solucdo
tampdo. Os autores sugerem que os componentes
do leite, principalmente as proteinas do soro e
caseina, foram ativadores dessa enzima em
Kluyveromyces fragilis.

Glicose e Galactose, mM

Tempo,min

Glicose e galactose, mM

Tempo, min

Glicose e galactose, mM

200

Tempo, min

Figura 5 - Efeito das variagdes em K, sobre a
hidrolise de lactose na presenga de
glicose e galactose (....) K, -20% e (---)
K, +20%. Os simbolos representam (0)
galactose e (A) glicose.
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Figura 6 - Hidrdlise de lactose em solugdo de
5% de lactose. Os simbolos (0)
representam as concentragdes de
glicose obtida em HPLC e (x) em
espectofotometro. A linha representa
os valores estimados pelo modelo
com V ..+ 30% .

Glicose, ™M

Tempo,min

Figura 7 - Hidrdlise de lactose em leite. Os
simbolos (0) representam as
concentragdes de glicose obtida em
HPLC e (x) em espectofotometro. A
linha representa os valores estimados
pelo modelo com V. + 62,5% .

4 CONCLUSOES

Novas linhas de trabalho podem ser condu-
zidas a partir dos resultados aqui obtidos. A
constru¢do de um bioreator enzimatico para
produgdo continua de leite e,ou soro hidrolisado
utilizando para isso um sistema de enzima
imobilizada deve-se levar em conta pardmetros
cinéticos obtidos com a enzima soluvel.

ABSTRACT

The mechanistical mathematical model was
developed to describe the lactose hydrolysis,
taking into consideration the inhibition effect
for galactose. It was used a dynamic system of
ordinary differential equations of the lactose
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variation, glucose and galactose with the time.
Those equations were resolved in the Fortran 90
program that generated a table of simulated data
of lactose, glucose and galactose along the time.
The analysis of sensibility of the coefficients of
the model was accomplished varying in £ 20%
the values of the kinetic coefficients. The glucose
concentrations and galactose were not influenced
by the variations in the coefficients K  and K,
and an increase in the value of V__in 20% a
better adjustment of the model was observed with
the experimental data. For the validation of the
model, hydrolysis tests were accomplished in
solution phosphate buffer containing 5% of
lactose and in skimmed milk with of 4.8% lactose.
The model represented the hydrolysis process
satisfactorily in solution phosphate buffer with
5% of lactose. For this solution the variation
among the measured value and predicted of glucose
was of 4%, when 75% of hydrolysis were reached,
altering the value of V__in 30%. In the case of
the lactose hydrolysis of the milk, a variation
was verified among the concentrations of
measured glucose and predicted of 13% when 85%
of lactose hydrolysis was reached. The simulated
data for the model presented good correlation
with the originated experimental data of the
lactose hydrolysis in half synthetic containing
5% of lactose and in skimmed milk.
Keywords: Milk; galactose; inhibition.
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