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FIGURA IV.19 ~ HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM
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FIGURA IV.24 — HIDRSLISE DA LACTOSE DE LEITES C0OM
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FIGURA IV.28 ~ HIDRSLISE DA LACTOSE DE  LEITES COM
BIFERENTES TEORES DE SAIS MINERALIS OATIDOS NG
PROCESSAMENTO PSZ, A UMA TEMPERATURA DE INCUBACXO DE
40°C, COM CONCENTRACAD DE LACTASE DE 0,12 mllflitro de
= 1 - S umkmmearmma wesmwsesnmananmrses==nlOl
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FIGURA IV,38. ~ HIDRSLISE DA LACTOSE DE LEITES COM
DIFERENTES TEORES DE LACTOSE DBTIDGS NGO PRDCESSAMENTD
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RESUMO

0 proresso de hidrdlise da lactose ocom enzima lactase
comercial foi estudado em leite integral e em  leites com
diferentes teores de lactose e de sais minerais.

Para a obtengfio destes leites, fpi wutilizada wwa planta
piloto de ultrafiltracfo, operandc em diafiltraqﬁu,. tendo sido
adicionada 4gua na mesma taxa em gue foi retiradeo o permeado.

A hidrolise  foi realizada nos gistintos Ipites,
comparando—-se com leite integral padrio. Os efeitos das
variidvels tempnle temperatura de hidrdlise foram estudados. 0O
grau de hidrdlise fol avaliado em diferentes tempos de reacio
sob as temperaturas de 2s°Cc, 30°C, 3I5°C e 40°C.

Us resultados obtidos mostram diferencas nos  graus  de
hidré$lise entre estes leites. Em geral, duanto maior o teor de
lactose nos leites, menor a pc?mentagem de lactése hidrolisada.
teite com 50 gramas de lactose por litro teve 14 % de lactose
hidrolisada sm 20 minutos, a 352§. Ja o ieite com 26 gramas de
lactose por litro, guando sob as mesmas condicgPies, teve 19 4 da
lactose hidrolisada. Para as outras temperaturas de hidrdlise o
comportamento fol similar.

Nos leites com diferentes teores de sais minerais  a
diferenca encontrada na hidrélise foi  peguena, mas em  geral,
gquanto major o teor de sais wminerais nos  leites, maior a

porcentagem de lactose hidrolisada. Leite com 0,7 4 de sais teve
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7,2 % de lactose hidrolisada a 35 C, em 20 minutos de hidrdlise,
e leite com 0,9 %4 de sais, nas mesmas condicBes, teve & %4 de
lactose hidrolisada. Para as outras temperaturas de hidrslise o
comportamsento fol semelbante. |

) efeito da pasteurizagio do leite na hidrdlise da lactose
também foi estudado. Esta etapa consistia no  processamento  de
leite integral com guatro pré—tratamentos térmicos: 6898, 7&06,
84°C e 92°C por 5 minutos.

Pos resultados obtidos comprovou-se gQue o 2 aumento da
atividade da enzima lactase Foi diretamente proporcional ao
aumento da temperatura empregada nos  pré-itratamentos. Leite
pasteurizado a 68°C, por 5 winutos, teve 9,72 Y% de lactose
hidrolisada. Ja guando pasteurizado a 92°C, 14,67 Z de lactose
presente no leite foi hidrolisada. Ambas as hidrélises citadas
foram realizadas em 20 minutos, a 20°C. 0O comportamento foi

similar nas outras temperaturas de hidrdlise.
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SUMMARY

The process of laciose hwwdrolysis studied enployed
commercial lactase enzyme applied to whole milk, which would be
used as a contrel milk, and to a group of samples, each one
containing milk at different concentrations of lactose and
mineral salts.

An wltrafiltration pilet plant was wsed to obtain, through
diafiltration, the samples of milk mentioned. WHater was then
added at the same rate at which permsate was removed.

Both the group of milk samples and the control milk  were
hvdrolyzed, the results obtained with the first ones being
compared to the numbers obtained from the latter. The effect of
changes in temperature and length of time of hydrolysis were
also studied.

Hydrolysis procedoures were accomplished at  four distinet
temperatures : 25 L, 30 C, ﬁﬁeﬂ and 40°C, at which the rates of
lavtose hydrolysis achieved were evaluated for the ssveral
different lengtéﬁ of time of the reactions.

The results obtained show diverse rates oFf lactose
hwarolya:s among all the samples.

Usually, the higher the content of lactose in ﬁiik the
lower was the percentage of lactose hydrolvzed in  that milk.
#Milk containing 50 g of Iaﬁtnae per liter, when hydreolyzed for

20 minutes at 35°C, resulted in 14 % of hydrolyzed lactose,
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whereas 17 % of lactose was hydrolyzed when milk containing only
26 g of lactose per liter was submitted to hydrolysis under the
same conditions. The same procedure was repeated at  other
temperatures with similar results, thus revealing a tendency.

In milk samples containing diverse amounts of mineral
salts, differences found among their respective results were
smalil, but, usuall%, the higber the amount of mineral aalté
present in milk, the highsr the perrentage of lactose hydrolyzed
in it. A sampie of milk containing 0.7 4 mineral salts, after
being hydrolyzed for 20 minutes at 35 £, resulted in 7.2 %
hydrolysed lactpse, whereas milk with 0.3 2 mineral salts had’
& % of its lactose hydrolyzed under the same conditions. A trend
caﬁ be noticed for, at other temperatures, similar numbers were
obtained.

The effect of milk pasteurization on lactose hydrelysis was
aleso studied. The pruceas.conﬁiﬁted in submitting whole milk to
forewarming procedures for 50 ominutes, 'at the following
temperatures: 68°C, 76°C, 84°C e 92°C.

From the results obtained it can be said thealt the increase
in lactase activity was proportional to the temperature of
fnreﬁarming. It was possible to obtain 9.72 4 of hydrolyzed
lactose from milk pasteurized for 5 minutes at 58°C. But  when
milk was pasteurised at QEDC, 14,67 4 of the lactose present in
it was hydrolyzed. HBoth hydrolysis procedures mentioned above
were accomplished for 20 minutes at 40°C. Another tendency was
s revealed by the resulis obtained from hydrulyaiﬁ procedures

accomplished at other temperatures.
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I. INTRODUGAG

A lactose & um dissacarides gue estis naturalimente presente
no ieite, sendo o seu maior componente sélido. A lactose &
consunida como dissacarideo , mas niEo ¢ absorvida sob esta forma
'pela parede intestinal. Para gque essa absorgi3o ocorra, é
necessario gue seia hidrolisada nos monossacarideos glicose e
galactose, pela enzima intestinal lactase. Deveido a
insuficiéncié de lactase, muitos individuos de diferentes ragas
apresentam dificuldade no consumc de .ieite & de produtos
lactens,. A dificuldade na digestSo da lactose, além da redugZo
do valor nutricicnal,_ também provoca efeitos colaterais
desconfortaveis e desestimulo ag consune o leite (MILLER &
BRAND, 1980). |

Muitas paaﬁuiﬁaé téﬁh éidb desenvilvidas para reduzir a
concentragio da lactose e/ produtos ijacteos, como a
cristalizac®n, dislise, filtragS%o em gel & ultrafiltragdo.
utros métodos visam a modificasZo quimica da lactose, e incluem
reducio, oxidagio, fermentacdo e hidrolise.

Varios pesquisadores tém investigado a hidrdlise enzimatica
da lactose em seus monossacaridengs antes do seuw consumo. A
hidralise pode possibilitar a utilizagio de leite, gue € rico sm
nutrientes essenciais, por individuos com  insuficiéncia de

lactase intestinal (BURVALL et alii, 1977}.
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A hidrdlise enzimdtica pode ser conseguida pela aclo das
enzimas lactases, com guebra da ligac3o glicaﬁidiﬁa £-1,4 entre
o dois monossacarideos, liberando I molécula de Dglicnse & 1
mxlécula de D-galactose. A taxa € 0 grau de hidrélise s3o
influenciados pela fonte da enzima g-galactosidase, pela
concentraciio enzimatica, pzlo tempo de reag3o, & pelas condigdes
e concentragio do substrato (MILLER & BRAND, 1980j}.

Embora o potencial de wutilizagSo das enzimas lactases no
leite tenha sido reconbecido no iniecio do s£culpo, somente e
1770 ¢ que Toram feitas preparagfes da enzima para a producio de
produtos  com baixo  teor  de flactose {HARJU, 19837} . a
reconhecimento da existéncia da intolerdncia & lactose foi
impartante pa?a 0o estabslecimento dos processos de obtencio da
enzima lartase (NIJPELS, 1981).

A lactase (g-Galactosidase), pode ser isplada de plantas,
animais 2 microrganismos, ®mas apenas as lactases de  fontes
microbianas sio disponiveis comercialments na forma purificada.
As lactases gque tém sido maiﬁ-uﬁadaﬁ para hidréliae da lactose
no leite sZEo: As  lactases de kﬁuyv&rnmyces larctis e (s )
Kiluyveromyces ¥fragilis {WOYCHIXK & WONDOLOWGKI, 1973%; RICHMOND,
GRAY & STINE, 1281).

A hidrdédlise enzimitica da lactose possibilita wuma sdérie de
aplicacBes na industria de laticinios, como por exesplo: reducio
da arenosidade em sorvetes, prevengfo da cristalizacio em
produtos congelados, aumento da taxa de produclio de Aacido em
produtos fermentadon, entre outras.

Assim sendo, teve-se Como mbjetivng neste trabalho o estudo
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ga hidrédlise da lactose {(grau de hidrdlise em fungfo do tempo e
da temperatural em leites com diferentes teores de lactose & de
gaig-ﬁinerais, produzidos através do processo de ultrafiltragio,
e também o estudo da influéncia da temperatura de pasteurizagfo
o lgite na hidrélise da lactose do 1eite. posterior a esta

pasteurizaglo.



I1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
I1.4. LACTOSE

A lactose £ o tarboidrato caracteristico do 1eité. Nele &
_Encontrada em altas concentracBes, bem como na glandula mamaria.
Pode ainda aparecer, em peguenas porcentagens, no sangue £ na
urina, especialmente durante a gravidezr e a amamentagfo, como
resultado da lactose formada na glandula maméria (NICKERSON,
1974%) .

Durante as primeiras semanas de vida, a maioria dos recém—
nascidos depende de alguma forma de laite.para suas necessidades
nutricionais. Mesmo gue oubtros alimentos sejam  introduridos, o
leite continua a furnecgrmlhes mais da metade das necessidades

caldricas & de nutrientes essenciais (AMERITAN ACADEMY OF
da lactose correspondes é'.aeréa de 40 % a 50 L dn total
energéetico disponivel. A lactose apresenta, ainda, a vantagem de
nio ser substrato facilmente disponivel para as fermentacBSes de
bacterias patogénicaﬁ {aNEBEL IS, 1987).

| A lactose ¢ encontrada no leite de vaca em faixas de 4,4 %
a 5,2 Z o Jid o leite humano contém mais lactose { 7,0 4 ), dai a
pratica de me adicionar lactose ou outros carboidratos no  leits
de vaca para alimentagio infantil (NICKERSON, 1974).
" A lactose pode ser hidrolisada por Adcidos minerais ou por

enzimas lactases [(WALSTRA & JENNESS, 1987}).
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Us produtos imediatos da hidrdlise pelas lactases s3¥o a
D-glicose ¢ a D-galactose, em porcles iguais, mas podem oCarrer
reacBes paralelas de producio de pligossacaridens (NICKERSON,
1978} . |
N ‘# lactose tem baixa solubilidade {15 %4 ém Agua a 20°C) e
tem baixa dc¢uraf(16 se comparada com sacarose a 100); Ji o
produtn hidrolisado ¢ mais soldvel, mais doce, & tem uma pressio
pumdtica duas vezes malor gue a lactose {RICHARDSON, 1975}%.

S Gendn wum  agudcar redutor, a lactose pode reagir com
proteinas, peptidios e amino acidos por reagfo de Maillard
{TUEEDIE, MACBEAN & NICKERSON, 1973){,

As reacties de Maillard, entre a lactose & o© grupo amino
livre da lisina, 830 a principal razdo para a disminuicio do
valor nutficicnal protéico do leite, durante a secagem e a
estocagem. Guando a lactose ¢ guebrada em glicose & galactose, o
numero de carboidratos redutores aumenta, e sendo os mesmos mais
reativos que a lactn;e acarrvetam maior perda de lisina (BURVALL
ot alii, 1977; BURVALL et é]ii, 1978} .

A formacio de oligossacarideos durante a hidrélise da
lactose foi verificada por BURVALL, aSPF & DLAHLOGVIST (1979),
roncluinds gue a guantidade de oligossacarideos formada aumentou

com a concentracio de lactose.



II.2. INTOLERANCIA A LACTOSE

 agdcar do leite ndo ¢ absorvido, pelo organismo  humano,
spb a forma de lactose, a ndo ser guando sua concentracio na luz
intestinal ¢ muito alta, ou guando a mucosa do  intestino  esta
lesada. Somente em tais situaces € gue pequenas gquantidades de
lactose podem entrar passivamenie na corrente sanguinea, sendo,
porém, eliminadas pelos rina mais tarde, ocasilo ém gque ocorre a
lactosgria {BEIGUEL MON & SEV&—PEREIRQ, 1983). A lactosuria #&
gncontrada em 9 % dos seres humanos saudivels de ambos os  sexos
(NICKERSON, 1974).

Para que‘a lacvtose seja absorvida no intestino, ela tem que
ser hidrolisada, dando origem 4 galactose e & glicose. Estes
monossacarideos afo absorvidos pelas coflulas epiteliais, por
transporte ati?m, @ a galactose ¢ metaboligada rapidamente om
glirose no figado (ANGELIS,1987).

A hidrdlise acm;re na mutosa do intesting delgado, pela
enzima beta-—galactpsidase, mais comumente chamada lactase. A
producEo da lactase intestinal pode comegar a diminuir
progressivamente a partir da época do desmame, ate atingir
teores muito baixogs, correspondentss a2 8 L a 10 4L dos niveis
presentes durante a fase de lactagdo. A idade em que & atingida
pesa diminuicHo méxima da producEo de lactase intestinal  wvaria,
entretanto, segundo as populacSes {(HBEIGUELMAN @& $Evﬁ—PEREIRQ,
1983%).

Em pessoas com deficiéncia de lactase, a lactonse ingerida
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permanegce na luz do intestino delgado sem sofrer hidedlise. Isso
faz com gue a pressio osmdética do fluido intraluminal se  torne
superipr a o plasma, o gue provoca um  Tluxo e Agua
axtracelular para o interior do dupdens & do jejuno, bem como
para o estémago. Essa elevagio do volume do fluido intestinal,
por sua vez, estimularsd os movimentos peristalticos, aumentando,
assim , a velocidade do transito intestinal. Afora isso, tem-se,
ainda, gue a lactose n¥o absorvida no intestino delgado pode ser
fermentada, em parte ou totalmente, pela micrnflura do cdlon.
Diswo resulta a producXo de acidos orgénicos {(acido latico e
Acido acético) e de gases (hidrogénio, didxnidoe de carbono e
metann). Eéteg fenomenos fTisieldgicos podem provocar, portanto,
as manifestac®es de intolerancia 2 lactose, que incluem célicas,
meteorismo, borborigmos, flatuléncia e diarréias (BEIGUELMAN &
SEVA-PEREIRA, 1983). |

6 intolerancia 2a lactose £ classificada como primaria,
secundaria ou cungénita, e estas trés  formas devemn sy
consideradas separadamente, para se evitar confuslo (AMERICAN
ACADEMY (F PEDIATRICS, 1978}).

A intoclerdancia 4 lactose do tipo priméaria ¢ a deficiéncia
que se verifica geralmente em adultos, (123 QuUais,
presumivelmente, tiveram niveis normais da'.lactaae durante a
infancia. A explicacZe desta deficiéncia primaria dada
considerando-se gue a lactase £ uma enzima induzivel. Durante a
infancia o consumd de leite £ alto, e- a atividade da lactase
tamhém ¢ alta, mas, com o tempo, com a diminui&ﬁn do cunsumnﬂ do

leite, gue age comp estimelo, & atividade da lactase também
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diminui. Varios pesquisadores afirmaram ser o tipo primario
tipico dos grupns <tnicos gue n3n  tém tradiqﬁn de grandes
consumidores de leite. Entre eles estfo os asiaticos, africanaos,
indios americanos e os aborigenes australianos (FERREIRA, 1978).

Estudos tém mostrado gue a deficiéncia de lactase do tipo
secundaria & Lma complicagio comum tie infecgtes
gastrointestinais e infestagPes, das quais decorre prejuizo para
o revestimento intestinal {ROSENSWEIG, 1969; FERREIRA, 1978; LEE
& LEORENZ, 197%). |

J& intoleréncia 4 lactouse cong@nita ¢ um raro distarbio em
cujos pacientes desenvolve-se grave diarréia fereentativa o
filatuléncia, gue se manifesta na ingestio de lactose. Ela estsi
presente desdé [’ naa#imemto; a histplogia da mucosa intestinal &
normal, & a atividade nas microvilosidades ¢ baixa ou totalmente
ausente {(BRAND & MILLER, 1980; FURTADO, 1987).

1 problema da intolerincia a lactose em pessoas gque
apresentam sintomas desconfortantes no trato digestivo aparece
na literatura médica a partir'da 1900. Apesar diﬁtm, somente nos
Gltimos 40 anos a intolerancia 4 lactose comecou a ser estudada
{BRAND & MILLER, 1980). Estes estudos envolveram um grande
namero de pesquisadores esm diferentes linhas de pesquisa
(LIFSHITZ st alii, 1971; PARIBE, BAYLESS & GRAHAM, 19723 PAIGE et
alii, 1975; BEAUFRAND et alii, 1977; PAYNE-BUOSE ef alii, 1977;
SIMOONS, JONHSON & KRETCHEMER, 1977; WELSH, 19783 BARILLAS &
GOLOMONS, 1987} .

No Brasil, foram poucos o0s 2 pesquisadores gue rélataram

resul tados de invaﬁtigagﬁés sobre a deficisncia de lactase
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intestinal. A Ynica pesquisa visando a estimativa da frequéncia
da deficidncia congénita da lactase em populagBes brasileiras
sadias ¢ a gue forneceu informagBes sobre a distribuicio dos
individuos examinados segundo o aumento maximo da glicemia. Em
tal pesguisa, a deficidéncia foi manifestada por 45 2 dos
raucasdides, 83 A dos negrdides 2 por 100 4 dos descendentes de
Japoneses, examinados em Campinas-5SF (BEIGUELMAN & SEVéwPEREIRﬂ,
19831 .

Estudos tém revelado variacBes geogrificas e raciais na
incidéncia da intolerancia 2 lactose (SANDINE & DALI, 1979;
BRAND & MILLER, 1280; HOUTS, 1988).

3] incidéﬁcia da intolerincia & lactose £ alta .em criangas
subnutridas de paises em desenvolvimento e e criangas
aborigenes australianas (LEE & LORENZ, 1979%).

Essa inciddncia & reconhecida, ainda, em 70 1 dos adultos
negros nos EUA, 95 U dos Africanos e em acima de 90 % dos
Filipinos, Japoneses e Indianps {(NICKERSOMN, 19741, Diferencas na
ma& absargza de lactose entre varios povos do mundo podem ser

verificadas na TABELA I11.1 a seguirs



TABELA II.1 DIFERENCAS DA MA ABSORCAO DE LACTOSE

ENTRE VARIAS POPULACOES DO MUNDO

I. Grupos onde predomina 60 X a 100 X de ma absorggo

A. Oriente Proximo e Mediterraneo : Arabes, Judeus, BGreqos,
Chiprianns, Italianos (sul)

B. Asia : Tailandeses, Indonesianos, Chineses, 'CnreanQQ
Indianns (sul & leste), Vietnamitas.

C. Africa : Povos Nigerianos do sul e Bantos

D. America do norte e sul 3 Fagquimds, indios Lanadenses
e Americanos (EUA)}, Negros dos EUA.

E. Oceania t Aborigenss Hustralianos

I¥. Grupos onde Predomina & ¥ a 30 X de ma absorggo
A. Europa 3 Dinamaréueses, Finlandeses, Alemies, Franceses,
Holandegses, Poloneses, Tchecos, ‘Italianns {norte)
1ngleées.
B. Africa : Hima, Tussi & Fulani {ndmades)

-

C. India : areas de Puniab & Nova Delhi

CHOURIGAN, 10845

Peaguisadores australianos relataram os resultados de
testes de leite lactose hidrolisade em criancas aborigenes.
feite lartose hidrolisado e leite normal foram dados a dois

grupos de 20 criancas, num periodo de 7 a 71 dias. Os resultados

10



mostraram gue ocriangas com aenos de um  ano  de  idade ganharam
peso mails rapidampnte com  leite lactose hidrolisado do  que
aguelas alimentadas com 1gite normal (MANN, 1981).

MITEHELL & BAYLESS  (1979%), citados par NIJPELS (19811},
fizeram tesies clinicos em 32 adolescentes pretos saudiveis; 19
membros deste grupo foram considerados lactose intolerantes
guando submetidos ao Teste de Tolerdncia a lactose (LTTY. Do
grupo de 19, sintomas crénicos de intoleréncia foram
acanpanhados por ue aunmento do nlvel de glicose no sangue em 13
imndividuos. Sintomas - clinicos Apareceran fm ra destes
individunos, 0 que corresponde a 37 4 do grupo inicial de 19
PESS0AS «

As implica¢®es nutricionais nos individuns gue apresentam
sintomas clinicos de deficiénclia de lactase consistem na ma
absorgio de nutrientes presentes no Ieite. HA  também uma
diminuigio da absorgzo de carboidratos, podendo afetar o ganho
de peso em criangas. Em recésn nascidos, & 2lactose pode
contribulr com 30 4 ou maig da eﬁergia ingerida (BRAND & MILLER,
1980).

£ também conhecido que a lactose sstisula a absorcfio
intestinal de alguns minerais, entre os guais o cialocio, o gue &
wn efeito benéfico {(HOURIGAN, 19845 ANGELIS, 1987). Outros
estudos mastram gue a lactose aumenta a absorgBo inteétiﬁal de
caloio e dinminuil a excrecio urinaria de cilcio e foésforo. Ha
algumas evidéncias de qué a osteoporose (degeneragfo dos oszos)
possa ocorrer como consegidéncia da  iIntolerdncia 4 lactose

(SANDINE & DALY, 197%).
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MANN {1?7?), cita gque pesquisadores tchecos tém ministrado
le@ite livre de lactose em pessoas sadias 8 emn PESSDAS
intolerantes 4 lactose. Chegaram A conclusi¥o de gue, em pessoas
sadias, a tawxa de absorgio de cidlcio fol mals baixa rcom leite
livre de lactose do gue com leite normal; mas;, em  pesspas
intolerantes & lactose, o cilcio fol absorvido mais rapidamente

com o leite livre de lactose.

IT.3. LACTASE @ B ~ D ~ GALACTOSIDASE

As enzimas s3o catalizadores bpioldgicos, de natureza
protéica, que intervém em todas as reacdes metabdlicas
engrgeticamente possiveis, as gquais aceleram por ativagio

especifica. Todas sio macromoléculas gue pertences a classe das
proteinas globulares (RICHARD, 1984).

Lactase {(EC 3.2.1.2.3) & O NomeE Comum para a enzima g-D-
Galactosidase, ou g-D-Galactosideg-galactohidrolase { GHUKLA,
1979 GEKAS & LéPEZ»LEIUA,‘lQEE). A enzima S~galactosidase ¢ uma
hidrolase, & gual ataca 0 grupo o-gQlucosil da lactose
(PRENOSIL., STUKER & BOURNE, 1987).

0 sitio ativo da malécula da f-galactosidase &
caracterizado por uma ligacZo ~5BH e um grupo imidazol. 0 namero
tle sitios ativos por molécula na Sggalactomidase € dependente da
temperatura, sugerindo gque, a baixas temperaturas, a conformagio
molecular & tal que n3o s¥o todos os sitios ativos gue est3o
disponiveis. A maxima atividade a temperaturas mais altas pode

ser atribuida, em parte, a este fator {(SHUKLA, 1973).
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A galactose & geralmente considerada um inibidor
competitive da lactase, enguanto compete com a lactose pelos
nitios ativos da enzima {(PRENOSIL, STUKER & BUOURNE, 1987).

A g-Galactosidase ¢ uma das enzimas selbhor definidas na
literatura. E amplamente distribuida wna natureza e pode ser
encontrada em plantas, orgios animais, leveduras, bactérias e
fungos (GHUKLA, 1975 RICHMOND, GRAY & STINE , 1981). Esta
enzima pode ser proveniente de diferentes fontes, variando
consideravelmente em muitas de suas prupriedaéaﬁ, embora a
especificidade da enzima permaneca essencialmente a nesma
(RICHMOND, GRAY & STINE , 1981). As melhores fontes de lactase
530 : As lactases de Kiuyveromyvoes fragilis, de Kluyveromvoes
lactis, de ﬁs#ergillus aiger e de Escherichia coli (KULP, 19735
RICHMOND, GRAY & STINE , 1981).

As lactases gue tém sido mais usadas comercialmente para
hidrslise de lactose s3o aguelas originarias da  levedura K.
larctis e do fungo A. niger. Estas lactases diferem em suwas
propriedades, particularmenté 2 pH Stimo \de atividade. M
lactase obtida de K. lactis tem um pH Stimo de 6,8 a 7,0, maxima
estabilidade na faixa de pH de 6,0 a 8,5 ¢ temperatura otima de
35°0C. Embora apropriada para o tratamentoc do leite { pH 6,6 ) w
do soro doce { pH 6,2 )}, falta estabilidade a pH inferior a 6,0,
impossibilitando seu uso Em‘tfatamentc dvido do soroc {(pH 4,5). A
lactase de A. niger com pH otimo de 4,0 a 4,5, boa estabilidade
em ampla faixa de pH { pH 3,0 a 7,0 } & uma temperatura Stima de
55°C, € apropriada para a hidrdlise da lactose de soroe Acido

(HOLSINGER, 197B§.
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Um resumo das propriedades das lactases microbianas pode

gser verificado na TABELA I1.2 abaixp :

TABELA II.2 PROPRIEDADES DAS LACTASES MICROBIAMNAS

FONTE ) rH ' TE&PERATERA CO-FATORES Km
: OTIMO  ESTABILIDADE OTIMA ¢ € NECESSARIOS (mdD

Aspergillus 4-4 .5 3.0-7,0 55 reenhun 85
niger

Aspergi lius 5 Fy0—~B,0 BO-55 nenbum 50
oryzae

Kluyveromyres b,b6 &E,5-7,53 Y4 Hn; K 14
fragilis '

Kluyveromyvces 6,8-7,0 6,0-8,5 35 M, Na 1217
lartis )

Escherichia 7,2 6£,0-8,0 40 Na, K 2
coli _

{factobacillus 6,2 - a5 - &
thermophilus

Lactobacillus 6,5 - &0 nenhum 7,8
citrovarum :

COREENBERG & MAHONEY, 19813

Estudns demonstraram que a lactase de K. lactis ¢  instavel
ap calor, & torna—se inativa a temperaturas relativamente
baixas (GBUY & BINGHAM, 1978).

WOYCHIK & WONDOLOWSKE (1973), citam gue a galactose & um
inibidor competitive da §G-galactosidase de A. niger. Esta
inibigFo aumenta durante a hidrdlise, e reduz substancialmente a
eficiéncia da enzima. Por exemplo, 9,01 mol de galactose causa
inibigdo de 60 % da hidrélise de 0,1 mol de lartose. ABssim, a
taxa de hidrdslicse ndo ¢ proporcional 3 guantidade de enzima

adicionada em relagfo ap tempo exposto.
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Reforgandc a mesma conclusfo, HOURIGAN (1976), citado por
HOURIGAN (1984), tambeém muatruﬁ que as laatages. de A. niger
(LACTASE NY e de K. lactis (MAXILACT) foram seriamente inibidas
por galactose em leite desnatado reconstituido. A galactose foi
13,5 vezes { a S0C) & 7,5 vezes { a 35°C } mais atraida que a
lactose an sitio ativo da enzima.

De acordo com GUY & BINGHAM (1978}, guandp a concentragio
de lactase ¢ aumentada, mais lactose & hidrnligada. Contudo, a
taxa de hidrélise da lactose nio auments em proporgio direta.

Varios pesguisadores tém mositrado que as enzimas lactases
s¥g inibidas pelo produte {galactose) também, em sistemas
tamponados {(HOURIGAN, 1984).

DAHLOVIST et alii (1977} relataram gue a inibig¥o da
reacio  de hidrdliﬁé ¢ causada pela galactose, e se ha
crescimento bacterianco no leite, a atividade da lactase também
giminui rapidamente.

MITTALL {1983}, citado por HOURIGAN (1984), mostrou gue o
grau de hiarélise da lactose ém leite int&gral.varia Linearmente
com 0 logaritmo da atividade da lactase de 4. oryzaes, tanto a
55°C por 5 hs guanto a 5 C por 24 hs.

A atividade da lactéﬁe pode ser determinada com lactose
como substrato; com isto os percentuais de glicose e galactose
podem ser estimados. Alternativamente, orto - nitrofenil -
G~B-galactosidase {(OMPGE) pode ser usado como substirato para
lactase, 8 o resultado estimada em cromogénin orto-nitrofenol
{KULP, 19753 BOUWVY, 1975).

NIJPELS et afii {1980), relataram gque o grau de hidrélise
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da lactose no leite ¢ inversamente proporcional & diminuig®oc do
ponte de congelamento, mostrando uma relacio liﬁear entre ambos.

A determinagio do teor de lactose hidrolisada através de
teste enzimatico, baseado np uso do reagente Glicose Oxidase, &
relatado por varions pesquisadores {DAHLOVIST, 194643 WIERZIBICKI,
EDWARDS & KDOSIKOWSKI, 1974 PASTORE & PARK, 1981; MARTINEZ &

SPECKMAN, 1987).

IX1.3.1. Fropriedades da Lactase de Kluyveromyvces lactis -

“Maxilact™

Esta lactase ¢ apresentada na forma liguida, purificada,
isolada da levedura K.lactis. Esta levedura foi descrita gpela
primeira vez em 188%Y, e & um organismo bem conhecido, usado na
producZo de certos tipos de dogurtes e outros provdutos
fermentados. A lactage de K. lactis, sendn derivada de um
organismg lacteos, tem sua atividade Stima perto do pH natural do
leite fresco (6,6 a 6,8). édmn caonseguéncia, pode ser aplicada
an lIsite =« aon soro doce. Abaixo do pH 5, a enzima
perde, complat;,-e irreversivelmente, a atividade . O perftil
4timo de atividade & encontrado entre 35 C e 40 C. Contuda, uma
boa atividade pode ser encontrada entre 4 C e & C {NTJPELS,
1981).

Devido 4 galactose ser um inibidor competitivo da enzima, @
devido 4 atividade transéalactn&ida&a sar mais pronunciada a

concentracles malis altas de lactose, ¢ recomendado que a

lactpse seja diluida antes da hidrdlise, 2 gue a enzima seja
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inativada antes de concentrar o leite ou o soro (BOWY, 1975).
Hidrdéxido de potassio e sais de fostatos s¥oc ativadores da

enzima, e sodio e caleio s3io seus inibidores (NIJPELG, 1981).
I1. 4. REQU@XG DO TEOR DE LACTOSE EM LEITE
II.4.1. Metodos de &edugga do Teor de Lactose e Hidrolise

& redugfo dao feor de Iactasé prode  ser  conseguida  por
remocio fisicva {ultrafiltragio}, por hidrdélise Adcida, ou  ainda
por catalise enzimatica, cvom lactases. DRiferente da hidrdlise.
enzimética, a hidrdlise dcida n3o pode ser aplicada a hidrélise
da lactose em leite e a solugdSes contends proteina livre, por
causa da desnaturacfo da proteina, gue ncbrre a altas
temperaturas ¢ baixos valores de pH (MILLER & BRAND, 1980). Ja
quando ha remoc¥o fisica de lactose, ocorrem ndo s mudangas no
sabor, como também perda de mineralis, vitaminas e do valor
energetico do leite. Daif & preferéncia pela hidrdlise
enzimatica, oue nio apresenta estas alteragfes {DAHLGVIST et
alii, 1977).

A hidrslise enzimdtica pode ser conseguaida por enzimas
livres {(simples uso), gsralmente em processo de hidrélise em
batelada, ou por sistema dé reutilizac®o com  recuperagdo da
enzima por membranas, ou ainda por imobilizagio das células
contendo a enzima (GEKAS & LOPEI-LEIVA, 1985; ZADDW, 1984).

Nnﬁﬁasn do uso da enzima livre para &8 hidrédlise, varios

fatores devem ser considerados. Estes incluem substrato, pH  de
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operacio, temperatura maxima e fempé de contato permitido,
atividade das enzimas, & custos (ZADOW, 19846).

Segundo TREEDIE, MALCBEAN & NICKERSON (1978), para uma
aperacio econdmica, a hidrdlise deve ser geralmpnte limitada a
um maximo de &0 L a 70 %L do total da lactose presente.

Da hidrdlise resultam aumento da dogura, da solubilidade, e
do poder redutor; malor pressio osmética e fersmentabilidade; e
reducfo da viscosidade do leite (HOLSINGER, 19785 MILLER &
BRAND, 1980).

A hidrolise total da lactose faz o leite tXo doce gquanto
4,5 % de soluciio de sacarose, © gue ¢ eqguivalente 2 dogura
produzida por & gramas de sacarose em um copn de 125 ml de café
ou chd {(LANG & LANG, 1977).

MNEog foram pbhservadas alteracBbes no aroma, cor, pH e
sadimentacia am leites tratadn5 com lactases de Saccharomyces
lactis, nos experimentos de KOBIKOWSKI & WIERZBIUCKI {1973). No
sabhor, a dogura foi aumentada cunaideraveimente_ﬁﬂm o aumento da
concentragdo de.enzima. |

Comn  sencionado  anteriormente,;, dewvido ao problema da
intolerancia & lactose, tem crescido o interesse na fabricagio
de ieites e derivados com baixos teores de lactose (MANN, 1981).

De acordo com GUY & BINGHAM (1978}, os hbeneficios da
hidrélise da lactose no preparc de produtos lacteos 20
NUNErosSos .

A introdugfao de produtos lactose hidrolisados tem  sido
pesquisada  por varios laboratérios e companhias  do mundo.

Contudo, a validade de tais produtos & limitada por fatores como
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8 estabilidade {aumento da suscéptibilidade an ataque
microbiann), tusto, aceitagdo do consumidor, e regulasmentages
{HOURIGAN, 1984).

01 usp de leites lactose hidrolisados na fabricagio de
iogurte, ou outro praguto fermentado, pode sear bendfico para
pessaoas com  intolerincia E:Y lactose. Assim, & lactase
{f—galactusidase) de Saccharomyces lactis {(ou Kluyveromyoes
lactis, de acordo com a nova nomenclatura), hidrolisa de 90 2 a
95 % de lactose em 2 a 3 hs, a 30°¢, guandn adicionado an leite
na razfo de 0,3 g/l . Quando foi preparado dogurte a partir
deste leite hidrolisado, THOMPSON & GBYURICSEK (1974), observaram
gue a taxa de acido desenvolvido para alcangar pH 4,6 foi  menor
gue aguela desenvolvida no iogurte padrﬁa; 0 progduto comparado
com o iogurte padrZo era mais doce e ments adcido, e tinha maior
aveitacio por pessoas que normalmente n¥o consomem ingurte. Em
casos sérios de intoleridncia, o uso deo jiogurte, ou similares,
pode nin ser bem tolerado. De acordo com ;nvestigacﬁes clinicas,
na SHuica, JUNEQ {1978), éﬁcuntfnu gue, de onze casos, o iogurte
obtido com leite hidrolisado s ndo fol tolerado em dois casns.

Spgundc RENNER {1978), durante a fabricag8o de iogurte, a
lactnse normalmente € diminuida de 20 4 a 30 4. 6As guantidades
relativas de galactose (0,2 %a 1,3 %) e, particularmente, de
glicose, prosentes o iogurte, sEp metabolizadas nop organismo.
Em pessoas que sofrem de galactosemia, a presenga de galactose
.na sua dieta pode causar intoleréncia a leites fersentados,
iepite integral, ou a algum alimento contendo lactose.

Peoguisas do uso da lactase em progutos fermentados, tais
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cuéc O logurte, creme Acido e queijo “cottage”, mostraram o
valor adicional destes produtos para pessoas  intolerantes A
lactose (KILARA & SHAHANI, 1976). De acordo com RASIK &  KURMANN
{1978), leites parciaimente lactose hidrolisados (50 2 a 80 %)
poden ser usados na fabriracio da ieites fermentados,
especialemente quando a concentracio de lactose pode ser
aumentada atraves da adig3o de leite em p® desnatado ou
gvaporadg.

A hidrédlise parcial (25 4 a 30 %) da lactose tambsm previne
a cristalizacio de outros agtcares em leite condensado acucarado
e doce de leite. Na preparac8o de sogrvete, e de concentrado
congelado de leite, a hidrdélise parcial da lactose previne a
aregnosidade ¢ a floculagBo da proteina durante pstocagem
proiongada (NIJPELS, 1981).

Segundo BOUVY (19735}, a hidrélise da lactose ¢ um  processo
hastante econdmico para a prevengio da coristalizagio em leite
condensado pu evaporado, em concentrados de leite, ¢ ainda em
xargpes de sore uancentradﬁ. isto porgue apenas 20 %4 a 30 % da
lactose tem que ser hidrolisada para inibir a coristalizac¥o,
mesmo durante gprnlongada estocagemn. FPeguenss guantidades de
glicose 2 galactose podem ser suficientes para inibir a formacZo
de cristais de lactose.

O aumento da dogura de leite lactose hidrolisado oferece
aoporitunidade para sua aplicagdo em diversos produtos, onde ce
reguer pouca ou nenhuma adigfo de sacarose {ZADDW, 1986).

Em geral, hidré$lise de cerca de 70 Z da lactose do leite

aumenta sua dogura em uma guantidade correspondente a uma adi¢Ho
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de cerca de 2 4 de sacarose (ZADOW, 1986).

Segundo HOLEINGER {1978), leite lactose hidrolisado foi
preparado em planta piloto, onde foram avaliadas proprisdades
fisicas 2 organplépticas. leites com hidrélises de 30 %4, &0 %4 e
20 4  foram equivalentes, em dogura, a leites cantendo,
respectivamente, 0,3 Z;, 0,6 L e 0,2 % de sacarose adicionadas. O
léite foi testado por paindis de 15 a 20 ﬁrovaﬁnrea, gue usaram
a escala heddnica de nove pontos. Ds  resultados muﬁtraram uma
-aceitagdio positiva de leite hidrolisado, devido a todos os
escores pbitidos serem acima de cinco.

Em analise sensorial realizada por PAIGE et alii (1979),
leite hidrolisade (90 % de hidrslisel foi servido a 32
provadores. Destes, apenas 1 nioc gostou do leite.

MANN {1981} cita desenvolvimentos recentes na aplicacf¥o da
hidrélise enzimaftica de lactose de leite & soro na inddstria de
laticinios, a saher: .a fabricagﬁa e leite parcialmente
hidrolisado (75¥}), na Italia; leite lactose hidrolisado no
Japio; iogurfe com 30 Z a 40 % de leite lactose hidrolisado, e o
uso de leite lactose hidrolisado na fabricacin de gueijon. De
acordo com o regulamento francés, a leite lactose hidrolisado
pode ser usado no lugar de glicose e sacarpse, biscoitos,
sobremesas, e produtos de confeitaria.

Na ftalia, #m MilZn, a Indistria de Laticinio Central tem
teétadn o mercado com um ieite parcialments hidrolisade—{HT. 0O
produto, com o nome “Acéadi“, tem sido bewm aceito entre os
consumidores, gue pagam 30 Y oa méia do gue pelo leite normal UHT

(MANN, 1981; HOURIGAN, 198B4).
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Na Holanda wma companhia de lejite produz leite hidrolisado
com ”ﬁaxiiact“ (99 % de hidrélise). O nome . do produto &
*Lartalac”, e ¢ usado em hospitais 2 vendido em lojas
especializadas em produtos dietféticos (BUUVY,}I??E).

Nos Estados Unidos, né consumidores intolerantes 2 lactose
podem adquirir lactase (derivada de K. lactis} em forma de pd,
€m PECRMNOS . enve lopes de ws0 individnal {LACTAID) .,
Adicionando~se o conteddo de 1 envelope a um copo de leite, um
dia antes do consumo, a lactose seri hidrolisada ﬁurante a noite
{McCORMICK, 19763 LANG & LANG, 1977; HOURIGAN, 1984).

VARGAS (1987), propfe uma metodologis simples para a
hidrélise domdstica de leite em residéncias, & em escolas de.
primeiro grad, com a adicio de concentrados enzimiticos

comerciais.
II.4.2. Metodos para a Producac de Leite Lactose Hidrolisado

Dois possiveis esquama$ de processos .Enziméticus Para
producio de leite lactose hidrolisado s¥oc mostrados na  FIGURA
iI.}i. Com o metodo A, a enzima ¢ adicionada na linha de leitse
pasteurizado ou, assepticamente, a0 leite longa vida. Neste
gltimo caso, & enzima deve ser esetéril. A hidrélise ocorre
durante o transporte do 1eita; Com o0 métode B, a hidrélisse &
realizada nos tanqgues de leite, durante o periodo de estocagem
de uma noite. As desvantagens do meétodo B siio a grande
guantidade relativa de enzima exigida, 2 a necessidade de s

incubar o leite em grandes tanques, por poucas horas, a 30°C, ou
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por uma noite, em temperatura refrigerada, aumentando o custo e

a carga bacteriana (NIJPELS, 1981).

LEITE ~mes TRATAMENTO  TERMICO  —os ADICAD DA ENZIMA

INCUBACAD NA EMBALAGEM A
P S—

CONSUMIDOR  « DURANTE TRANSPORTE

. B
TRATAMENTD TERMICD «———— INCUBACATD NO TANDUE e

FIGURA TI.1i. DOIS POSSIVEIS ESQUEMAS DE PROCESSO FARA HIDROLISE

DA LACTOSE NO LEITE (HIJPELS, 1981,

A pasteurizagio normal & recomendada ao leite pu ap soroc a
serem hidrolisados, gque devem ter boa gualidade amicrobioldgica,
pois a atividade da lactase pode ser inibida em caso contrario
{ BOUVY, 19%5).

0 processo onde a 2 lactase | =] adicionada an laite
gsterilizado foi patenteadn pela Tetra-Pak Internacional, oaa
Suécia {(1981). Neste prnﬁesso, a lactase permanece ativa no
leite. Hcima de 7 a 10 dias a.enzima id toi capaz de hidrolisar
toda a lactose. /& vantagem do processe & a possibilidade de
permanecer sem refrigeracZo € ser transportada para aresas
distantes, onde a incidéncia da intolerincia 3 lactose £ alta
{HOURIGAN, 1984},

0 tempo de prateleira de leite esterilizado pode ser  usado
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para prolongacZo da incubag3o de uma a varias semanas, a
tenperatura ambiente. Ossis, quantidades sinimas de enzima sio
necessarias para a diminuicin do custo do processo {DAMLOVIST et
alii, 19773 LANG & LANG, 1977).

MILLER & BRAND (1980}, realizaram um processo de hidrélise
por batelada, no gual pré-agueceram o leite, tendo ajustado a
temperatura em 35°C antes da adigio de 300 mg/]l de larctase
(MAXILACT). A reagdo foli desenvolvida em 3 thoras, = ]
- pasteurizag®o foi efetuada apds a hidrélise. A hidrdlise  foi
acompanhada pela determinacfio de glicose produzida.

Similarmente, HOLSINGER (1978) relata que a hidrélise da
lactose pode ser realizada em processo por batelada, por
iﬁcubag&u de leite integral pasteurizado ou desnatado. O leite
pode ser pré—aguecido a 32“6, com 30 ppm de lactase, durante
2,3 horas, ou por 146 a 18 horas, a 4”6, con 1830 ppm de lactase.

Sequnde MANN {1981), pode-se hidrolisar 80 %2 a 99 % da
lactose de 1 litro de leite desnatado em 6 horas, a 35”6, ou em

18 horas, a 6°C, com 230 mg de A~ galactosidase de K. lactis.

I1.4.3. Efeitos da Temperatura de Incubacao na Atividade da

Lactase

Qs efeitos da temperatura de  incubacBo na atividade da
lactase de 5. lactis em leite desnatado foram testados por BUY &
BINGHAM (19781, onde as temperaturas Stimas estiveram entre 30°¢
e 35°C por 2 horas, e entre 35C e 40°C par 30 minutos. .R

temperatura &tima para atividade da lactase diminuiu guando o
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tempo de incubaggm foi aumentado de 30 minutos para 2 horas. Os
efeitfos da temperatura de incubacZoe na hidrdlise da lactose

abservados podem ser verificados na FIGURS 11.2.

sol

LACTOSE HIDROLISADA %)

26 i i 3 H k3

25 30 35 <40 45

TEMPERATURA DE INCUBACAD
it

GUY 8 BINGHAM ¢1978)

FIGURA II1.2. EFEITOS DA TEMPERATURA DE INQUBAQRO NA HIDROLISE DA
LACTGSE POR 300 mg DE LACTASE DE Saceharomycoes lactis. OS TEMPOS
DE INCUBACAO FORAM : 0,5 h Ce—o), 1h {+—+3, & & hs (&—8),

tanforme hICHQRD {(1983), pode-se dizer que o efeito da
temperatura se deve a um asumento dé agitesio das moléculas, gue
aumenta a freqidneia das oolistes entre o substrato 8 a enzima,
aumentando, assim, a velocidade da reag3o.

5 houver um wmaior aguecimento, podera QCoOrrer uma
desnaturagcio com modifima¢$o das ‘aﬁtruturas terciaria ©
guaternaria da proteina globular, e fazer, portanto, é enzima

passar de uma conformagfo ativa a uma conformagio desprovida de
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atividade. Na desnaturag¢ioc das enzimas pelo calor, o gque conta &
o efeito combinado tempo/temperatura, ou seja, a duracin e a
intensidade do tratamento térmico (RICHARD, 1985).

0 efeite da tesperatura na atividade da lactase de &5,
factis em soro foi obhservado por GUY & BINGHAM (1978), gque
mediram a temperatura para encontrar as faixas necessiriass para
inativar a enzima. 0 aguecimento da lactase em soro (pH 6,6},
acima de 50°C, por um minuto, rausa reducfo de atividade. Ouando
a lactase foi aguecida a 70°C por 1 minuto, .fni alcancada
rompleta inativagio. Inativag8o parcial ocorreu a 30°c pelo
periodo de incubagio acima de 1 hora. Os efeitos dos tratamentos -
térmicos na atividade da lactase podem ser visualirzados na
FIGURA IT1.3.

MILLER & BRAND (1980), relataram que a temperatura adequada
para a estabilidade da lactase de levedursas ¢ inferior a 40°C, e
que tem atividade otima antre 30°C e 35°C. A& temperaturas
superiores a 45°C, a enrima ¢ rapidamente inativada.

NDOs e%perimantaﬁ de KDQIKDNSKI & MIERQBICKI {1973), a
inativac¥o enzimatica total para lactase de §. lJactis foi
alcancada apds agquecimento por 1 sdnuto, a 80°C.

Z50D0W (1984}, diz qﬂa a ipnativaci3o da enzima ¢ acelerada
pelo aumentn da temperatura ¢ do teor de minerais.

STIMPGON (1934), recomenda a pasteurizac®o a ?1,2“8, por 30

minutos, comno sendo efetiva na inativagBo da lactase.
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GUY & BINGHAM (19780

FIGURA II.3. EFEITOS DOS TRATAMENTOS TERMICOS SOBRE A HIDROLISE
DE LACTOSE DE SORO RECONSTITUIDO NA ATIVIDADE DE 300 wmg DE
LACTASE DE Saccharomyeces lactisskg de soro reconstituido a pH

6. 6. (SORO CONTROLE~71 % DE LACTOSE HIDROLISADAD

11.4. 4, Efeitoe da ?asteurizaggo na Hidrolise da Lactose

w

KULP (19759), relata que, em substratos pasteurizados, a

lactose £ hidrolisada mais rapidamente do gue es produtos nio

pasteurizados.
(2 pasteurizagZo der Ipite desnatado aumen o a
susceptibilidade da lactouse A hidrdlise enzimatica, nos

experimentos de GUY & BINGHAM (1978H), comn pode ser wvisto na

THARBELA II.3. U= leites gue foram pasteurizados por 30 minutos a
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63°C, 74°C Bﬁuﬁ, foram hidrolisados em malor extensZo que

leites controles nZo pasteurizados.

TABELA IX.3 EFEITC DA TEMPERATURA DE_PASTEURIZAQRQ NA HIDROLISE
DA LACTOSE POR 300 mg DE LACTASE DE 5. lactis” kg de leite

desnatado incubados a 32°C.

TEMPERATURA DE
Lo % DE LACTOSE HIDROLISADA
pas’rzugxzac;&ﬁ 4% MINUOYOS 20 MINQTOS
POR 30 MINUTOS
CONTROLE 51,5 &7
63°C \ 52,5 71
74°¢C 54,0 73
85°¢C 55,0 73

CGUY & BINGHAM, 19782

Estes dados concordam com KOSIKOWSKI & WIERZBICKI (1973),
gque usaram lactase de 5. Jactis para hidrolisar a lactose de
leite cru e pasteurizado. ﬁnm uma congentragcio de lactase de
25 mg/fl, e incubados durante 48 horas a 4”6, foi possivel
hidrolisar 80 % da lactose em leite pasteurizado, =« 759 24 em
leite ocru. Com uma concentragcio de enzima de 100 mg/l, nas
mesnas condicbes acima, a hidrdlise fol de 95 2 em leite
pasteurizado, 2 de 20 L en leite cru.

Aumento da atividade da lactase em leite pré-—-aquecido foi
também relatado por wERﬁQRFF, AMUNDSON & OLBON  (1970), . que

pasteurizaram leite desnatado, soro & uma solug3o com D 4 de

lactose, a 62,8 °Cs; &8,3°C; 73,9 0£3 79,5C e 85,0°C, por 30
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minutos, & em seguida hidrolisaram com \lattase de Saccharomyces
fragilis. De acordo com os resultados, como mostrado na FIGURA
1I1.3, os autores concluiram gue é evidente gue o équecimentu da
- lactose, na pfesenga das proteinas do leite, tem grande efeito
na hidroalise da lactose. Tanto em soro quanio  en leite
desnatadn, a hidrdlise fol mais alta guanto maior os tratamentos
térmicos, enquanto a solucfo de lactose pura n3o mostrou
variasio. Segundo estes resultados, para atingir uma taxa maxima
de hidrélise, o leite desnatado deve ser pré-aguecido a 85°c,
durante 30 minutos. WENDORFF, AMUNDSON & DLSOM (1970}, relataram
qﬁe através dn pré—aguecimento do leite, o sistema protelina pudé
spr alterado para aumentar a hidrdlise. Disto, SFORTUNATO &
CONNORS (1958) = STIMPSON & STAMBERG tl?Sé} sugerem gue o leite
cru contdém substancias inibidorag da atividade da enzima. Tais
compostos poderiam ser de cmnaideréQel interesse bioldgico, por
causa de sua possibilidade de efeito na digestfo da lactose em
mami feros.

WENDORFF ot alii (-}.‘?71}, também ocbservaram em sSeus
experimentos, uma substancia inibidora da atividade da enzima,

onde este inibidor foi inativado com tratamento térmico de 74°C

por 30 minutons.
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FIGURA 1I.4. EFEITOS DO PRI::—AQUECIMENTQ DO LEITE NA HIDROLISE

DA LACTOSE EM SORC, EM LEITE DESNATADO, E EM SDLU{}RG DE LACTOSE.

STIMPEOM (1954), verificou a influgncia da temperatura e do

tempo de pasteurizagfo do leite na atividade da lactase, comn

pode ser verificado nas TABELAS 1.4 & 171.5, e relatou gue

leites nZ%o pasteurizados continham algumas substincias gue

reprimiam a atividade da enzima, nfo especificando quais

poderiam ser.
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TABELA IT. 4. EFELTG DA TEMPERATURA DE P&ETEURIZA@KG

SOBRE A HIDROLISE ENZIMATICA DA LACTASE.

Temperatura de fLactose
Pasteurizacio (°c Hidrolisada { 4 )
Tempo: 14 segundos

50,5 40

71,2 &7

73,9 3%

Th,7 57

79,4 73

82,2 _ a7

85,0 \/7

CSTIMPSON, 1954

TABELA I1.S. EFEITO DO TEMPO DE ?AgTEURiZAQXO

SOBRE A HIDROLISE ENZIMATICA DA LACTASE

Tempn de pasteurizagXo Lactose
do leite a 71,2°C Midrolisada ( % }
5 min. I 71
10 min. 75
20 min. 87
0 min. g7

CESTIMPEON, 19540

Segundo MAHONEY & ADAMCHUEK (1980), o sumento da " atividade
da lactase, @om lgite pré-agquecido, poderia ser devido A
erxposiciio dos grupos sulfidrilas das proteinas do soro, devido
ap aquecimento.

KULP (1975}, diz que poder-se-ia especular gue a alteraghio
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dos grupos SH das proteinas do leite aguecido desempenha  papel
ng efeito ativador da lactase, esperialmente porgue a literatura
das patentes mostra exemplos de ativeclio com compostos redutores
apenas com leites & sorps ndo pasteurizados.

MERTENG & HUYGHEBAERT (1987}, mencionaram gue a infludncia
positiva dos tratamentos térmicos na hidrélise enzimatica da
lactogse emn leilte desnatado, também descrita por GUY & BINGHAM
(1978} e WERDORFF, AMUNDSON & OLSON (1970), foi igualmente
nbservada para MAXILACT LX-3000 em soro. Este pfeito, segundo
MERTENS & HUYGHEBAERT (1987), ¢ devido a reducZo do calcio
livre, por precipitacipo de sails de cileio insoldveis.

WENDUIRFF et alii (1771}, estudaram o efeito do trétamantu
térmico do  leite na taxa da hidrdlise da lactose por
g-galactosidase de Saccharomyoes fragilis, onde foi determinada
a atividade da enzima em leites desnatados crus e es leites
deanatados submetidos a tratamentos térmicos na faixa de 62,8“8
a 85°C por_KO minutos. No leite desnatedo cru, 8,6 L da lactose
foi hidrolisada, enguanto gque 9,9 % de lactose foi hidrolisada
no leite desnatado agquecido a 74°¢C por 30 minutos. Temperaturas
maiores de 74°C, no mesmo  tempo  de aqmeaimwntn; ndFo  tiveram
afeitos na hidrdlise de leite desnatado.

WOYDCHIK & WONDOLOWSKI  {(1973), abservaram que, para
B-galactosidase de A. niger; na hidrélise em soro  acido, Iepite
integral e desnatado, n3o houve diferenga na stividade da
enzima, guando cmmparéduﬁ com ampbstras cruas e pasteurizadas a
65°C por 30 minutos.

MAHONEY & ADAMCHUK (1980}, tambdam estudaram o efeito do
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préwaquﬂﬂimentn de leite ¢ de soro, onde wverificaram gque o
pré-agquecimento do leite nio teve efeito na atividade da lactase
de K. fragilis, mas relatam gque hi um aumento da atividade em
sorg pré-aguecido, o que pode estar relacionado com  algumas
interagtes entre as protelinas do soro & os  sais, durante o
aguecinento. Verificaram que a atividade da lactase foi mais

‘alta em leite desnatado do que em leite integral.

Y. .48, Efeito dos Constituintes do Leite na Hidrolise da

Lactozse

A taxa de hidrdédlise de lactose catalizada enzimaticamente,
pode ser dependente da concentragio de minerais {sais}, lactose
e galactose, bem comc da temperatura e do pH  (MACBEAN,1979). A
reaciio enzimatica € inibida por galactose, & um aumento na
roncentracio do Eubgtratu pode também levar a3 uwuma redugdo na
velocidade de reacio, 2 dal a um mais Dailxo grag de hidrdlise no
produto final {BUY & BINGH#M, 1978; MACBEAN, 1979).

NICKERSON {1974}, comnentta e, =12] aumentarmos a
concentracio he lactose, ou a temperatura dex hidrdlise,
aumenta-se também a taxa de hidrdlise.

A lactose em solugdo ¢ hidrolisads sais rapidamente que am
leite desnatado pu soro, e nestes a lactose € mails ?atilmente
hidrolisada que em ieite integral ou leite integral concentrado
(RICHARDSON, 198B0).

Estas diferencas poderiam ser devidas ao meio idnico de.

cada mubstrato e/ou aons efeitos das proteinas do leite (MAHONEY
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& ﬁﬁﬁﬁCHUK, 1980).

MAHONEY & ADAMCHUK, (1980), estudaram os efeitos dos
constituintes do leite na atividade da lactase de Kiuyvveromyces
fragilis. Eles concluiram que a atividade da lactase .am leite
cru B sora € controlada por condic@es idnicas, com a maxima
atividade ocorrendo na presenga de ions de mangangs, Us
principais cétions presentes no leite, sddie & cilecioc, foram
inibidores da enzima, enquanto potissio Imagnésic Foram
ativadores.

A4 adig3o de ativadores, tais como sulfitos e sulfetos,
ftambdm tem sido sugerida na literatura, para aumentar o
atividade da lactase em leite (RiCHﬁRDSGN, 1985).

GUY & BINGHAM (1978) relataram gue os fons potassio,
magnésio & mangands aceleraram levemenite a atividade da lactase
de 5. lactis, enquanto gue os fons  sddioco € cialcio diminairam
significativamente a atividade da lactase. Também de acordo com
autores, foi verificado gue a atividade dé_enzima foi mais baixa
em leits desﬁatadm cancehfrédm'quandn emmparadn.com leite normal
integral, & gue isto paﬁeria. ser atribuide 2 formagio de
aoligossacaridens nos concentrados.

PDe acordo com DAHLEOVISTY et alii (1977}, a atividade ¢ mais
alta na presenga de potassio do que na de sadio, e os metais
pesados sHo fortemente inibidores da enzima. Contudo, pequenas
quéntidadeﬁ de mangands s3E0 essonciais para a atividade
enzimitica.

Para determinar o efeito da concentrasio dos sSlidos do

leite na atividade da g-galactosidase de XK.  fragilis, WENDDRFF
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et alii (1971}, reconstituiram leite, soro, soroc em pd &  leite
desnatads com dgua dejonizada, contendo 10 *M de Mﬁﬁlz é varias
concentragfes de sdélidos totais. A lactose foli hidrolisada mais
intensasente em solugio aguosa do gue no Igite. Componentes do
isite, além da lactose, mostraram alguns sfeitos inibidores na
hidrolise., A maxima taxa de hidrdlise em leite foi obtida guando
leite ou sorp fol fortificado com 6,1 M de sulfato de potéssio e
107 %M de MnClz {WENDORFE &t alii, 1971).

A8 influéncia da concentracifo do substrato na taxa inicial
da hidrélise da lactose pode ser observada na FIGURA O 11.5.
Aparentemente, o Km ¢ relativamente alto (0,1 M), e assme na
solugio Quperﬁgturada de lactose (30 L), nEo houve inibig¢Xo pelo
substrato. Do ponto de vista cinético, a enzima ¢ adeguada para
usp em solucfies com elevadas concentragies de lactose (DAHLAVIST

et alii, Y977}).

] i 1 i ] 1 i i

O 5 10 I8 2025 30 35 R0
CONCENTRAGAQ, % DE

S0ORO OU LACTOSE

GLICDSE
G o~ R b n

DAHLQVIST et alli (1977

FIGURA T1.5. TAXA DE HIDROLISE Da - LACTOSE  EM FUN(}X{} DA

CONCENTRA&;I;&O DE SORG ¢ A 2 E DA C(}NCENTEA{_Z;\() DE LACTOSE € & D
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Usando lactose como substrato, WENDORFF & AMUNDSON  {1971),
ohservaram, para lactase de . fragilis, uma cingtica de reagldo
tipica de Michaslis-Mentem, entre a concentragio de substrato e
a velocidade inicial {cinética de ordem zerc) da reagdo. A
constante de Michaelis— Mentem {(Km}, a pH &,5, foli estimada do
grafico de Lineawesaver—Burk, & fol aproximadamentes 2,4 = 10*%4,
enquanto a velocidade maxima da reagdo fol encontrada como sendo
de 11,46 p mols /15 min.ml.

WEETALYL et alii (1974}, estudaram as propriedades de
lactases comerciais. Para lactase soldavel de levedura, estimaram
wum Km de 112 =M. Ja MONTE ALEGRE (1988), encontrou um Km méedio

de &0,32 M para lactase de 8. fragilis.

I1.5. ULTRAFILTRACAO

A ultrafiltracio (UF) & um processc de fracionamento, gue
separa espécies moleculares com base no sew tamanho atraves  do
usto  de uma membrana, gus retém moléculas de maior [el=l=ta'
molecular, persitindo gque Aagua & peguenas maoléculas sejam
filtrados. stiﬁ, agua, sais e lactose podem  ser  removidos,
deixanda um concentrado rico em proteina =2 gordura  {(GBLOVER,
1986) .

0 leite conbtsm trés constituintes biasicos: sais, tactose e
proteinas, com pesaos moleculares {daltons) de &0 a 300 para
Gais, 342 para lactose, @.15&000 ou mais para as proteinas. A
separacio total entre os trés componentes ¢ dessjavel, mas na

pratica £ muito dificil gncontrar-se 184, T memhrana . de
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Ultrafiltragio gue epvite a passagem de 100 % de um constituinte
£ permita a passagem de 100 % de outro. Isto & suito mais
dificil entre sals e lactose {os guais s¥n de peso molecﬁlar
relativamente similares), do gue entre lactose @ proteina
{COTONM, 1%74).

As membranas de ultraftiltracEo s3o capazes de evitar a
passagem de 97 L das proteinas do sorp, 8 permitem a passagem de
70 %4 da lactose {(COTON, 1974).

Segundo GLOVER (1986}, para um amelhor entendimento da
aplicacio do processo de membranas no leite, £ necessirio
destacar algumas propriedades fisicas. a DroCessn da
ultratiltracEo € governado pelo tamanho molecular. As  dimensBes
sHn mals  relsvantes gue © 2 mails comumente  conhecido PRS0
mixlecular.

A TaAHELA 1.6 mostra importentes pesos moleculares e
gdiamdtros, onde s pode v.er‘i“f_icar* a grande difersnca o  tamanho
molecular gntre laclose e cx~1arztma1bunsina.blgtm demonstra, Camo
a UF pode ser cunvenieﬁﬁamente aplicada A0 leite para

fravionamento.

37



TABELA II.6. TAMAMHOS MOLECULARES DOGE COMPONENTES DO LEITE

COMPONENTE PESU MOLECULAR DIAMETRO
{Daltonsg) (rm)
AGUA 18 0,3
TON CLORO 35 0,4
10N CALCIO 50 0,4
LACTOSE 3472 0,8
o — LACTOALBUMINA 14500 3,0
2 - LACTOGLOBULINA 36000 4,0
SORO ALBUMINA &9BO0 5,0
MICELA DE Caseina 107~ 107 25 - 130
GLOBULO DE BORDURA - 2000 ~ 16000

(BLOYER, 19860

0 wuso da ultratiliracdo para concentrar e separar
constituintes do leite ¢ amplamegnte reconhecido para a2 produgHo
de leite cnﬁ baixo teor de lac£m§e, lmite cam. baixo iteor de
sédio, @ aumento da utilizagfo do 50?0 para alimentagfo bhumana
{BLOVER ot alii, 1978).

Durante a ultrafiliracdno, as proteinas do lsite geralmente
tém alta retenclo, wvariando de 94 L a 100 Z4. # lactose passa
através dda meabrana na mesma“téxa gue & Agua, £ a retencio da
gordura & de 100 L {GREENE & POTTER, 1Y86&]).

0 proposito da pesguisa de GHEENE & POTTER  (1986), fToi
estudar os efeitos da ultrafiltracio na retencio dos cosponentes

do leite, sspecialmente dos minerais. Leite desnatado ora e
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pasteurizada, leite integral cru' e pasteurizado, e leite
integral bhomogeneizado e pasteurizado foram estodados com
diferentes tipos de membranas. Desds gue as macromoldcoulas s3o
retidas durante a ultrafiltracBo, espera-se a alta recupsracio
de muitos minerais. A retengdo de Na e K fol préoxima a2 da
lactose nos experimentos de GREENE & POTTER {1984). Isto indicou
que, como no caso da lactose, & passagem de MNa 2 K atravées das
membranas £ similar a4 da dgua. RetencBes da minerais variaram
pouco de leite para leite. Em geral, retentados de lIsites
concentrados por ultrafiltrac¥o tiveram recuperagBes de BS Z  de
célcio, BO % de fésforo, 50 4 de sodio, 50 4 de potassioc, 70 L
de magnésio, e acima de 906 4L de zinco,

fliutra vantagem da ultrafiltracio na inddstria lactea ¢ a
habirilidade de fracionamento de soro e  leite desnatado sem a
aplicacio de calor, e portanto, sem a destruig8o das proteinas
do leite (COTON, 1974).

Como  uma extensio do processo  de ultrafiltragcio, a
diafiltragio & vapaz de modificar as raz@es de proteina, lactose
2 sais., S22, apSs a concentragio por wlbtrafiltragio, Tor
adicionada agua ao concentrado, & o processo de uwltrafiltrac3o
sepuido, mais lactose e sais serdo esliminados, £ 3 proteina
poderd ser concentrada o purificada (BLOVER st alli, 1978).

A diatfiltragiEo & mais eficiente se a adicfo  de égua for
regalizada na sesma taxa com que o permeado & resovido {(BLOVER et
alii, 198&4).

COVALEVICH & KOSIKODWSKTI {19771, em seus experimentos com

loite coneentrado por ultrafiltraciEo, reduziram o conteddo @ de
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lactose de 20 % para 9 L e 4,7 4, com diafiltracio simples e
dupla, respectivamente. Eles observaram gue a. redugio do
conteddn de lactose do concentrado € proporcional a4 guantidade
de dgua sdicionada na ultratiltracEo.

ROGER et alii (1974) estudaram a hidrdlise da lactose em
leites desmineralizados e em leites nZo desmineralizados, sendo
qgue 47 % da lactose foi hidrolisada em leite desmineralizado,
enguanto gue 8% 4 da lactose presente foi hidrolisada em  leite
ran desmingralizado. Segundo os autorss, wsta diferenca na
atividads da lactase pode ser atribuida 34 modificag3o da razio
KinMa.

RIBEIRD (1989), preparou leites diafiltrados para producfo
de inguries com teor de lactose reduzido. A diafiltragio do
ieite, visando a diminuigHo do conteddo de lactossz, aumenta o pH
e diminui a acidez inicial dos leites durante o processo  de
fermentacio.

Patente tohecosliovaca, citada por MANM {(1977), trata de
fabricagio ﬁe isite e derivadm% livres de lasctose. O primeiro
sstigic do processo gnvolve a r&moqﬁn.daﬁ proteinas do leite. A
lactose ¢ entio separada usando {smose Reversa g Ultrafiltraggq,
sendo o leite residual misturadeo &s proteinas  previasmsents

separadas.
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TII. MATERIAIS E METODOS
IIT.1. MATERIA PRIMA 3
III.1.1. Leite

~Leite Gru Tipo B, proveniente da Fazenda BGIo Franscisto

{Agropecuaria Tuiuti),em Amparo-8P.
TITI.4.2. Enzima £ - Galacltosidase

—Enzima Comercial Lactase (EC 3.2.1.23) Maxilact, LX 35000,
derivada da levedura Saccharomyces (Kluyveromycops) lactis,

produzida pela GIST BROCADES.

IT1.2. EQUIPAMEHTOS E APARELFIOS UTLLTZADDS

~Unidade Pilpto de Ultrafiltragio, marca ALFA-LAVAL, modelo
L5513

~Cartuchs de Ultrafiltragio de fibras rapilares de
poliszul fona, marca ROMICON, modelo HFE-15-4%, PMI0, com
aroa de 1,4 mz 2 &35 mm  de comprimentos

~Tanques de ago-inox do sistema de ultrafiltragio <om
capacidades para 100 e 200 litrosg

-~ T angjue Fasteurizador O agitacio, aguscimento e

rosfriamento, marca [MNADAL, modelo MIX-DOMPLET, O
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capacidade para 100 litrosg
~Agitador Magnético, modelo TE OBY, marca TECDMALj

~Balanca Analitica, modelo AE 200, marca METTLER;

~Balanca Semi-analitica, modelo A 1000, marca MARTE;

~Balanga Comercial, modelo EXATA 3, marca TOLEDROj

~Banho~maria, modelo 102/3, marca FANEM;

-Banho-maria, modelo UNITEMP con controlador de temperatura
ronstante, marca FANEM;

~-Bloco Digestor de Proteinas para micro  Kieldahl, marca
SARGE Aparelhos Cientificos Lida.s

~Centri fuga de Gerber, modelo 202, marca FANEM;

~Destilador de Nitrogénio Kjeldahl, marca TECNAL, modelo
TE 0363 |

~Destilador Eletrico, modeln § 341-25, marca QUIMIG;

-Easpectrofotdmetro UV/Visivel, ﬁarca MICRONAL , modelo B382;

—Fatahilizador de Voltagem futomatico, marca KRON;

~Entufa de Secagem ¢ Esterilizagio, modelo 315 BE, marca
FANEM; |

~FogEo marca CONTINENTAL 2001-Caprices

~Frepzer Vertical METALFRIO, 340 litross

~Maquina de Gelp modelon Pak 100, marca EVEREST:
~-Micro-seringa para cromatégrafo gasoso, marca GiGEPs
-Muflas, msarca FORLABO;

~Pipetador Automatico, Pipetman P 5000, marca GILBON;

-Potencideetro DIBIMED, modelo DMPH~23

~Refrigerador Duplex, 440 litros, marca BRASTEMP.
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IIX.3. OUTROS MATERIALS 3

~-fBgitador de aco inox, com haste e disco perfurade para
latip de iesite;

~Baldes plasticos de D e 10 litrosg

~-Crondmetro digital, marca Casiog

~Pesspcadoress

~Detergente enzimatico, tipo P3-Ultrasil-00, marca HEMKEL 3

-Fiime de polietileno;

—-Filtro para leite cru com tela de nylon;

~Lartose, P.A., monoidratada, marca REABEN;

~Jarras de ago inows

~Latfes de leite de polietileno, c©om capacidade para D0
litross

~Papel de filtro gualitativos

~Reagentes ¢ Corantess

~Heagente GLICOSE ENZ-COLOR, da BIODIAGNOSTICA Industria
Quimica Clinica Ltda.%

~Termometros de mercderiog

~Midrarias de laboratdrio.
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IIT.4. PRODUCAO DE LEITES DIAFILTRADOS

Foram realizados experimentos para obteng8o de leites com
haixos teores de lactose B sals minerais, atraveées da téonica da
diafiltracfo do leite, a gual consiste na adigZo de 4agua ao
leite durante o processo de ultrafiltracBo, para que s2 ramova a
lartose {(GLOVER, 19B&). Assim o mesmo volume de liguido #
retirado no permeado, promovendo uma  diminuicio do  teor de
lactose e de sais minerais {cinzas) no leite.

Neste processo, visou-se obter concentrac@ies de lactose com’
valores aproximados de 4 4L, X 4 e Z2 “A. Foram realizadas trés
adig@es de Agua (3 leites diafiltrados) em cada srxperimento. Os
balangos de massa relativos as guantidades de  leite, de agua
adicionada, e de parogado retirado, est®o demonstrados no

ANEXD 1.
ITT.4.1. Calculo da Massa de Agua para Diafiltracao

Caloulo para o primeiro leite diafiltrado 2

M =L = O M = M o~ L+ B}
Ts 1 L 5 1 TS L
LI
41
L i T
1 T4 L
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Calculo para p segundo leite diafiltrado

I}

e

™

TS
L 1 .
he

L4

]

™

Caleulo para o terceirp leite diafiltrado s

M =1t = O M = M — L
Ta z z 5 - T3 2
C
£}
Poo= M
El 3
Onde 3
QT = Massa de agua nas mangueiras, tubulag8o, menbrana =

bombas ( Kg 7.

CL = Concentracio de lactose inicial no leite integral
{ /1 ).
L = Concentracio de lactose dese iada no 1= leite

diafiltrado ( g/l 3.

£ = Concentragio e lactose deseiasda o P leite
diafiltradoe { g/l ).

. = Concentragio de lactose desejada 5 1w) 3 leite
diafiltrado ( g1 ).

. = Massa de lsite integral no tangue { kg ).

L. = Massa do 1< leite diafilirado { Kg J.
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Mx = Massa de sdgua a ser adicionada para
£ Kg ).
NTim Massa de leite e agua adicionada

diafiltrado {Kg).

Mz = Massa de sgua a ser adicionada para
{ Kg ).
ﬁTZ: Massa de leite ¢ Agua adicionada

diaftfiltrado { Kg ).

ﬂa = Massa de Aguae a ser adicionada para
{ Kg }.
ﬁrsz Massa de leite 2 agua adicionada

diafiltrado ( Kg ).

P1 = Massa do 1- permeado a retirar ( kg
Pz = Massa do Z2— permeado a retirar  { kg
P = Massa do 3~ permeado a retirar ( Kg

I1i.4.2. Rﬁéepqao do Leite

O leite cru ol recebido na planta piloto

lLeite e Derivados da Faculdade de Engenharia

L = Massa do 2% leite diafiltrado { Kg ).

1ﬁ'

22

32

i

de

igite foi filtrado com Filiro para leite orua,

para

para

para

12

al

w2

diafiltragio

leite

diafiltragio

leite

diafiltragioa

leite

Laboratdérin de

HBlimentos.

MR

tzla

Q

cles

nylon, & smisturado com agitador de aco inox de placa perfurada.
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111.4.3. Pasteurizacao

0 leite recebido fol pasteurizado em tangue pasteurizador a
48°C por 1 minuto, e a seguir resfriado a 55fC.

Apss o leite ter sido resfriado a SO0 ‘C, dele foi retirada
uma guantidade (geralmgnte 5 litros), gque foi chamada de lLeite

integral Controle.
III.4.4. Diafiltracac do Leite

{1 leite foi pesado e colocado no tangue do sistema de
ultrafiltrac¥o, com presses de 1,70 Kgf/om e 0,658 Kgfiem®,
respectivamente de entrada é de salida, operando com tesperatura
de 55 C. fo leite adicionaram—se as massas de  agua  previamente
estabelecidas.

0 sistema, com dois tangues, Toi prisgiramente  ligado cos
jgua filtrads proveniente do segunda tangue, © com as mangueliras
de permaadm-e concentrado colocadas neste mesmo tangue . Apds 5
a 10 minutos de recirculagio desta ééua, as mangueiras  com  a
agua foram colocadas no  tangue de  alimentagio com o leite,
forhandp—s8 a0 nesmo tempﬁ a valvula de alimentacio do tangue
com Agua, & abrindo-se a valvula de slimentag®o do tangue com
ieite, circualando entZo, na unidade, leite com dgua filtrada em
circulacfo fechada., A massa de agua gue estava presente na
tubulagfo, nas bmmbas,.ﬁu cartucho da membrana 2 nas  mangueiras
foi previamente determinada.

Apds B a 10 minutos de recirculagdo de Adgua e de lsite, Tol
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iniciada a retirada de permeado da mangueira de perseado, cuja
massa fol previamente calcoulada para a redugdo do teor de
lactose no leite. Essa massa retirada estid baseada na massa  de
agua adicionada, conforme descrito oo item J11.4.1.,

Apds eata uperégﬁn, fri retirada uma massa  conhecida de
leite do tanque de alimentagdo.

Procedeu—ase da mesma forma para a pbitenglo do segundo leite
con teor reduzido de lactose, sendo feita nova adiglo de  Sgua
filtrada.

A recirculacio fol mantida por 5 a 10 minutos para completa
mistura de Agua e Igite. A seguir foi coletado um  volume de
permeado igual 2 massa de 4dgua que foi adicionada.

Da mesma forma procedeu~se para s obtencfo de um  terceiro
leite diafiltrado.

Estes trés leites obtidos {leite diafilirado 1, leite
diafiltrado 2 e laite‘diafiltradn Y e o leite controle foram
pasteurizados novamente a 68°C por 1 minuto, e resfriados em
banho de gelo a 5°¢ . acwndicinnadmg em baldes de 10 iitros, =
eotocados em  refrigerador a SOC, para posterior ensaio de

hidrdéliine.
I¥i,4.5,., Limpeza da Membranha

A limpeza da mesbrana de ultratiltracio fol realizada antes
& apss o processamento do leite, seguindD as seguintes etapass
~Lavages com agua filtrada a temperatura ambientesg

~Recirculacio de solugio de  hidedxido de seddio 1 4 a
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50°C por 30 minutoss

~Enxagiie com agua filtrada a tempesratura  ambiente, até
neutralizacio do pH; |

—Rerirculagiio de solugio de Acido fostdrico 0,5 % a 50°C
por 30 minutos;

—-Enxagile com dgua TFTiltrada A& temperatura ambiente, até
neutralizagcio do pH;

~Recirculagco de solucZo de hipoclorito de sddio 200 ppm, &
temperatura ambiente, por 30 minutos;

~Enxagiie com agua filtrada 2 temparatuwra ambientes;

~Recirculagio de solugido de hipoclorito de sddio 20 ppm A
temperatura ambientey

0 cartucho com a memhrana, guando estavae Tora de usp fTicou
em imersic em solucio de 20 ppm de hipoclorito de sddio.

Quando o fluxo de permsado se tornou mencor do que © 2 valor
inicial, fol wtilizsado detergente enzimiticos

ima solugio de 0,5 % de detergente enzimatico Toi
recirculada pela memiarana; a temperatura ambiente, por 30
minutns. Conforme o desempenho da membrana, realizou-sg outra
limpeza, de acordo com Ds itens acima, ou deixou-se &3 2 membrana
imgraa na solugio enzimatica por 24 horas, 2 apds este periodo,

repetiv-se a operacio de limpeza atée a obtencio da vazfo ideal.
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0 fluxograma dp processamento para

diafiltrados esta apresentado na FIGURA

PASTEURIZACRD 68°C/1

adigio de
Aea

adigio de
aguia

afdicEo de
agua

a producio de leites

Tf1.1.

RECEPCAD DO LEITE

N

-

RESFRIAMENTO A 55°C

—p

N

DIAFILTRACKD 1
B Y
e 4

4

-

DIAFILTRACARD 2
&
e

¥

™~

DIAFILTRACAD 3
e
4

m s s

.

ieite LControle

Pormeado
Leite Diafiltrado 1 (D1)

Permeado
iLeite Diafiltrado 2 {(D2)

Fermeado
l.eite Diafiltrado 3 (D3}

_ PASTEURIZACAD 68 °C/L min
DOS THES LEITES DIAFILTRADOS E DU LEITE CONTROLE

-

RESFRIAMENTO & 4 C E ESTODAGEM

FIGURA IXI.%.

FLUXOGRAMA DO

&+

HIDROLISE

PROCESSAMENTO  PARA QBTENCEO bDE

LETTES COM BAIXOS E DIFERENTES TEORES DE LACTOSE.
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I1I.5. PROCESSO DE HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITES COM DIFERENTES

TEORES DE LACTOSE

Foram realizados dois processamentos preliminares (PP1I e
PPZ2) e dois processamentos finais (PF1 = PF2), estes uUltimos
realizados em repetic8o, para a obtencio de leites Com
diferentes teores de lactose.

s processamentos preliminares serviram como base para  os
ajustes das concentractes ideais de lactase e dos tempos
nECesSSATrine para a hidrdélise da lactose presente nestas‘

diferentes ipites.

IFI.%.1. Amostiras para Hidrolise com Diferentes Teores de

Lactoze

{is tré%_ leites, obtidos por diafiltragio, =2 o leite
integral controle foram man%idmé em refrigerador pelo periodo de
wma noite. No dia seguinte, foram spparados em frascos
“arlgnmeyera“ de 500 ml (com 400 m]l de leite em cada frascol. Us
leites foram divididos em guatro séries. Para os processamentos
praliminares, foram preparados 4 frascos com leite integral, 4
frascos com 0 primeiro leite diafiltrado, 4 frascos com o
segundo leite diafiltrade, e 4 frascos com o 2 terceiro leite
ﬁiafiitradu. Ja para os procaessanentos finals, Toram preparados
8 frascos com leite integral, 8 frascos com o 2 primsiro ieite

diafiltrado, B8 frascos com o segundo leite diafiltrado, e 8
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frascos com o terceiro leite diafiltrado. Fstes leites foram

utilizados para as diversans temperaturas empregadas na

hidrélise.
ITT.5.2. Hidréiise da Lactose

Para & realizagdo da hidrédlise, foram utilizados dois
banhos-maria, com controladores de temperatura  ajustavels para
25°C, 30°C, 3I5°C e 40°C. Inicialmente  foram empregadas
concentragfes de enzima de 0,00 e 0,20 wi/litro de leite, para
os processamentos preliminares PPL e PPZ2, respectivamente.

Cada um tos processamentos finals (PF1L 2 PF2Z2) foi realizado
en repeticio, tendo sido empregadas duas concentracties de enzima
diferentes em cada repeticin, respectivamente 0,20 e $,12
ml/litro de leite.

& hidrdlise fol realizada em quatro etapas, cads stapa com
umnma emperatura de ES;C, EGGIC, 55°C e %Ooﬁ, respectivamente. Em
cada stapa, fToram colocadas guatro frasceoes Terlenseyers”  amn
banho-maria, e cada frasco com uma amostra de leite diferente.
Quande o leite atingiu a tespepraturs desejada, fToli  entio

colovada a enzima lactase nos frascos.
III.5.3. Tempo de Hidrolise

0 tempo de hHhidrélise foi medido oo o auxiliio de om
crendmetro, B as amostras foram ftomadas e intervalos de  tempo

diferentes em cada processamento »
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Processamento Preliminar PPl : Retiraram—-se amostras em 1,
2, 3 & & horas apds a adiclo da enzimaj

Processamento Preliminar PP2 : Retiraram-se amostras em 19
min, 30 min, 1 e 2 horas apds a adig3o da enzima§

Processasentos Finais PF1 e PF2 : Retiraram—se amostras em
O 4, 8, 12, 16 & 20 minutos apds a adicfo da enzima.

Guando cada tempo fol completado, uma amostra foli retirada
de cada frasco Yerlenmeyer” e coolocado =200 tubo de ensain

numeraso.
I111.5. 4. Inativacao da Enzima

O tubos de snsaio numerados, contendo o leite  lactose
hidrolisado, foram colocados em banho de sgua esoe ebulicio por um
periodo de 3 minutos, efetuando-se assim a Iinativago da snzima.
Os  tubos com as amustfaﬁ ~foram lacrados  com filmes de
polistilena, e congelados para posterior andlise do grau de

hidrélise.

ITI.5. PROCESSO DE HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITES COM PIFERENTES

TEORES DE SAIS MINERALS

ITI 6.1, Amostras para Hidrolise com Diferentes Teores de Sais

Minerals

Foram realizados dois processamentos (PS1 e PS2),  nas

mepsmas condicles, para a ohtencio de leites com diferentes
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tepores de sais minerais.

Os trés leites obtidos por diafiltracgfo (item 111.4.4), 2 o
ipite inteqral controle foram wmantidos em refrigerador pelo
periodo de uma neite. No dia seguinte, a cada um dos leites.
diaftiltrados foi adicionada uma guantidade calculada de lactose
P.A., para reconstituir o teor inicial de lactose do leite. fAipoes
a adicZo da lactose P.A. aops leites, em béquers de 2 1litros,
potes ficaram om agitac¥o por uma hora com agitador magnético,
para uma completa homogeneizagio. Apds este periadd de tempd oS
leites foram separados em quatro séries: 4 frascos "erlenmeyers”
conm ieite integral, 4 frascos com o primgiro leite diafiltrado
reconstituido, 4 frascos com 0 segundo leite diafiltrado
reconstitul do, e 4 frascos com © terceiro leite diafiltrado
reconstifuido. Cada frasco continha 400 ml dos respectivos

ieites.
T11.B.2. Hidrolise da Lactose

& hidrdlise fol reslizada de acordo com a metodologia
I11.5.2, com eroecio da concentracio de enzima, qgue foi de
G 12 mi/litro de leite para os dois processamentos desta stapa

(P51 e PS2).
II1.6.3. Tempo de Hidrolise

0 tempo de hidrdlise Toi medido com o suxilio de um

cronpmetro, e as amostras foras tomadas em 0, 4, B, 12, 16 e 20
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minutos apds a adigZo da enzima. Guando cada tempo foi

completadn, uma amostra fol retirada de cada frasco e colocada

em tubo de ensaio numerado.
I11.6.4. Inativacao da Enzima

Js tubos de ensaio numerados, contendo leite lactose
hidrolisado, foram colocados em banho de dgua es ebulicio por um
periodo de 3 minutos, para efetuar a inativagdo da enzima. Os
tubos com as amostras foram lacrados com filmes de polietileno e

congelados para posterior andlise do grau de hidrdlise.

III.7. PROCESSO DE HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITES SUBMETIDOS A

DIFERENTES TEMPERATURAS DE PASTEUEIZACRQ

¥I11.7.3i. Amostrazs para Hidrolise em Leites Submetidos a

Diferentes Temperaturas de Pa&teurizagéo

Foram realizados dois processamentos {(PT1L & PT2), nas
mesnas condicBes, para a obtengfo de leites submelidos a
diferentes temperaturas de pagteurizagﬁm»

)} leite fol separado em guatro fraglBes nasra ter distintos
tratamentos térmicos de pasteurizagio.

{la tratamontos térmicos de pastewrizacio empregados foram
aé“c, 76°C, 84°C, e 92°C, por 5 minutos.

Estes Ileites, submetidos a diferentes {temperaturas de

pasteurizagcio, fToram, em seguida, resfriasdos em banho de gelo .a
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4°C & estocados emn refrigerador, para posterior hidrdlise.
11i.7.2. Preparc das Amostras para Hidrolise

s guatro 1gites gue tiveram distintos tratamentos térmicos
foram mantidos em refrigerador pelo periodo de uma noite. No dia
seguinte, foram separados em quatro frascos "erlenmeyers”, em
quatro séries: 4 frascos com leits pasteurizado a 6Q°C, 4
frascos com o leite pasteurizado a 7&“C, 4 frascos com o l1lgite
pasteurizado a 8B40, 4 frascos com o leite pasteurizado a

92°¢. Cada frasco continha 400 ml dos respectivos leites.
111.7.3. Hidrolise da Lactose

A hidrslise foi realizada de acordo com & wmetodologia
111.5.2., com sxcecio da.aunﬁﬁntragﬁa de enzima, gue fol de
0,12 ml/litro de leite para os dois proceséamentoa desta eltapa
{(PTl @ PT2}.

0 tempo de hidrdlise foi medido com o auxilio de um
crémometro, 2 oas amostras foram tomadas em O, 4, B, 12, 14 e 20
minutos apds a adigio da enzima. Buardo cada  teapo foi
ﬁmmplatadm, uma amostra fol retirada de cada frasco = colocada
em tubo de ensain numeradao. A inativagBo da enzima fol realizada

de acordo com procedimento [11.5.4.
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ITI.8. ANALISES FISICO-QUIMICAS
IIT.8.1. Acidez Titulavel .

As medidas de acidez foram realizadas por titulaglio da
amostra, em presenga do indicador fenolftaleina, com solugdo de
MalH N/77 {(solugdo Dornic) de acordo com  Normas  Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (13.1.5.27). E o resultado expresso em D

(graus Dornic).
I¥1.8.2. Cinzas

fis cinzas foram determinadas pelo método de incineracZo em
mufla a 550°C, de acordo como descrito na sec¥o  16.035 da
ALOACL(1984) .

IT7.8.3. Extrata Seco

0 pxtrato seco fol determinado pelo método de secagem  £m

patufa a 105aC, como descrito na segiio 16.032 da A.0.A.C.{1984).
ITY.8.4., Gordura

A gordura fol determinada, segundoe sdiodo de Gerbere,

como descrito por ATHERTON & NEWLANDER (1981).
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III.8.8. Lactose

A& porcentagem de lactose presente no leite foi determinada
por método de Fehling, segundo procedimento descrito por

LANARAC 1981) .
111.8.6. Proteina

Para a determinagZo da proteina foi utilizado o método

Kieldalh, como descrito na seclo 16.036 da ADLA.C.{1984) .
II1.8.7. Determinacaoc do pH

As medidas de pH foram efotuadas £m potencidmetro,

devidamente calibrado antes das medidas.

I11.8.8. Teste Enzimatico Colorimetrica para Determinacao do

Teor de Lactose Hidrolisada

fis amnstras de leite hidrolisado, foram descongeladas  en
banho de Agua A temperatura ambiente. Estas amustras, nos tubos,
foram homogeneizadas através de agitag@es por invers¥o, e de
vada tubo foi retirada uma aliguota de leite {3 a 10 @1}. A
mesma fol adicionada igual guantidade de Acido wolframico ¥
preparado om cnncemtraqﬁﬁ‘duﬁla, para promover a precipitac®o da
fracio protéica do leite. (POMBO & CASAGRANDE, 1982). A seguir

fol feita a filtraglip desta solucfo em papel de filtro e Funil
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de vidro. 4 determinagfo do teor de lactose hidrolisada  Toi
realizada atraves da medida da concentraglo de Qliéﬂﬁe,. segundo
PAHLOYIST (1%9464). Do Tiltrado ohtido retirou-se uma aligquota de
10 w4l com micro seringa, gue fol sdicionada a 2 ml  do reagenta
Hlicose Ene-Color. Da cor formada na eeacio foi  lida a
absorbincia em espectrofotdmetro, em comprimentn de onda na
faixa de 310 nm, conforme descritp na bula do reagente. Para
leituras espectrofotdmetricas maiores gqgue O,4 unidades e
absorbancia {UA), diluiu-se uma aliguota do filtrado 8
repetiu-se a analisg, atd se obter leitura menor gue 0,48 (UAY,
Easte método colorimétrico da determinacfo da concentragfo de
glicose com Reagente 8Blicose Enz-Color, da BIDBIQGN&STICQ,
permite ler no espectrofobtdmetro a intensidade de cor formada na
reacia, gque corresponde ao teor de glicose no leite, liberada na
hidralise. A leitura fol comparada com a de una solugio  padr3o
de glicose (0,1%), & oz ciliculos da concentracio e porcentagens

e lactose hidrolisada foram realizados comp segues

ABS{AMOSTRA) x 342
Concentracio de lactose =

hidrolisada (/i) ABS (FADRAD) » 180

ARG{AMOLGTRAY » 342 x 100

Lactose Hidrolisada =
{ 4 1} ABS{PADRAD) X i1BO x LACTORBE INICIAL{gsl)
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II1.8.9. Determinaggo da Atividade Enzimética da Lacltase

A atividade da lactase (MAXILACT) foi determinada com ONPG
{ortonitrofenil-g-D-galarctosidase), segundc procedimento
gescrito por MONTE ALEGRE (1987):

Dissolveu-se 0,18805g de ONPG em 500 ml de solugBoc tamp¥o
fostato de potassio (0,1 M, pH 4,6) que resultou numa solugdo
1,25 x 10 ° mu ONPG. Ouatro mililitros desta solugio de ONPG
foram misturados em tubo de ensaio com 1 wml de lactase diluida,
sendo a mistura incubada a 37°C, por S minutos, apds o gue
avrescentou-se 1 ml de solugdo 0,3 M de NaCGa ap  tubo, Para
interromper a reagdn. A cor resultante da liberacio de

aorto-nitrofenol foi guantificada em sspectrofotdmetro a 420 nm.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAD
IV.1. PARAMETROS DE HIDROLISE
i¥.1.1., Atividade da Enzima Lactase

A epnzima utilizada foi a lactase de Kluyveromyeoes lactis
{MAXI1L.ALTY, conforme descrito no iftem 111.1.2. A atividade desta
enzima, medida de acordo com metodologia II0.8.9., foi de 20.000

panal OMPGE/3 minutos.ml de enzima.
IV.1.2. Temperatura de incubacao

Existe uma zona de temperatura, s vezes estreita, para a
gual a atividade da enzima 2 mixima. Essa variasoSo da atividade
enzimatica, sn fungBo da temperatura, ¢ detersinada pela medida
tdas variag&éﬁ da velocidade inicial em fungio da temperatura do
meio, sm condicfes bem detsrminadas {.cententragﬁo de substrato
2 de enzima, pH, forga i1dnica ), (RICHARD, 1985). Assim  sendo,
tostaram-s2 guatro temperéturaﬁ diferentes para a realizagio da
hidrolise @ 25 0, KOQC, 35°C e 40°C, voms descrito no  item

I171.5.2.

&1



I¥,.1.3. Temperatura de Inativagéo

A inativagZo foi realizade com Aguae em ebulicfo, por 3
minutos, como descrito no item I11.5.4. Esta temperatura ests de
arorde com 0% 2 experimentos de GUY & BINGHAM (1978}, como
demonstrado na FIGURA 11.3 do item YTIL4.3, que mostra qgue o
aguecinento a 70°C, poar 1 minuto, f& inabtiva a EeNnzima.

Verificou~se nDs experimentos gque a inativa¢io - fui
adeguada, analisando-se as amosiras no meseo dia e no dia
seguinte apds a inativacgBo, e constatando-se gue as mesmas n3o

apresentaram diferengas no teor de glicose presente.

IV.2. PROCESSO DE HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITES COM DIFERENTES

TEORES DE LACTOSE
IY.2,1. Praocessamentos Prelisdnares

Foram realiéadnﬁ duié ‘pFDCEQEQmEﬂtUQ preliminares PF1 e
FPRZ, para obtenc3o de leites com baixos teores d2 lactaose,
conforme descrito na metologia 111.3, A TABELAS IV.1 e IV.2Z,
gque seguem, mostram os resultados das analises fisico-quinmicas
dos leites diafiltrados (D1, RZ2 e D3} & do leite integral,
obtidos nestes processamentos preliminares.

No experimento preliminar PP utilizou-se as concentrasfes
dé enzima 8 0s tempos Necessarios para & hidrdlise maxima da
lactose. Mo processamento preliminar PPE, utilizou-se tenpos de

hnidrélise e concentracSes de enzima mais baixos. fissim sendo, a
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combinagio concentracio de enzima/tempo de hidrdlise para os

processamentos preliminares
FPPR1L — 0,50 miflitro de

PHZ ~ 0,25 ml/iitro de

foram:

Como pode ser verificado nas TABELAL V.1l 2 IV.2,

de gordura,

‘diminuiram

diafiltracio.

retencio, pela membrana,

GLOVER (1978},

proteina,

acordo

sals

conwideravelmente

Com

da

0o

minerais,

extrato

decorrer d

a literatura,

gordura

da

S8 B

a operagio

deve

proteina.

o processo de ultratfiltracio permite a

de sgua, lactose e sais minerais através da membrana.

POTTER (1986),

de proteina varia de 4 4L a 100 4. s teores d

proteina diminuiram,

provavelmente,

devido a

Ut

e gordura 2

haver

diluigXo

leite em 8 horas de hidrolises
ipite em 2 horas de hidrdlise.

o teores

lactose

de
Cuma
Segundo

PRSSaQem

GREENE &

citam gue a retencio de gordura © de 100 4, e a

de

dos

ieites, causada por sxoeesso de agua nos leltes diafiltrados.

TABELA IV.1. CDﬁP&SICEO CENTESIHMAL DE LEITES PASTREURIZADOS E

DIAFTLTRADOS  OBTIDDS  NO  PROCESSAMENTO PRELIMI MAR PP1
. . GorduralLactosa [ExvtratolProtet - jOLnzas
Lette = H Ancvdes ) Seao na
[ { %3 { %} [ 0] {54}

20N~

rroLE | &,38 14 3,4 4,88 | 11,34 2,50 | 0,681
LE;:E &H,52 10 3,1 3,52 9, 54 2,35 | 0,503
LE;EE &,58 = 2,9 2,99 5,52 2,37 | 0,880
LE;:E 6,68 7 2,7 2,14 7,728 2,00 | 0,451
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TABELA IV.Z2.

COHPOSIQEG-CEQTESIMAL DE  LEITES PASTEURIZADOS E

DIAFILTRADOS GRTIDOS HO PROCESSAMENTO PRELIMINAR PP2
. . Gordurajlacleoss |{Extrato Protei~ {GLnzas
Yol boe =321 Acides= . Seeo na
L. 3] [ A {5} L] i%)

CON-

TROLE| Hy70 15,5 3,5 4,98 11,90 2,64 0,670
LE;':E &,75 10,0 3,0 3,32 9,47 2,53 | 0,552
’“‘E;:E b,76 8,5 2,6 2,47 7,79 2,22 | 0,463
LE;;": &, 82 8,0 2.4 2,16 7,11 2,10 | 0,450

s leites correspondentes ao processamento  preliminar PP1
foram hidrolisados com lactase, segundo o item 1II.3.2., e os
resul tados obtidos para as hidrdlises realizadas a 25°C, 30°C,
35°C @ 40°C estdo apresentados, respectivamente, nas FIGURAS
IVel, V.2, IV.3 & V.4,

IV.S e

Conforme pode sgr observado nas FIBURAS V.1, Iv.2Z2,

IV.4, nas concentragctes de 21,4Q g/t e 29,29 g/, a reacio de

hidrélise foi completada ac redor do tempo de

processamanto PPL, o tempo total de hidrdlise foi
Este tempo fol considerado grande,
=80 altos,

concentrac@es iniciais de lactose de 48,80 g/1 = 35,29 g/1,

120

de

atingindg de BO ¥ a mais de %0 4L de hidrdlise.

minutos.

i Fe

4 horas.

porgue o5 teogres de hidredlise

Com as

2

guatro horas, a 25°C, obtiveram—se, respectivamente, 88,41 %1 g

90,10 4 de lactose hidrolisada. fs hidrdlises realizadas nos

Ieites

gsgotamento de substrato efou pela formacdo de

atua vomo inibidaor

ohtidos

no

da

lactase.

provessapento PRL

A inibicio da

&HG

Ceussaram

galactoss,

pelo

lactase

proprio
gue

pela



galactose fol tambénm descrita por WOYCHIK & WONDOLOWGKI  {1973),
DAFLOGVIST et alii (1277) e PRENODSIL, STKER & BOURNE (1987) .
Na TABELA IV.3. podemos obhservar as porcentagens de lactose

hidrolisada no processamento PPL, em 120 minubtos de reagclac.

TABELA IV.3. LACTOSE HIDROLISADA € X > PARA O

PROCESSAMENTO PRELIMINAR PP1 EM 120 MINUTOS DE

HIDROLISE
C{gsz 25°C t0°c | 35°c | 4ot
48,80 g2 89 a1 78
35,20 78 78 B85 74
29,90 856 87 79 &7
21,40 70 79 87 72

TH : TEMPERATURA DE HIDROLISE
¢ (grld @ CONCENTRACAO INICIAL DE LACTOSE NO LEITE

CONCENTRACAO DE LACTASE: 0,5 misd
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FIGURA IV.1. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES €OM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO PRELIMINAR PP1, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 25°C, COM COMCENTRACAG DE LACTASE DE
0,80 mlr/litro de leite. CONCENTRACOES INICIAYS DE LACTOSE :

B Cw 48,80 g-l; © C= 35,80 gol; A C= 29,80 gsl; A C= 21,40 gol.
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B C- 48,83 g/t & T 35,20 g/t
& C- 29,98 g4 A C= 21.48 g/t
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FIGURA IV.2. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDDS NG PROCESSAMENTO PRELIMINAR PP1, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 30°C, COM COMCENTRACAOQ DE LACTASE DE
0,50 mlslitro de leite. CONCENTRACOES INICIAYS DE LACTOSE :

m C= 48,80 grsl; o C= 35,20 gsi; O C= 29,90 grl; & C= 21,40 gl
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FIGURA IV.3. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES (OM DIFERENTES

TEORES DE LACTOSE OBTIDOS HO PROCESSAMENTO PRELIMINAR PPL, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBAQEG DE 38°¢, COM CQHCENTRAQEQ D LACTASE DE
0,50 mlAlitre de leite, CQNCENTRAQ@KS INICIATS DE LACTOSE @

@ C= 48,80 gsol; #» C= 39,20 gs1; B C= 29,90 g-1; & = 21,40 g-l.
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FIGURA IV.4. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES

TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO PRELIMINAR PR, A UMA

TEMPERATURA DE INCUBACAC DE 40°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE

G,50 mirslitro de leite, CQ&CENTRAQ&ES ITMICIALS DE LACTOSE

kY
H

® C= 48,80 gs/l; @ Cs 35,20 gl A C= 29,00 g-1; & C= 21,40 g-1,
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s lgites pblidos no processamento preliminar PP2 foram
hidrolisados segundo o item 111.5.2, & os dados obtidos estio
apresentados nas FIGURAS fV,S, IV.bh, IV.7 & IV.B. o exame das
meshas observa—se melhor o comportamente da reacfo de hidrdlise

em sua Tase inicial da reacdo.
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FIGURA IVY.S. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESQAKENTG PRELIMINAR PP2, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBAQKG DE 25°¢, CGﬁ'GONCENTRAQKQ DE LACTASE DE
0,289 mirslitro de leite. CQNCENTRAQ&ES INECIAYTS DE LACTOSE 3

# C= 49,80 g/l @ Cs 33,20 gl B C= 24,70 goi; A C= 21,60 g-l.
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FIGURA IV.6. HIDROLISE Da LACTOSE DE LEITES ¢OM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS MO PROCESSAMENTO PRELIMINAR PP2, A UMA
TEMPERATURA DE INﬂUBAgRO DE 30°C, COM CQNCENTRA@KQ DE LACTASE DE
0,25 mlrslitro de leite. CGNCENTRAgﬁES ITHICTAIS DE LACTOSE :.

m Cm 49,80 gol; @ C= 33,20 gl & Ce 24,70 grfly & C= 21,680 g1,
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FIGURA IV.7. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEQRES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO PRELTMINAR PP2, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAG DE 35°C, COM CONCENTRACAC DE LACTASE DE
0,25 mlr/litro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE z

m Cm 40,80 grl; @ C= 33,80 g/l B C= 24,70 g-l; & C= 21,80 g-t,
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FIGURA IV.8. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS MO PROCESSAMENTO PRELIMINAR PP2, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAG DE 40°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE
0,28 m/litro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE 3

w Cm 40,80 gsl; ® C= 33,20 gl O C= 24,70 go/i; & C= 21,80 gl
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IV.2.2. Frocessamentos Finais

Foram realizados dois processamentos finais PFl e PFZ2  para
obtencEo de leites com baixos teores de lactose, conforme
descrito na metodologia 111.5. As TABELAG IV.4 e IV.3, qgue
seguem, mostram a composicio fisico-guimica dos leites controles
e dos leites diafiltrados (Di, D2, e D3} destes dois
processamentos. Para cada um deles foram utilizadas duas
combinac®es de concentragfico de enzima/tespo de hidrdlise,
conforme segue’

PEFL - 0,20 ml/litro de legite & 0,12 ml/litro de leite om 20
minutos.

PF2 —~ 0,20 mi/flitro de leite e 0,12 ml/litro de leite em 20

minutos.

TABELA IV. 4. CDHPQSICRO CENTESIHMAL DE LEITES PASTEURIZADOS E

DIAFILTRADODS OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PF1

. . fiordurallaciogss |Extrate |Proter~Idinzas
Lelte pH Acidez Fge Fran
[ 3 L I 38y {52 %>
CIOM -

rroLE| &,56 14 4,0 5,05 | 12,35 2,67 | 0,674
‘“E;:E 6,65 172 3,8 3,93 | 10,64 2,33 | 0,553
“E;:E 6,71 11 3,8 3,49 | 10,14 2,31 | 0,538
“E;:E £,78 10 3,8 3,00 | 9,70 2,49 | ©,387
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TABELA IV.5.

COMPQSICEO CENTESIMAL DE LEITES PASTEURIZADOS E

DIAFTLTRADOS OBTIDOS NG PROCESSAMENTO FINAL PFa
) , Gordura |Loctoae [ExiratolProtei~-{dinzas
Lette PH Acidexz Heco na
{87 [ € WD {85 { %2

CON-

TroLE! 4,78 14 3,8 H,.,9D 12,47 .08 C,714
"‘E;’:E &,79 12 3,7 3,61 | 10,47 2,89 | 0,582
LE;:E 5,82 11 3,8 3,13 | 10,22 2,86 | 0,470
“‘:;:E 6,86 10 2,8 2,60 9,67 2,85 | 0,448

s valores obtidos com relacZo 3 composico nos  dois

processamentos finais ndo sZo idénticos, mas o comportamento das

variacSes & similar. Essas diferengas podem ser atribuldas ao

fato de serem leites difersntes, processados em dias diferesntes.

Hiravés dos dados apresentados nas  TABELAS Iv.4 e  IVLDE

verifica—-se, tanto para os leites do PFL compo pare os leites do

PFZ2, gue as porcentagens de lactose, do teor de cinzas e de

extrato seco diminuem com 0 aumanto do ndamero de diafiliragdes

efetuadas, permitindo-—nos dizer gue os trés leites obtidos no

processo 530 distintos em suas caracteristicas fisico—guimicas.

A diafiltracio do leite, vizsando a diminuigio do  conteddo
de lactoss, aumenta o pH & diminui a acidez titulavel dos
leites, conforme observa-se nas tabelas IV.4 e IV.5.

Fautes dados também concordam com RIBEIRD  (1989), gue
abteve, am seus experiméntaa de diafiltragBo, a diminuigio do
.Cwﬁtaﬁdﬁ de lactose, cinzas e extrato seco, e a manutengio do

conteddo de proteinas ¢ de gordura om concentrages semglbantes
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as dos leites controles.

Os resultados da hidrdlise da lactosse (mefadulugia
111.8.8), para o processamento PFl, variaram de acordo com o
tenr de lactose. fOs FIGURAS Iv.9, Iv.10, IV.11i, = IV.12 mostram
a wvolugico de lactose hidrolisada versus tempo para cada
concentraz®o de lactose, com uma concentragfo de lactase igual a
0,20 ml/1. As FIGURAS IV.13, IV.14, IV.15 @ IV.14 mostram essa

evolugfo com uma concentragdo de lactase de 0,12 ml/l.
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FIGURA IV.9. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TECRES DE LACTOSE OBTIDOS MO  PROCESSAMENTO FINAL PF1, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAC DE 25°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE
0,20 mleolitro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE 2

B C= 50,50 grl; & C= 39,30 gsl; O C= 34,80 g<1l; & C= 30,00 g/,
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FIGURA IV.10. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES

TEORES DE LACTOSE OBTIDODS HO  PROCESSAMENTO FIMNAL PRI,

A UMA

TEMPERATURA DE INCUBA?XG DE 30°C, COM ﬂ&%ﬁENTR&QZﬁ DE LACTASE DE

0,20 milrlitro de leite.

B Cm 50,50 g~ol; 2 C= 39,30 g-ly 4 C= 34,90 g-i; A = 30,00 g~-l.
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FIGURA IV.11. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE ORTIDOS NO  PROCESSAMENTGO FINAL PFi, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBAQRO DE 38°¢C, COM CﬁNCENTRﬁCKO DE LACTASE DE
0,20 mlslitro de leite. |

8 C= 50,50 gs1; ® C= 39,30 gsl; A C= 34,90 gsl; & C= 30,00 g-l.
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FIGURA IV.12. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NGO PROCESSAMENTO FINAL PF1, A UMA

TEMPERATURA DE INCUBAQKO DE 40°C, COM CﬁNCENTRAQ&Q DE LACTASE DE

0, 20 miAlitro de leite.
a C= 50,50 gri; @ C= 39,30 g-l; A C= 34,00 g-1; 4 C= 30,00 g-l.
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B ¢ 50,98 g/t § C= 19,28 g1
& €z 34,98 g/ & C- 38.88 g/t
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FIGURA IV.13. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES ¢OM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROUESSAMENTO FIMAL PF1, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBAQRO DE 25°C, COM C&NCENTRAggﬁ DE LACTASE DE
0,12 mlslitro de leite. CQNGENTRA?@ES INICIAYS DE LACTOSE =

m C= 50,50 grl; @ C= 39,30 grl; & C= 34,90 gsl; & C= 30,00 grl.
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§ C- 58,58 g1 § €= 39,39 ¢4
A €= 35,98 a/t A C- 3888 g/l
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FIGURA IV.14. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FIMAL PFi, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 30°C, COM CONCENTRAGAO DE LACTASE DE
0,12 mi/litro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE

m C= 50,50 gsl; @ C= 30,30 grol; & C= 34,90 g-s1; & C= 30,00 g-l.

82



i8

g C= 58,58 g/ & C= 33.39 941
9 & €= 34,98 unt A ¢- 33.88 9
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FIGURA IV.15. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMEMTO FIMAL PFi, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAO D%. 35°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE
0,12 mlslitro de leite. a:owcgmmgézs INICIAIS DE LACTOSE 3

8 C= 50,50 gri; ® C= 309,30 g-l; 4 C= 34,80 g-l; & C» 30,00 g-l.
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FIGURA IV.16. HIDROLISE DA LACTOSE DE
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PFi,

TEMPERATURA DE I%CUBA?RQ DE 40°C, COM CQNCEHTRAgEQ DE LACTASE DE

18 15 28

TEHRPF O { nin )

0,12 mislitro de leite. CONCENTRACDES IMICIAIS DE LACTOSE :

B Cm 50,80 gsl; & C= 39,30 gs/l; & C= 34,90 g-l; & C= 30,00 grsl.
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Os maierés graus de higrélise fmram. ohtidos nas
temperaturas mais altas de incubacZo, comp 3I5C e 40°C. Nos
exparisentos de hidrdélise realizados por GUY & BINGHAM (1978), a
melhor temperatura de incubacfo foi também de 35 C.

Como pode ser observado nos dados das figuras do
processamento PFl, a hidrélise da lactose ocorreu de forma mais
propunciada em leites com teores de lactose reduzidos. Nesse
mesns processamento, leite com concentracio de lactose de 30 g/l
teve 15,76 L de lactose hidrolisada, snguanto gque leite com
concentracio de lactose de 50,050 g/l teve 13,66 4 de lactose
hidrolisada, ambos a uma temperatura de incubac¥Ze de 35 C, em 20
minuins de rea¢fo, e com concentragio de lactase de 0,20 ml/i.

Em geral, pode-se observar o mesmo  conportamento para  as
putras temperaturas de incubagio, bem como a uma concentragio de
lactase de 0,127 ml/l. Easse comportamento se repetiu nos dados
obtidos do processamento PFZ (ANEXD 11).

Pe acordo com RHICHARD ({1985}, o5 estudos de cingtica
enzimitica correspondem A pafte lingar da curva, 0 gue Iimplica
agm trabalbhar com velocidades iniciais de reaglo, ou seja, a
baixas concentrac@es de enzima.

As redugdes de concentracio de enzima e de tempo de
hidrélise foram realizades nos processamentos PR e PFZ2 para
consgguirmns menores indices de hidrdlise e, ccnsequeﬁtemente,
conseguirmos obter dados do inicio da reacBo.

Podemos observar nuﬁ’prnteﬁaamentng PFL & PFZ gues, com
concentraclo de lacitose hidrolisada {gramas de lartose

hidrolisadaslitro de leite) versus tempo (min), as retas ficam
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bem definidas, mostrando as diferengas de hidrdlise entre as
diversas concentragBes do substrato. De todos estes graficos
foram calculados, por regressio linear, o5 ceeficientes
angulares de cada reta, que correspondem & velocidade inicial
{Vi) da reacio de hidrdlise da lactose. Us cialculos de regressio
linear foram realizados considerando-se todo o tempo de
hidrolise, ou seja, 20 minutos de reaglio. A partir dos valores
da velocidade inicial de reacio, temos condigBes de plotarmos o
grafico 1L/Vi versus 1/5, e assim obtermos, para cada condicSo,
as curvas de Lineweaver-Burk.

Um exemplo deste grafico de Linewsaver-Burk pode ser visto
na FIGURA IV.17, para o processamento final PF1 a 30“3, com
roncentracio de enzima de 0,20 ml/1.

s diferentes velocidades iniciais da reacio (Vi)
encontradas para cada concentragfo do substratoc e para  cada
temperatura, no expefimenta Prl, podem S8 verificadas nas
TABELAS IV.6 » IV.7, onde se ochserva um aumento da velocidade
inicial de reagio, com © auﬁentm da tenperatura de incubagio @
da cpncentragﬁu de substraton. Este comportamento foi wverificado
nas duas diferentes concentragBes de enzima utilizadas @ 0,12 e
0,20 miflitro de lgite. Dos graficos de Linewsaver—purk foram
calculados os coeficientes angulares, @ a intersecgdo com o elixo
Y, para cada reta. Destes coeficientes angulares, e e cada
ponto de intersecelio no eixo Y, foram obtidas as constantes de
Michaelis-Menten (Km) e as Velocidades Maximas de reagZo {(Vm),
para as condic®es mencionadas. Estes valores de Km & Vm, para o

processamento finais PFl, podem ser vistos nas TABELAS V. e
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TABELA IV.6 VELOCIDADES TINICIAIS BDE REA@EO

Cgsi.mind EM  FUNCAD DA  TEMPERATURA  DE
INCUBACAO E DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO PARA

O PROCESSAMENTC PFi. CONCENTR&QKG DE ENZIMA:

0,20 mirl.
T 25°¢C 30°0C 35°0 50°C
Cig/l)
50,50 o, 159 0,233 0,296 0,309
39,350 | 0,152 0,21 0,233 0,285
34,90 0,139 0,194 0,251 0,252
30,00 G,132 0,184 0,209 0,224

TABELA IV.7 VELOCIDADES INICIALIS DE REA@ﬁo

(grl.mind EM  FUNCAO DA TEMPERATURA  DE
INCUBACAG E DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO. PARA

O PROCESSAMENTCG PFi. CONCENTRAgXO DE ENZIMA:

0,12 mirl.
T 25°C 30°C 35°C a0°c
£{g/1}
50,50 | 0,0504 | 0,0825 0,176 0,197
39,30 | 0,0578 | 0,0974 0,136 0,166
54,90 | ©,0598 | ©,0804 0,138 0,145
30,00 | 0,0509 | ©,0614 0,170 0,156
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TABELA IV.8. YALORES de Km E Vm PARA
HIDROLISE DE LACTOSE EM LEITE OBTIDO
NO PROCESSAMENTO PF1. CQNCENTRAC&O DE

ENZIMA = 0,20 mlr1

T (°CH Ve {g/l.min) Km (mM)}
25 0,24 71,50
30 0,40 214,00
35 0,560 162,00
40 0,79 218,00

TABELA TV.9. VALORES de Km E VYm PARA
HIDROLISE DE LACTOSE EM LEITE OBTIDO
NGO PROCESSAMENTO PF1. CONCENTRACAD DE

ENZIMA = 0,12 ml~sl

T (°C 3] ¥m (g/l.min) Km {mM)
25 0,07 41,70
30 0,24 229,00
35 0,54 315,00
40 0,32 101,00

NMestes experisentos foram encontradeos valores altos de  Km,
56 comparades com 05 valores encontrados por MONTE  ALEGRE

11988), com Km da ordem de 50,32 oM, & com o valor encontrado
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por  WEETALL et alii (1974}, de 112 mht. Porém, esteys
pesquisadoares nEo estudaram o Km da hidrdlise da lactose em
leite, mas em meia de lacfose EHAT S .

RFuanto maior o Km menor a afinidade pelo seio em gue ele se
encontra, confirmanda, assim, o fato do leite possuir indmeras
substincias gue podem agir comp inibidores de lactase.

,

Os resultados da hidrélise da lactose para o processamento
PF2, com concentracBes de enzima de 0,20 ml/l e de 0,12 wml/1,
éstﬁn apresentados no ANEXO (1. Estes resultadoz confirmam, de

wma maneira geral, os dados obtidos para o processamento PRL

nestas measmas concentracles.
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FIGURA IV.17. OGRAFICO DE LINEWEAVER-BURK, PARA O FPROCESSAMENTO

FINAL PF1, A 30°C, COM C(}NCIENTRA{;';;{} DE LACTASE=),20 mi~l.
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IV‘ 3.

Foram realizados dois

PROCESSO DE HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITES

obtencio de

(cinzas),

leites

COMm

diferentes

processanen tos

teores

{FS1

de

DIFERENTES TEORES DE SAIS MINERALS

COM
g PL2), para
gsais minerais

conforme descrito na metodologia I11.6.

As TAHELAS IV.10 e IV.11 mostram o

figico-guimicas

diafiltrados

lactose,

TABELA IV.1(. CﬁMPOSIQ;O CENTESIMAL DE LEITES PASTEURIZAROS E

foram

para

oeotes

reconpostos

derie

a4

SEeUS

restiltado das

processamentos.

conforme as TADELAS IV.12 e IV.13.

teores

s

anal ises
ieites

iniciais

DI AFILTRADOS OBTIDOS NG PROCESSAMENTO Pt
. ) Gordure | Lactose [Extrato [Protel~|Cinzas
Lette pH Acidex Heco o
[ ] {94} { M) {% 3} {9}
fad e ) o 20l
TROLE] 6,70 164 3,4 5,01 | 11,83 2,90 | ©,717
“E;:E 5,63 12 3,72 3,59 %, 90 2,76 | 0,549
LEé;E &,58 12 3,2 3,11 9,53 2,78 | 0,523
“’:;ZE b, &7 10 3,2 2,76 G,17 2,70 | 0,517
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TABELA I¥.11 COMPOSIQRQ CENTESIMAL, DE LEITES PASTEURIZADOS E

DIAFILTRADOS OBTIDOS HO FROCESSAMENTO PE2
. . dordurailLaciose |[Extrato(Frotei~]Ginzas
L.elte pH Acidexz BEeo o e
(%) 0% 3 {%) 33 ¢

COMN-

TROLE [ 56,83 13 .6 4,98 11,85 2,90 0,700
LE;:E 6,83 10 3,4 3,46 16,04 2,69 0,539
“'E;:E‘ 6,82 10 3,4 2.94 | 9,65 2,66 | 0,488
’“E;;‘E &,82 9 3,3 2,40 9,22 2,61 | 0,484

As composicdes dos leites controles & dos Ieites

diafiltrados (Di, DZ e D3) apresentadas nas TABELAS 1IV.10 e
V.11, mostram a diminuigiic do conteddo de lactpse, de cinzas
{sais minerais) e de extraio secon. FPodemos chservar tambdm a
pouta variagfZo do contetdo de proteinas e gordura, devida ao
processn de diafiltrago. E%tea dados tamb2e estFo de acordo com
os experimentos de RIBEIRD (1989), como citado no item IV.S.

fs TABELAS IV.172 & IV.13 mostram o fteor de lactose dos
leites diafiltrados antes & apdéds a recomposicfo do  teor de

lactone.
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TABELA IV.12 TEORES DE LACTOSE NOS LEITES
DIAFILTRADOS ANTES E APOS RECOMPOSICAO PARA ©

PROCESSAMENTD P31

Tipc de Teor de Lactose Teor de Laciose
leite antes da recomp.| apos a recomp.
ConTROLE 5,01 _
LE;IE 3,59 5,12
LEITE 3.1 5,28
LE;QE 2,786 | 5,21

TABELA IV.13 TEORES DE LACTOSE HNOS LEITES
DIAFILTRADOS ANTES E APOS RECOHPOSI@ZQ PARA ©

PROCESSAMENTO PS2

Tipo de Teor de lLactose Teor de Lactose
leite antes da recomp.| apds a recomp.
LEITE

CONTROLE 4,98 -

_LEéIE 3, 46 5,02
LE;;E 2,94 _ 5,19
LE;;E 2,68 4,98

As TARBELAR IV.12 e 19.13 mostram gue a recomposiclo  da
concentracin da lactose no leite ans teopres iniciais alcangou
valores desejados em torno de D Z de lactose.

Os resuliados da hidredlise da lactose pars lsites com
diferentes teores de sais minerais (cinzas) podem ser ohservados

nas FIGURAS IV.18, V.19, IV.20 e IV.Z21.
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g C= 8,717 % ¢ C= 8,549 %

A cz@,528 4 ' ic-as72 /

b

<

LACTOSE HIDROL TS5aDe

I g PR 3

TEHPG{ nin )

FIGURA IV.18. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE SAIS MINERAIS OBTIDOS NO PROCESSAMENTO P51, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAD DE 23°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE
0,12 mislitro de leite. CQNCENTRAQ@ES TNICIALS DE LACTOSE 3

® C= 50,10 gol; ® C= 51,20 gs/l; & C= 52,80 grl; & C= 52,10 g-l.
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g C= 8,717 % g a5

’ A o= 8,524 2 & C= 9,517 %
'3
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N
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FIGURA IV,10, HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE SAIS MINERAIS OBTIDOS NO PROCESSAMENTO PS1, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 20°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE
0,12 wlr litro de leite. CONCENTRACOES INICTALS DE LACTOSE 3

B C= 50,10 gl & C= 51,20 grsl; A C= 82,80 g/l; A C= 52,10 g1,

95



B = 8,717 4 & C= 8,543 4
& Gz 8,528 2 A Ca517 %

>

A

b
\\

L4

LAaCTREE HILBROL XSO

& }% 24

TEHPD (nin )

FIGURA IV.20. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEQRES DE SAIS MINERAIE OBTIDOS NO PROCESSAHENTO P51, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBAQRO DE 38°¢, COM CGNCEHTRAQKG ENZIMATICA_EE
0,12 mi litro de leite. CONCEHTRAQ@ES INICIALS DE LACTOSE 3

® C= 50,10 grl; & C= 51,20 grl; A C= 52,80 gl & C= 52,10 grl.
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B (- 8.717 % § C= 8,549 %
5 A ¢=0524% A C-8.817 %

>

<

EATCTOSE  HIDROL SO

{8 35 24
TERP O Cnin }

FIGURA IV.2i. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES .
TEORES DE SAIS MINERAIS OBTIDOS NO PROCESSAMENTC PS1, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAC DE 40°C, COM CONCENTRACAD DE LACTASE DE
0,12 mis/litro de leite.CONCENTRACCES IMICIALIS DE LACTOSE :

® Cm 50,10 grl; & C= 51,20 grsl; O C= 52,80 gsl; & C= 652,10 g-l.
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Os resultados da hidréalise da lactose para o processamsnto
P82, com concentracio de lactase de 0,12 mi/l1 estfo apresentados
nas FIGHRAS V.22, I1V.23, IV.Z44 e V.25, Estes resultados
confirmam, de uma maneira geral, os dados eobtidos para o

processamento PSL.

§ C= 8,790 % & Cz 8,519 %
A Cxa.a88 Y% A C-a.404 2

>

e

4

TR TR I DROL L SE

{ i i

@ 5 ia . 15 24
TEHFPFD { nin )

FIGURA IV.22. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM  DIFERENTES

TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL @ PS2, A UMA

TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 25°C, COM UONCENTRACAO DE LACTASE DE

0,12 mlr/litro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE:

m Gz 49,80 gl , & C= BO,20 g1 4 Ce 51,80 goly & Cm 40,80 gl.
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g C-8.789 B C-8,5Pm %
A C- 9,488 % & Cz 0,434 %

£

Ll TOSE & EDROL ISAaDS

!
8 3 1&3 ilS P
TEHPFO (nind

FIGURA IV.23. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL FPS2, A UMA-
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 30°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE
0,12 mi/litro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE:

 Cm= 49,80 g-1 , & C= 50,30 g-l; & Cs 51,80 gsl; & C= 49,80 g-1.
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g C=8,789 4 ' $ C= 6,539 %
& C= 8,488 % A ¢- 8,488 %

>
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P

i? é '1% 1‘5 28

TEHPO Cnin)

FIGURA IV.24, HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PS2, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAC DE 35°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE
0,12 mlr/litro de leite. CONCENTRACDES INICIAIS DE LACTOSE:

8 Cm 40,80 g~ , ® C= 50,20 gs1; & C= 51,90 grs1; A C= 439,80 g-l1.
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g C: 8,788 % $ €= 8,339 4
g A §= 8,488 7 A4 C= 9,484 %

w2
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a % ﬁ 135 ]
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FIGURA IV.2%5. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PS2, A UMA
TEMPERATURA DE INGUBAGAO DE 40°C, COM CONCENTRACAC DE LACTASE DE
0,12 ml litro de leite. CONCENTRACOES INICIALS DE LACTOSE:

m C= 40,80 g/l , ® C= 50,20 grsl; O C= 51,00 gsl; & C= 48,80 g-l.
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Observando—-se os dados dos processamentos PEL (FIBURAS
Iv.18, V.19, IV.20 e IV.21) e P82 (FIGURAS IV.22, IV.23, IV.24
e IV.23), pode-se dizer gue, gquanto menor o teor de sais, menor
a hidrélise da lactose. Leite obtido no processamento PS1, com
0,717 % de sais, teve 7,2 %L de lactose hidrolisada en 20
minutos, a 35°C, enguanto gue leite com 0,317 %, nas Mesnas
condicBSes, teve &4 % de lactose hidrolisada. Em geral, esse
comportamento foi verificado para todas as tesperaturas  de
hidrdlise.

De acordo com MACBEAN (19792), a taxa de hidrdlise da
lactose depende da concentracfo de sais. Com a adigfo de sais de
MnCl2 & Mgﬁlz, GUY & BINGHAM {1978), obtiveram, respectivamente,
784 % e 76 % de lactose hidrolisada. Sem a adig3o de sails,
phtiveram &9 7 de lactose hidrolisada.

MNos experimentos PS1 e PSZ, as concentrag®es de sais foram
modificadas devido ap processo de diafiltragio, permanecendo nos
Isites diafiltrados um tepr reduzido de sais, o gue influenciou
a diminuiqﬁa do grau de hidféliﬁa,

ROGER et alii {19886), afirmam gue, devido a0 processo de
ultratiltracic, ha uma altera¢3o nas razrfes de sais, o© gue
influencia a hidralise da lactose. Esm  leite desmineralizado,
obtiveram menores indices de hidrdlise (47 4), comparando-se com
leite n¥c desmineralizado (89 %) .

Az diferentes velocidades iniciais de reacio (Vi)
ericontradas para cada aonaéntraqﬁn de substrate e de sais, =
para cada temperatura de hidrslise, fos processamentos PS5 e

PS2, podem ser verificadas nas THRBELAS IV.14 @ iv.ils,,
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respectivamente.

TABELA IV.14., EFEITO DA CONCENTRA{.IX{} DE SATS MINERAILS,

DA TEMPERATURA DE TNCUBACAO E DA CONCENTRACAO DE

SUBSTRATO NA HIDROLISE DE LEITES DIAFILTRADOS OBTIDOS
NGO PROCESSAHMENTO PSi. CONCENTRAGRG DE LACTASE:
0,12 mirl.
Conc. Conc. Velocidades iniciais {(g/l.min)
Bais Lactose - - - -
{ % 3} {g/l} 23 © 3G C 35 © 30 L
0,717 50,10 0,094 0,177 Q. 177 0,230
0,549 51,20 0,081 0,171 0,161 0,250
0,524 52,80 | 0,091 0,162 0,164 | 0,221
O,5%17 02,10 0,079 0,151 0,210 Q0,218

TABELA IV.15. EFEITO DA CQNCENTRA@ZO DE SALS MINERALS,

DA TEMPERATURA DE INCUBACAC E DA CONCENTRACAC DE

SUBSTRATO NA HIDROLISE DE LEITES DIAFILTRADOS OBTIDOS
NO PROCESSAMENTO  PS2.  CONCENTRACACG  DE  LACTASE:
0,12 mirsl.
Con. Cone. Veiocidades iniciais {g/1.min)
hais lLactose - " " "
{ %3 ig/l) 25 © .30 C 5 C 40 C
0,700 4% .80 0,083 Oy124 0,163 $,183
0,539 50,20 O,07% 0,122 G, 138 G,16H -
G, 488 51,90 0,078 0,119 G,134 Q0,157
0,484 4%,80 0,080 O, 109 ¢,134 0,152
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Nestes dois experimentos, observa-se wuma tenddncia do
.aumentn da velocidade inicial de reagdo ser prcpurcinnal ao
aunmento da temperatura de hidrdlise. Contudo, COmo a8
concentracBSes de lactose s3o0 similares, n3o SE percebem

diferencas na velocidade inicial entre os leites com diferentes

teores de sais.

IV.4 PROCESSO DE HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITES SUBHMETIDOS A

DIFERENTES TEMPERATURAS DE PQSTEURIZAQEQ

Foram realizados dois processamentos {(PT1 e P72}, para
pbtenc¥o de leites submetidos a diferentes tratamentos Gtérmicos
(e8°c, 76°c, 84°C e 92°C por 5 minutes), para sarem
hidrolisados, conforme descrito na metodoleogia I11.7. 8s  dados
apresentados f1a TABELA iv.ié mostram as conposictes
dos leites pasteurizados nessas condioSes

TABELA IV.16 : COHP&SI?EO CENTESTHMAL ﬁﬂS LEITES EMPREGADOS NOS

PROCESSAMENTOS PT1I E PT2

. . gorduratlb,bactose ifxitrato [ Protei—- |Clinzas
Letilwe FpH Acide=z Seco N
€942 €562 1363 2.3 {962
#T1
&L, 7% 14,3 S.7 4,90 11,47 2,70 0,494
RYT2
4,1 14,0 x,B 4,88 12,07 2,76 Q,7153
Os dados apresentados na TABELA IV.1é&4, acima, mostram uma

composicio aproximada entre os leites dos processamentos P71 e
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PTZ. Estasg peqﬁenag diferencas s3o0 ‘devidas ao fato de serem
leites diferentes, provessados em dias diferentes.

A hidrélise da laﬁtosé em leites gue tiveram diferentes
tratamentos térmicos variaram com a temperatura  empregada na
pasteurizagfo. Us dados obtidos para o processamento PT1 estXo
apresentados nas FIBGURAS V.26, IV.27, I¥.28B e IV.29. Us dados
obtidos no processamento PT2  encontram—se nas FIGURAE IV.30,
IV.31, IV.32 & IV.33, e confirmam, de wma maneira geral, os
dados pbtidos para o experimento FTl.

As retas =30 distintas para o5 guatro diferentes
tratamentos térmicos. O pré—tratamento térmico a &8°C, por 5
minuios, apresenta os valores mais baixos de hidrédlise.

Diferentemente dos processamentos realizados e atée  agui
discutidos, estes experimentos {(PT1 e PT2) forsm realizados em
leites com  iguals composicdes. A dnica variavel foi a
temperatura de pasteurizagdo.

Nas FIGURAS IV.24, IV.27, Iv.2g ,  IV.29, IV.30, V.31,
IV.32 & IV.33, correspondentes a estes processamentos, pode-se
gbhservar gue as diferentes tenperaturas empregadas nas
pré—tratamentos foram importantes em cada hidrdlise, mostrando
uma diferenga nitida entre os resultados obtidos para cada
temperatura de pasteurizag¢fo.

Comp pode ser observado nos dados apresentados, a 'taxa de
hidrdlise fol muito maior em leites submstidos a temperaturas de
pasteurizacio mais altas (52“8 & 84“8, por 3 minutos), do gque a
temperaturas mais baixas (68°C o 7&“0, por 9 minutos). Isto esti

de acordo com KOSIKOWSKI & WIERIBICKY {1973), gue obtiveram B0 %L
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de lactose hidrolisada em leite pasteurizedo e 79 4 de lactose
hidrolisada em leite cru, nas mesmas concentragfies de slactase.
GUY & BINGHAM (1978}, tivgram_&7 ¥ de lactose hidrolisada em
ieite cru, e 73 Z eon leite pasteurizado a a85°¢C.

e acordo com STIMPSON (1956), a razio pelas diferencas de
hidrélise entre leites crus 2 pasteurizados seria a presenca  de
inibidores da lactase no leite cra. SFORTUNATO & CONNORS (19583,
relatam que estes inibidores seriam inativadnﬁ por  tratamento
termico a 74°C por 30 minutos.

STIMPSON (1954) ainda relata gue a combinagio de
tempo/temperatura para pasteurizagio de leite cru sic  também
importantes. Coﬁforme a TABELA I1.4. do  item 11.4.5, STIMPLON
{1954), mostra gque o tempo em gue o leite & pasteurizado influl
na hidrélise da lactose.

Os  velocidades iniciais de reagZo, calculadas pelos
coeficientes angulares de cada reta, podem ser wverificadas nas
TAROEELAE IV.17 & 1IV.18, para o processamento PT1I e PT2,

respectivamente.
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TABELA IV.17

{grmin. 1> NO PROCESSAMENTO PT1EM FUNCZQ DAS

VELOCIDADE INICIAL DE REAgRb

TEMPERATURAS PASTEURIZACAO  C(TPY E
TEMPERATURAS DE HIDROLISE C(THD
w ] 257c 30°C 35°C 40°C
&8°c 0,088 0,143 0,206 G,217
76°C G,12% 0,179 0,229 C,297
84°¢C 0,125 | 0,143 0,269 0,314
92°¢ 0,125 0,211 0,325 0,325

TABELA IV.,18 3

VELOCIDADE INICIAL DE REACAO

(gsmin. 1> NO PROCESSAMENTO PT2 EM FUN@XO DAS

TEMPERATURAS PASTEURIZACAG (TP» E
TEMPERATURAS DE HIDROLISE (THD
TPTH 25°C 30°¢C 35°¢ 40°¢C
eB’C 0,129 0,146 | 0,208 0,243
76°¢C 0,132 0,159 0.208 0,234
84°C ¢, 136 0,183 0,230 0,286
92°C 0,137 0,171 0,241 0,296

Verifica—se um aumento da velocidade inicial de reagSo com

g aumento das temperatu?aﬁ de pastewrizacfo & de hidrdlise. Hs

maigres atividades enzimdticas foram observadas nos leites

pasteurizados a 92°C e hidrolisados a 40°C.
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FIGURA IV.28. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES SUBMETIDOS A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE PASTEURIZACACG NO PROCESSAMENTO PTi, A
UMA TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 35°C, COM CONCENTRACAO DE

LACTASE DE 0,12 mi~litlro de leite.
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FIGURA IV.20. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES SUBMETIDOS A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE PASTEURIZACAC NO PROCESSAMENTO PTi, A
UMA TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 40°C, COM CONCENTRACAO DE

LACTASE DE 0,12 mi- litro de leite.
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FIGURA IV.30. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES SUBMETIDOS A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE PASTEURIZACAC NO PROCESSAMENTO PT2, A
UMA TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 25°C, COM CONCENTRACAG DE

LACTASE DE 0,12 mirslitro de leite,
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FIGURA IV.32. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES SUBMETIDOS A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE FASTEURIZACRG NGO PROCESEAMENTO PT2, A
iMA TEMPERATURA DE INCUBA?RO DE 35°¢C, COM CGNCENTRA@KO DE

LACTASE DE 0,12 mlslitro de leite.
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FIGURA IV.33. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES SUBMETIDOS A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE PASTEURIZACAC NO PROCESSAMENTO PT&, A
UMA TEMPERATURA DE INCUBACAC DE 40°C, COM CONCENTRACAO DE

LACTASE DE 0,12 mlwrlitro de leite.

115



V. CONCLUSOES

ftravés da utilizagio do processo de diafiltragfio, foi
possivel obter-se leites com baixas concentragfes de lactose e
de sais minerais.

Houve diferencas no grau de hidrélise da  lactose efetuadg
em leites diafiltrados e em leites controles. Geralmente, gquanto
maior o teor de lactose presente no leite, meopr a porcentagem
de lactose hidrolisada. Leite com 26 g/l de lactose teve 8,79 XL
de lactose hidrolisada, © leite com 47,53 g/l de lactose teve
4,2 % de lactose hidrolisada, ambos a uma teoperatura de
incubagio de 35°C, em 20 minutos de reagfo.

A hidrélise realizada em leites com diferentes teores de
sais minerais aprasentou  pouca diferenga entre cada um  dos
leites, mas ainda pode-se concluir gue a porcentagem de  lactose
hHidrolisada foi em geral, maior nos leites que continham maiores
teores de sals sminerais, como, por exemplo, leite com Q0,717 4 de
zmais minerais, gue teve 9,36 4L de lactoses hidrolisada, enguanto
gue leite com 0,517 4 de sais teve 8,19 4L de sua lactose
hidrolisada, ambos em 20 minutos de hidralise, a 40°C.

Foi possivel concluir gue o pré ~ fratamento térﬁicn dos
leites a serem hidrolisados foi importante para aumentar o grau
de hidrdlise. Enguanto que'14,7 Z da lactose pressnte no  leite
pasteurizado a 92 C foi hidrolisada, leite pasteurizado a 68°C

teve 9,72 4L de lactose hidrolisada, ambos a uma tesperatura de
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hidrélise de 40°C, em 20 minutos de reacZo.

As velocidades iniciais de reagio nos processamentos finais
de leites com diferentes teores de  lactose, foram mais altos
guanto maiores as temperaturas de incubagdo e as concentragtes
de substrato. (0s valpres obtidos para Km na hidrélise da lactoze
em leite, nestes processamentos, foram mais altos do que agueles

encontrados na literatura, para solue®es de lactose pura.
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V.1. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

—Determinar a viabilidade econémica da preoducEo de  leite
pasteurizado lactose hidrolisado na Indistria de Laticinios no
Brasil.

—-Avaliacie do processo de produgfo de leite pasteurizado
lactopse hidrolisade em escala industrial com acompanhamento da
vida de pratelieira do produto.

—-Estudar o processo de  hidrdlise da lactose em  soro,
avaliando a influéncia dos pré—tratamentos térmicos.

-Estudar o processo de hidrédlise da lactose em leite,
avaliando a influféncia dos pré—-tratamentos térmicos em uma faixa
de temperaturas malor daquelas estudadas neste trabalho.

~Eotudar a hidrélise da lactose em  leite, considerando o
efeito dos inibidores da lactase presentes no leite.

—Fstudo da produgio ds leite en pd lactose hidrolisado,
avaliando as caracteristicas fisico-guimicas apds o provesso de

GECAGEM .
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ANEXO 1

ANEXO 1. CALCULOS DA MASSA DE AGUA PARA A DIAFILTRAGXO

BALANCOS DE MASSA OBTIDOS NA PRQDUQKO DE LEITE DIAFILTRADO NOS

PROCESSAMENTOS PP1, PP2, PF1 E PF2, CALCULADOS  CONFORME
METODOLOGIA ITI. 4.
giiﬁ? P?gngdD Agua(Kg) |Leite diaf.(Kg)| Leite diaf.sep.(Kg)
1 7,50 1,30% 30 4
2 3,71 3,71 26 4
3 b4 67 3,67 22 4

X 7,5 - 6,2 = 1,30

BALANCOS DE MASSA OBTIDOS NA PRODUCRO DE LEITE DIAFILTRADO NOS

PROCESSAMENTOS PS1 E  PS2, CALCULADOS CONFORME METODOLOGIA
ITY. 4.
Leite |Permeado | " B, . -
Diaf. (K Agua(kKg) |Leite diaf.(Kg)! Leite diaf.sep.{Kg)

i F o 30 J.,l‘.')‘E 33 )

2 4,00 4,00 28 be

X 4,533 4,93 23 3
£ 7,30 ~ &£,20 = 1,10

fils dados das tabelaé acima mostram gue as mpassas de

permeado retirado e de Agua adicionada s&0 iguais, com  excegEo
da massa de Agua adicionada no primeiro leite, gue Foi somada

a massa de 4,2 Kg de iagua que estava nos eguipamentos.
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FIGURA IV.34., HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES

TECRES DE LACTOSE OBTIDOS NGO PROCESSAMENTO  FIHAL PF2, A UMA

TEMPERATURA DE IﬂCUBAQKO DE 8596,_CQM CON&E&TRAQXO DE LACTASE DE

B O LHICTATS D LACTOSE 2

0,12 mirslitro de leite. COMUENTREACOES

® C= 49,50 grl; # C= 36,10 grly O C= 31,30 gsl; & C= 26,00 g-l.
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HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES (OM DIFERENTES
A UMA

FIGURA IVY.35.

TEORES DE LACTOSE OBTIDOS WO PROCESSAMENTO FINAL PFE,
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 30°C, COM CONCENTRACAO DE LACTASE DE

8,42 mislitro de leite. CONCENTRA(}@ES ITHICIALS DE LACTOSE

® C= 40,50 g-l; » Cs 35,10 gr/l; A C= 31,30 g-l; & C= 26,00 g-1.

135



12

§ C= 49,58 g4 § C= 36.18 g/t
4 € 31,38 g/l _& {z 26.88

il

>

i

[ 4

g
&
£
&
i
w
%
&
&
3
pl
i
]
g
il
4]
4
® 8 i i i
8 5 i8 i5 e

TEBPO {(niswn)

FIGURA 1IV. 386, HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO  PROCESSAMENTO FINAL PFE, A UHA
TEMPERATURA DE INCUB&@RQ DE 35°¢, CoM QQRCEHTRAQQ& DE LACTASE DE
.12 mislitro de leite. ﬁGNCENTRAg&ES ITHICTATS DE LAUTOSE 3

@ C= 49,50 gri; ® C= 36,10 g/l; A C= 31,30 g~l; A C= 26,00 g1,
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FIGURA TV, 37. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PF2, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAC DE 40°C, COM CONCENTRACAC DE LACTASE DE
0,12 ml-slitro de leite. COMCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE :

@ C= 48,50 g-l: & C= 36,10 gol; 4 C= 31,30 g/1; & C= 26,00 g-1.
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FIGURA IV.38. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PF2, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 28°C, COM COMCENTRACAOD DE LACTASE DE
0,20 mlrslitro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE :

g C= 49,50 grl; & C= 36,10 griy & C= 31,30 gl & O= 28,00 grl.
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FIGURA IVY.39. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FIMAL PFZ,
TEMPERATURA DE INCUBACAO DE 30°C, COM CONCENTRACAC DE LACTASE DE
0,20 mislitro de leiie. CONCENTRACOES INICIALS DE LACTOSE

¥ C= 40,50 gol; & C= 36,10 gl A C= 31,30 gl & C= 26,00 g-i.
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FIGURA IV.40. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PF2, A UMA
TEMPERATURA DE INCUBACAG DE 35°C, COM CONCENTRACAC DE LACTASE DE
0,20 mislitro de leite. CONCENTRACOES INICIAIS DE LACTOSE :

m C= 40,50 grl; ® C= 36,10 grl; & = 31,30 g~1; & C= 36,00 g-l.
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FIGURA IV.41. HIDROLISE DA LACTOSE DE LEITES COM DIFERENTES
TEORES DE LACTOSE OBTIDOS NO PROCESSAMENTO FINAL PF2, A UMA
TEMPERATURA DE THNCUBACAU DE 40°C, COM COMCENTRACAOD DE LACTASE DE
0,20 mls/litro de leite. CONCENTRAGCOES INICIAIS DE LACTOSE

m C= 40,50 gsl; & C= 36,10 g-l; 4 C= 31,30 g-1; & C= 28,00 g-1.
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TABELA IV.19.VELOCIDADES INICIAIS DE QE&Q@G

tgrsi.mind EM  FUNCAC DA TEMPERATURA  DE

INCUBACAO E CONCENTRACAD DE SUBSTRATGO PARA O

PROCESSAMENTO PF2. CONCENTRACAC DE ENZIMA:
0,20 mi~l.
¥ 25°C 3070 %570 40°C
ELfqg/fl}
A%, 50 0,252 0,331 0,307 0,471
2,10 0,221 0,281 0,255 0,407
31,30 0,193 0,231 0,270 0,343
26,00 0,182 0,210 0,211 0,297

TABELA IY.20 YELOCIDADES INICIAIS DE REACEQ

{gr/l.mirnd EM FUNCAG DA  TEMPERATURA  DE

INCUBACAC E CONCENTRACAC DE SUBSTRATO. PARA O

PROCESSAMENTO PFZ. CQHCE&TRA@E@ DE  ENZYIMA:

0,12 mirl.
T 25°¢C 30°C 35°¢ a0°¢
Ci{gsl}
49,50 | 0,110 0,150 0,179 0,235
36,10 | 0,089 0,125 0,148 0,200
31,30 | 0,077 0,149 0,152 0,155
26,00 | O,067 0,121 0,170 0,119
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TABELA IV.21. VALORES de Km E Vm PARA
HIDROLISE DE LACTOSE EM LEITE OBTIDO
}O PROCESSAMENTO PF2. CONCENTRACAD DE

ENZIMA = €, 20 mlsl

T o Vm (gfl.min) Km (mi)}
25 g,458 118
30 1,06 312
3% 3, 583 12&
30 0,79 347

TABELA I¥.22. YALORES de Km E ¥Ym PARA
HIDROLISE DE LACTOSE EM LEITE OBTIDO
NO PROCESSAMENTO PF2. C&NﬁENTRﬁ§£0 DE

ENZIMA = 0,12 mirl

T (°c 3 vm {g/l.mim} Kea {1}
25 2,250 202
20 o, 183 37
35 0,376 155
40 0,581 208
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