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RESUMO - Este estudo teve por objetivo estudar a hidrdlise da lactose em leite
pasteurizado utilizando as enzimas derivadas de Kluyveromyces lactis e Bacillus
licheniformes. A hidrélise foi realizada a diferentes temperaturas (10°C; 34°C;
40°C e 55°C), acompanhada por crioscopia até estabilizacdo. Foram realizadas
analise sensorial, fisico-quimicas e microbioldgicas antes e ap6s a hidrdlise da
lactose e andlises pela Rede Brasileira de Laboratérios de Controle da Qualidade
do Leite antes da pasteurizacdo. A adicdo das enzimas provocou alteragdes nas
propriedades fisico-quimicas do leite, diminuindo acidez, pH, crioscopia, teores
de gordura e lactose; aumentando densidade, extrato seco total (EST), extrato
seco desengordurado (ESD) e proteina. A hidrélise da lactose possibilitou reducéo
do teor de lactose para 1% (m/m). A enzima derivada de Bacillus licheniformes
apresentou maior eficiéncia.
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1. INTRODUCAO

A hidrolise enzimética é um dos métodos mais interessantes para a reducéo do teor de
lactose no leite e seus derivados. Nele a enzima [-galactosidase, na forma livre ou na forma
imobilizada, hidrolisa a ligacao B (1-4) da molécula de lactose, dando origem aos seus
mondmeros, glicose e galactose, (GEKAS E LOPEZ LEIVA, 1985).

Geralmente a quantidade de enzima a ser utilizada no processo € indicada pelo
fornecedor. A temperatura 6tima de acdo da lactase € de 40 °C, esta temperatura também &
ideal para o desenvolvimento de microrganismos no leite. Portanto, o tempo do processo
nesta temperatura deve ser de no maximo 4 horas (LADERO et al., 2000; PROZYN, 2010).

Assim sendo e tendo em vista as informacGes relatadas, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a hidrolise enzimatica da lactose em leite pasteurizado, empregando duas B-
galactosidades comerciais sob a influéncia de temperatura e concentragéo.

2. MATERIAIS E METODOS
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Para a realizacdo deste estudo, foi utilizado leite cru cedido por produtor rural da cidade
de Patrocinio - MG, que foi transportado para o Laboratério de Nutricdo Animal da
Faculdades Associadas de Uberaba - FAZU, onde a pasteurizacao.

As anélises fisico-quimicas foram realizadas no leite antes e ap6s hidrélise da lactose.
Acidez total titulavel foi determinada por meio de titulacdo com solucdo Dornic (0,11 N),
(MAPA, 2013). A acidez titulavel pode variar de 0,14 a 0,18 Dornic (°D); (MAPA, 2011). O
pH foi determinado por medida direta com pHmetro digital, modelo PM 608. A gordura foi
determinada com Ekomilk M. Extrato seco total (EST) no Ekomilk M. indice Crioscdpico foi
determinado com ultrassom Ekomilk M, modelo Milkana KAM 98-2A da marca Cap Lab. A
Densidade, proteina e lactose foram determinadas por lactodensimetro e Ekomilk M.

Analise de Escore de Autenticidade (EA) € uma exclusividade da ESALQ/USP e ¢é
valido em amostras de leite cru. Tem como objetivo de identificar possiveis adulteracbes no
leite. O EA foi determinado antes da pasteurizacdo na Clinica do Leite - ESALQ/USP. Os
residuos de antibidtico (ATB) no leite podem causar reacBes de hipersensibilidade, foi
determinado na Clinica do Leite.

Os leites foram submetidos antes e apOs a etapa de hidrolise as seguintes analises
sensoriais: Aspecto e Cor: liquido branco, ou ligeiramente amarelado, homogéneo e sem
particulas/substancias estranhas; Sabor e Odor: auséncia de sabores/odores estranhos.

Foram utilizadas duas enzimas p-galactosidases derivadas de Kluyveromyces lactis
(Maxilact® LGi 5000) e Bacillus licheniformes (Lactlow L). A hidrélise da lactose foi
realizada adicionando-se 0,24 g da enzima f-galactosidase em aliquotas de 300 mL de leite
pasteurizado (CAMPQOS, et al.), totalizando quatro amostras. Cada uma delas foi incubada em
uma das temperaturas: 10°C, 34°C, 40 °C e 55°C.

O acompanhamento da hidrélise da lactose foi feito através de andlise de crioscopia,
em intervalos de 1 hora. Foi feita uma estimativa da porcentagem de hidrélise, utilizando-se a
Equacdo 1, recomendada por empresa fornecedora da enzima (LONGO, 2006).

)- (Crioscopa inicial)

% de Hidrdlisealcangada = 350,877x (Crioscopk final
0,00285

(1)

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Analises feitas pela RBQL

As andlises realizadas no leite cru antes da etapa de pasteurizacdo apresentaram
resultados de Escore de Autenticidade (EA) de 2,12 (normal <5) e Residuo de antibidtico
(ATB) negativo, ndo existindo presenca de antibiotico.

3.2. Analises microbiologicas

Na Tabela 1, sdo descritos os resultados obtidos.
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Tabela 1 — Resultado das analises microbiologicas
Parametro Enzima Materia-prima Leite ap6s a hidrélise
Contagem de células . . .
somizs CCS) | S OES | a0 P
(x1000 células/mL) y y '
Contagem bacteriana Bacillus licheniformes 106.00
total (CBT) Kluyveromyces lactis 80.00 96.00
(x1000 UFC/mL) yveromy :

Em 2014 foi publicada pelo MAPA a IN-62 onde os limites de CCS e CBT, sdo de 100
mil UFC/mL para CBT e 400 mil céls/mL para CCS. Nota-se que com a utilizacdo da enzima
derivada de Bacillus licheniformes, os resultados ficaram ligeiramente fora dos parametros.
Essa enzima apresenta temperatura Otima a 40°C. Segundo Longo (2006) 40°C, é a
temperatura ideal para proliferacdo de microrganismos patogénicos no leite, e 0 tempo de
reacdo ndo deve ultrapassar 4 horas, e no experimento, as amostras ficaram submetidas a
temperatura de 34 e 40°C por 6 horas, 0 que explica 0 aumento de contagem total.

3.3. Analises sensoriais

Tabela 1 — Resultado das andlises sensoriais.

Parametro Matéria-prima Lel_te aposa
hidrolise
Aspecto Liquido branco Liquido branco
Cor Normal Normal
Sabor Auséncia Auséncia
Odor Auséncia Auséncia

3.4. Andlises fisico-quimicas

Na Tabela 2, séo descritos os resultados obtidos das anélises microbioldgicas que foram
realizadas antes e apds a etapa de hidrolise no leite.

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos das matérias-primas e das amostras apos a reacdo de
hidrolise.

Matéria- | Leite apds

Parametro Enzima (lactase) . L
prima | ahidrolise

] Bacillus licheniformes
A (0]
cidez (°D) Kluyveromyces lactis 16 1%378
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Bacillus licheniformes 6.61
pH Kluyveromyces lactis 6.66 6.63
Gordura Bacillus licheniformes 417 3.36
(%m/m) Kluyveromyces lactis ' 3.96
Densidade Bacillus licheniformes 1031.00 1043.00
(g/mL) Kluyveromyces lactis ' 1037.80
Bacillus licheniformes 15.11
0,
EST (%m/m) Kluyveromyces lactis 12.78 13.45
ESD Bacillus licheniformes 8.61 11.75
(%m/m) Kluyveromyces lactis ' 9.49
Proteina Bacillus licheniformes 335 3.43
(%m/m) Kluyveromyces lactis ' 4.09
Crioscopia | Bacillus licheniformes -0.488 -0.685
(°C) Kluyveromyces lactis ’ -0.570
Lactose Bacillus licheniformes 4.37 1.11
(%m/m) Kluyveromyces lactis ' 1.20
Bacillus licheniformes 14.1
0
ST (%m/m) Kluyveromyces lactis 12.78 13.6

Apbs a hidrolise observou-se uma ligeira elevacdo da acidez do leite com a utilizacéo
das duas enzimas diferentes, mesmo assim os leites permaneceram dentro dos padrdes
estabelecidos pelo MAPA para leites pasteurizados. O pH das amostras submetidas a hidrélise
também apresentaram reducgdo, mas se mantiveram dentro dos parametros estabelecidos. Esse
aumento da acidez e reducdo do pH ocorre devido a atividade dos microrganismos presentes
no leite, principalmente as bactérias laticas, que promovem acidificacdo (TREVISAN, 2008).

Verificou-se a diminui¢do da gordura onde ela foi maior com o uso da enzima derivada
de Bacillus licheniformes. N&o se encontrou na literatura, justificativa para a reducdo da
gordura. Obteve-se um aumento da densidade das amostras ap0s a etapa de hidrélise. A
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utilizacdo da enzima lactase (f-galactosidase) ocasiona modificacfes fisicas e quimicas no
leite (TREVISAN, 2008).

Obteve-se reducdo no indice crioscopico de 0,197 utilizando a enzima derivada de
Bacillus licheniformes e de 0,82 utilizando a enzima derivada de Kluyveromyces lactis. Esta
reducao deve-se ao fato de que com a hidrolise ocorre um aumento dos agucares redutores do
leite, que passa a apresentar, além da lactose, glicose e galactose resultantes da reacdo. Com
isto aumenta a concentracdo dos constituintes solGveis na solucao leite (TREVISAN, 2008).

3.5. Hidroélise enzimatica da lactose

As amostras foram submetidas a etapa de hidrélise onde houve acompanhamento da
hidrolise da lactose que foi feito através de analise de crioscopia, realizada em intervalos de 1
hora. Com os valores encontrados de crioscopia, calculou-se através da Equagdo 1,
recomendada por um dos fabricantes, a hidrolise estimada, a qual a média dos tratamentos foi
70% com enzima Bacillus licheniformes e 29% com a utilizacdo da enzima Kluyveromices
lactis. A partir dai calculou-se a lactose estimada como podemos ver nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1le 2. Curvas de hidrélise Bacillus licheniformes e Kluyveromyces lactis.

Nota-se, na Figura 1, que as curvas de hidrolise foram diferentes nas amostras
incubadas a 10°C, 34°C, 40 °C e 55°C, mas todas atingiram o grau de hidrolise com
aproximadamente 3 horas de incubacdo. Além disso, segundo a marca Lactlow apresenta

maior faixa de pH de atuacdo de 4,2 a 9,0, o que torna a enzima ideal para produtos lacteos de
maior acidez.

Nota-se, na Figura 2, que as curvas de hidrélise foram semelhantes nas amostras
incubadas a 10 e 34 °C. Na temperatura de 40°C houve uma melhor eficiéncia de hidrolise da
lactose nos tempos 3,5 e 4 horas de incubacéo, explicado pelo fato que a temperatura 6tima de
acao da enzima derivada de Kluyveromyces lactis proporciona maior atividade a 40°C.

4. CONCLUSOES

Conclui-se com o estudo realizado que a aplicagdo das enzimas derivadas de Bacillus
licheniformes e enzima derivada de Kluyveromyces lactis, alteraram propriedades fisico-
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quimicas no leite apos a etapa de hidrélise. Obteve-se diminuicdo da acidez, pH, crioscopia,
teores de gordura e lactose e aumento na densidade, extrato seco total (EST), extrato seco
desengordurado (ESD), e teores de proteina.

Obteve-se parametros de escore de autenticidade (EU), residuos de antibioticos (ATB)
e analise sensoriais dentro do especificado pela legislacdo. O CCS e CBT afeta diretamente o
valor industrial do leite e caracteristicas de qualidade sensorial (sabor), e essa caracteristica
ndo sofreu alteracdo apos a hidroélise do leite.

Ambas as enzimas apresentaram eficiéncia na reducdo do teor de lactose, sendo mais
significativo o resultado onde foi do Bacillus licheniformes.

Observou-se também que a velocidade de hidrélise na temperatura de 10°C foi menor,
gue comparada as outras temperaturas que proximas da temperatura ideal das enzimas.

Obteve-se teores de lactose de 70% para a enzima derivada de Bacillus licheniformes e
29% para enzima de Kluyveromyces lactis.
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