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RESUMO

GIRALDI, Catiucia. Aplicagao de concentrado proteico de soro de leite com lactose
hidrolisada em iogurte com baixo teor de lactose. 2014. 69 f. Dissertacédo. (Mestrado
em Tecnologia de Alimentos) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana,
Medianeira, 2014.

O soro de leite € uma importante fonte de proteinas. Porém, no Brasil ainda ha um
grande numero de laticinios que realizam o descarte deste subproduto da fabricacédo
de queijos, gerando assim, desperdicios e um problema socioambiental. A busca por
novas aplicacdes ao soro de leite pode aumentar o uso potencial deste subproduto
como ingrediente lacteo em diversos alimentos. Este trabalho teve como objetivo a
hidrélise da lactose do concentrado proteico de soro de leite (CPS) para aplicacao
como ingrediente lacteo em iogurte cremoso para intolerantes a lactose. A
metodologia de superficie de resposta foi utilizada para investigar o efeito de dois
parametros (tempo e concentracdo de enzima) na hidrélise da lactose do CPS e do
leite para producédo de iogurte com reducéo de lactose. A experimentagéo teve como
objetivo definir as faixas 6timas de operacao para as variaveis do processo, visando
a maximizacdo da hidrolise da lactose. As condi¢bes Otimas para a hidrolise da
lactose foram: para o CPS, concentracdo de enzima 0,22% por 1680 minutos e para
o leite, 0,13% de enzima por 120 minutos. Depois de hidrolisado, o CPS foi
submetido a secagem por atomizacdo e apresentou os valores de lactose, glicose,
galactose e proteinas iguais a 2,98; 19,41; 15,89 e 36,7 g. 100 g* de amostra,
respectivamente; 5,00% de umidade e 8,06% de cinzas. ApoOs a hidrdlise, as
amostras de leite foram fortificadas com diferentes concentracbes de CPS e leite em
po desnatado (LPD) para producédo de iogurte cremoso. A amostra controle e as
amostras fortificadas com 2 e 4% de CPS apresentaram os menores valores de
lactose: 0,05; 0,09 e 0,13 g. 100 g™ de iogurte, respectivamente. Foram realizadas
analises microbiolégicas e fisico-quimicas no CPS em p6 e nas amostras de
iogurtes, e ambos estavam dentro dos padrfes da legislacdo vigente. A partir da
pesquisa, verificou-se ser possivel o uso potencial do CPS hidrolisado na producéo
de iogurte com baixo teor de lactose, beneficiando os intolerantes a lactose, a
industria e 0 meio ambiente.

Palavras-chave : Proteinas. Lactase. Alimentos para fins especiais.
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1 INTRODUCAO

A producéo leiteira e a industrializacdo levam a um elevado consumo de
agua, deposicdo de residuos de sanitizagdo e de processamento. Um destes
residuos é o soro de leite. O soro de leite se descartado nos cursos de agua provoca
grandes efeitos poluentes. Quando o soro é descartado sem tratamento apresenta
uma alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO), cerca de 30 a 50g de oxigénio por
litro de soro de leite. Uma industria com uma producdo média de 10.000 litros de
soro de leite por dia polui tanto quanto 5.000 habitantes (SMITHERS, 2008; TULLIO
et al., 2007; CANDIDO; KRUGER, 2012).

Segundo a ABIQ (Associacao Brasileira das Industrias de Queijos) a producéo
brasileira de queijos inspecionada pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) do
Ministério de Agricultura é de aproximadamente 500 mil toneladas e da origem a um
volume estimado de 4,5 bilhdes de litros de soro de leite. Este volume corresponde a
cerca de 281.250 toneladas equivalentes de soro de leite em pd, sem retirada ou
concentracéo de nenhum de seus nutrientes ou componentes (FARIAS, 2011).

Além do queijo, a caseina do leite tem sido obtida de forma isolada por suas
propriedades funcionais biologicas como fonte de peptideos bioativos (KRUGER;
CANDIDO, 2009) e tecnologicas (CANDIDO; KRUGER, 2012), o que também tem
como subproduto o soro. A perspectiva de mercado em expansdao de produtos
lacteos, geradores de soro de leite (queijos e caseinas), nos ultimos anos,
combinada com o aumento de custos do tratamento de efluentes, aumenta a
necessidade do aproveitamento do soro de leite.

Este é um problema mundial. De acordo com a FAO (Food and Agriculture
Organization) o queijo € um dos principais produtos da agroindustria. A Unido
Européia domina esta producdo e consumo, seguida dos Estados Unidos. A
composicdo e tratamento dos efluentes gerados é objeto de trabalhos recentes
(CARVALHO et al., 2013).

A conversao do soro de leite de residuo para insumo pode ser considerada
uma inovagdo tecnoldgica na cadeia de produgcdo agroindustrial do leite. A
tecnologia de separacdo por membranas vem sendo aplicada para a obtencao de
concentrado proteico de soro de leite (CPS) com alto teor de proteinas (CANDIDO;
KRUGER, 2012).
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Segundo dados brasileiros, até 70% dos adultos no pais tém algum sintoma
apOs consumir leite de vaca ou derivados. Em paises como Japdo e alguns do
continente africano, praticamente todos os habitantes com mais de 80 anos tém
algum grau de intolerancia (INTOLERANCIA..., 2012). Para essas pessoas, O
consumo de leite e produtos lacteos pode causar dor abdominal, diarréia, flatuléncia,
entre outros sintomas desagradaveis.

A exclusao de leite e derivados lacteos da dieta pode diminuir os sintomas
gastrointestinais em individuos intolerantes a lactose, no entanto, as consequéncias
da exclusdo do leite para a saude dependerdo da possibilidade de ingestdo
apropriada de nutrientes essenciais como o célcio, os quais para muitos individuos
sao fornecidos por meio dos produtos lacteos.

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo realizar a hidrélise da
lactose do concentrado proteico de soro de leite, para aplicagdo em iogurte cremoso
com baixo teor de lactose para intolerantes a lactose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a hidrolise da lactose do concentrado proteico de soro de leite para
aplicacdo em iogurte cremoso destinado ao consumo de pessoas intolerantes a

lactose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

“ Promover a hidrélise da lactose do concentrado proteico de soro de leite atraves
do uso da enzima [3-galactosidase de Kluyveromyces lactis.

* Investigar o efeito de dois parametros (tempo e concentracdo de enzima) no
processo de hidrélise enzimética da lactose do CPS e do leite pasteurizado utilizado
na fabricacdo dos iogurtes.

¢ Caracterizar o CPS hidrolisado quanto aos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos.

% Avaliar o efeito da hidrolise da lactose do leite sobre o tempo de fermentacdo do
logurte.

“ Avaliar o efeito da adicado de leite em p6 desnatado e concentrado proteico de
soro de leite sobre o tempo de fermentacéo do iogurte.

+» Caracterizar os iogurtes elaborados quanto aos parametros fisico-quimicos,

microbiolégicos e propriedades funcionais tecnologicas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SORO DE LEITE

O soro de leite € um subproduto da industria de laticinios que vem
despertando o interesse de inimeros pesquisadores em todo o0 mundo devido a sua
potencialidade nutricional, funcional e econémica (ANTUNES; CAZETTO; BOLINI,
2004). Este subproduto obtido através do processamento do queijo, no qual 1 a 2 kg
de queijo resulta na producdo de 8 a 9 kg de soro, tem a caseina hidrolisada pela
acdo da renina, sendo o liquido remanescente chamado de soro doce. Pode
também ser obtido por precipitacdo acida no seu ponto isoelétrico sendo chamado
de soro acido. O soro do leite de vaca é um liquido que contém de 4 a 6 g de
proteinas por litro (PELEGRINE; CHARRASQUEIRA, 2008; BALDASSO; BARROS;
TESSARO, 2011).

As proteinas de soro de leite apresentam quase todos os aminoacidos
essenciais em excesso, exceto pelos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina)
que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendac¢fes para todas as
idades. Apresentam elevadas concentracdes dos aminoacidos triptofano, cisteina,
leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004). Apresentam estrutura globular
contendo algumas pontes dissulfeto, que conferem certo grau de estabilidade
estrutural. A fracdo proteica do soro € constituida de B-lactoglobulina (BLG), a-
lactoalbumina (ALA), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig's) e
glicomacropeptideo (GMP). Essas fracbes podem variar em tamanho, peso
molecular e funcdo, fornecendo as proteinas do soro caracteristicas especiais
(KINSELLA; WHITEHEAD, 1989; AIMUTIS, 2004).

A associacao das proteinas do soro, induzida pelo calor (em especial a -
lactoglobulina), altera as propriedades da micela, aumentando sua estabilidade ao
calor. A funcionalidade das proteinas do soro € muito sensivel ao grau de
desnaturacao, por exemplo, se elas ndo estiverem sido desnaturadas pelo calor,
serdo bastante soliveis em pH acido, uma caracteristica que facilita sua
incorporacdo a bebidas cartonadas. O grau de desnaturagcdo também é

extremamente importante e, por esse motivo, deve ser controlado com cuidado, para
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a otimizacdo do desempenho das proteinas do soro como substitutos de gordura
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

As diferentes proteinas presentes no soro apresentam funcionalidades
distintas. A presenca de uma estrutura globular contendo algumas pontes de
dissulfeto confere certo grau de estabilidade estrutural. Assim por exemplo a B-
lactoglobulina que é a proteina presente em maior quantidade no soro de leite
bovino, possui excelentes propriedades gelatinizantes. Assim como a albumina do
soro bovino, a a-lactalbumina tem a capacidade de formar espuma similar a clara do
ovo. A lactoferrina e a lactoperoxidase apresentam propriedades bacteriostaticas
(ANTUNES, 2003; HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

Segundo Sgarbieri (2004), foi demonstrado que concentrados de proteinas
do soro de leite bovino, assim como varias de suas proteinas e peptidios,
apresentam acao inibitéria para diversos tipos de cancer, em modelos animais e em
culturas de células cancerigenas. A atividade antimicrobiana e a antiviral tém sido
demonstradas para as proteinas do soro de leite, tais como, lactoferrina,
lactoperoxidase, a-lactalbumina e as imunoglobulinas. As proteinas do soro de leite
apresentam ainda, propriedades imunomoduladoras e podem ser aproveitadas com
grande vantagem em produtos antimicrobianos (MARQUES et al., 2009).

De acordo com Newburg e Walker (2007) a digestao da lactoferrina produz a
lactoferricina, um peptideo derivado da porcdo terminal N da lactoferrina com
potente atividade contra bactérias patogénicas Gram-positivas e negativas. Desta
forma, tanto a lactoferrina quanto o produto da sua digestdo apresentam atividade

antimicrobiana.

3.2 CONCENTRADO PROTEICO DE SORO DE LEITE

Os concentrados obtidos pela ultrafiltracdo estdo disponiveis em grande
variedade de acordo com o contetdo de proteinas. O baixo custo em relagéo ao leite
em pdé desnatado torna-o atrativo para uso em formulagdes, com o objetivo de
modificar propriedades através de gelatinizacdo, aumento de viscosidade,

estabilizacdo de emulsbes ou espumas, entre outros, sdo produzidos por
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ultrafiltracdo e secagem do soro e possuem entre 34 e 88% de proteinas ( ATRA,
2005; SODINI; MATTAS; TONG, 2006).

De acordo com Caldas (2007) a capacidade das proteinas do soro de leite
quando em solucdo, de formar geéis estaveis depois do aquecimento é uma
importante propriedade funcional, que as diferencia da caseina por serem
insensiveis a coagulacdo &cida assim como a acdo da quimosina. O grau de
desnaturacao proteica, o conteudo de lactose e a quantidade de lipideos e minerais
sao fatores fundamentais na determinacdo da funcionalidade de um produto. Em
geral a desnaturacdo das proteinas reduz a solubilidade, afetando de modo
desfavoravel as funcdes que exigem grande atividade de superficie, como a
emulsificacao e formacéo de espuma (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Além das propriedades nutricionais, as proteinas do soro de leite tém
propriedades funcionais que conferem propriedades fisicas benéficas quando
utilizados como ingredientes em alimentos, principalmente devido a sua alta
solubilidade, absorcdo de agua, gelatinizacdo e capacidade emulsificante
(SGARBIERI, 1986). Sodini, Mattas e Tong (2006) observaram que o pH do soro e o
tratamento térmico na fabricacdo de concentrados de proteina de soro de leite teve
efeito significativo sobre as propriedades fisicas dos iogurte fortificados no estudo.

As principais operacdes unitarias que podem estar envolvidas na producgéo
de soro em po e concentrado protéico de soro de leite sdo a separacdo por
membranas, a evaporagdo a Vacuo, a cristalizacdo e a secagem em spray dryer
(PERRONE, 2010). A adocdo comercial da tecnologia de membranas, incluindo
ultrafiltracdo (UF), diafiltracdo (DF), nanofiltracdo (NF) e troca idnica, tem resultado
no desenvolvimento de diversos produtos com funcionalidades variadas e
excelentes. O desempenho das membranas de ultra e nanofiltracdo pode ser
caracterizado em termos de fluxo de permeado, retengdo da membrana e
rendimento, cujos parametros sdo determinados pela pressédo, taxa de fluxo de
reciclagem e da temperatura (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; ATRA et
al., 2005).

A UF permite uma variacdo na relacdo de concentracdo entre 0s varios
componentes do soro. Devido a retencdo seletiva, as proteinas soro de leite e a
gordura sao recuperadas comercialmente pela ultrafiltracdo (UF), porque estas
moléculas, em virtude do seu tamanho, sdo retidas, enquanto a lactose e as cinzas

sdo capazes de passar através da membrana para o permeado. Em seguida, a
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corrente de retentado é alimentado em secadores de spray em pd para produzir
concentrado protéico de soro de leite (CPS) (BOSCHI, 2006; YEE; WILEY; BAO,
2007). A ultra e a nanofiltracdo sdo processos de membranas para a separacao e
concentracdo de substancias com um peso molecular entre 10° e 10° Dalton (Da)
para ultrafiltracdo e entre 100 e 500 Da para nanofiltracdo. A ultrafiltracdo retém
além das proteinas, parte da lactose, gordura, e as bactérias (ATRA, 2005; HUI et
al., 2004).

Para aumentar a concentracdo dos solidos totais e reduzir a atividade de
agua utiliza-se a evaporagdo, que consiste em concentrar os alimentos liquidos por
ebulicdo (ORDONEZ et al., 2005). Quando submetido a baixa presséo (vacuo), tem-
se uma reducao no ponto de ebulicdo da agua pura, 0 que minimiza energia para
sua mudanca de fase (BRENNAN, 1996). E possivel desta forma que o soro seja
concentrado a teores de sélidos laticos entre 52% m/m e 60% m/m (SCHUCK et al.,
2010).

ApoOs a etapa de concentracdo submete-se o concentrado proteico de soro
de leite a cristalizacdo. As solucbes de lactose podem se tornar extremamente
supersaturadas antes que ocorra o fendmeno da cristalizacdo (HOLSINGER, 1997).
A cristalizacdo do soro concentrado provoca a substituicdo de parte da lactose
amorfa por lactose cristalina, transformando o soro em um produto ndo higroscopico
(HYND, 1980). Apés a cristalizacdo, o retentado € alimentado em secadores de
pulverizacdo spray dryer para a produgdo do concentrado proteico de soro de leite
em poé (YEE; WILEY; BAO, 2007). A secagem por atomizagdo, pulverizacdo ou
spray-drying € um processo continuo onde um liquido ou pasta, é transformado em
produto seco, caracterizando-se pelo tempo de secagem relativamente curto. O
processo consiste basicamente na atomizacdo do liquido num compartimento que
recebe fluxo de ar quente. A rapida evaporacdo da agua permite manter baixa a
temperatura das particulas de maneira que a alta temperatura do ar de secagem nao
afete demasiadamente o produto (MADEIRA, 2009).

3.3 LACTOSE

A lactose (4-0-B-galactopiranosil-D-glucopiranose, CjioH2,011) €  um

dissacarideo constituido por uma molécula de glicose ligada a uma molécula de
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galactose (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). Segundo Carminatti (2001) a molécula
de lactose contém um numero de sitios ativos que a torna sensivel a modificacdes
enzimaticas e/ou quimicas.

A lactose pode estar presente nos produtos lacteos, em duas formas
cristalinas, a-hidratada e B-anidra. O processo de secagem do soro de leite, do
concentrado protéico de soro de leite implica na formacdo de lactose no estado
amorfo, que é altamente higroscopica. Quando a secagem é realizada sem uma
prévia cristalizacdo, ha uma grande tendéncia de agregacao de particulas coloidais,
0 que se deve a presenca de lactose em um estado vitreo ou amorfo (GANZLE;
HAASE; JELEN, 2008; MASTERS, 2002).

As fracbes de alfa e beta lactose possuem solubilidades distintas e a
mutarrotacdo € um fator importante na cristalizacdo. A forma estrutural da a-lactose
pode ser convertida na forma estrutural beta por meio da mudancga na posi¢céo da
hidroxila e do hidrogénio no grupo redutor. Esta mudanca na rotacdo na
conformacao espacial € denominada mutarrotacdo (PERRONE, 2010). Ocorre que a
a-lactose cuja rotacdo especifica a 15 °C varia de + 89 °C no inicio a + 55 °C ao
final, isto é, quando se alcanca o equilibrio com a forma B, cujo poder rotatorio €
mais baixo (+35 °C). No momento do equilibrio, as propor¢des sdo de 62% de B e
35% de a-lactose (ORDONEZ et al., 2005).

A utilizacdo da lactose esta relacionada com algumas das suas propriedades
e depende de niveis baixos de docgura relativa, sua tendéncia a cristalizacdo, sua
capacidade de acentuar sabor, seus atributos nutricionais e sua capacidade de
participar da reacdo de Maillard. Como ocorre com os polidis, a lactose estabiliza a
estrutura da proteina em solucéo, por essa razao, tem sido usada, por exemplo,
para reduzir a insolubilizacdo da lipovitelina, durante a secagem a frio, bem como
para preservar a atividade de enzimas como a quimosina, durante a secagem por
atomizagcéo (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

3.4 HIDROLISE DA LACTOSE

Uma aplicacdo com alta tecnologia € a hidrolise enzimatica da lactose, cuja

importancia econémica tem vindo a aumentar desde a década de 1960. Ao lado do
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aspecto médico de intolerancia a lactose, algumas vantagens tecnoldgicas muito
importantes resultam a partir da hidrolise da lactose em glicose e galactose. Por
exemplo, a solubilidade aumenta de 18 a 55% ( p / v ) a uma conversédo de 80% e a
docura sobe até 70 % em relacdo a sacarose (NOVALIN; NEUHAUS; KULBE, 2005).

Ha dois métodos para realizacdo da hidrélise da lactose: hidrolise &cida e
hidrélise enzimética. A hidrélise acida da lactose néo é favoravel devido a formacao
de cor castanha na solucéo, incrustacdes de resinas de troca idnica usadas no
processamento, problemas como desnaturacdo de proteinas que podem estar
presentes na solucéo de lactose e producdo de sub-produtos indesejaveis. A melhor
alternativa é a utilizagdo do método enzimatico. A hidrélise enzimética da lactose de
leite, leite desnatado e soro de leite € realizada com a adicdo da enzima [3-
galactosidase conhecida como lactase (AL-MUFTAH; ABU-REESH, 2005; SENER;
KILIC; OZBEK, 2006).

As enzimas utilizadas podem ser de origem bacteriana (Kluyveromyces
lactis, Kluyveromyces fragilis) ou fungica (Aspergillus niger, Aspergillus orizae)
(MAHAUT et al., 2004). A estabilidade e atividade da enzima depende da fonte de
onde procede (GACESA, HUBBLE, 1990).

A enzima galactosidase (lactase) esta distribuida em micro-organismos,
plantas e tecidos animais. Essa enzima catalisa a hidrélise da lactose 4-0-B-
galactopiranosil-D-glucopiranose, originando duas moléculas, uma de glicose e a
outra de galactose. A glicose é posteriormente utilizada como uma fonte de energia
e a galactose se torna um componente de glicolipidos e glicoproteinas (ANSARI;
HUSAIN, 2011; LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008).

As enzimas podem ser utilizadas na sua forma livre ou imobilizadas. Os
processos continuos com as enzimas imobilizadas podem ser realizados em
diferentes tipos de reatores de membrana (AL-MUFTAH; ABU-REESH, 2005).

Devido ao fato de que poucas pessoas sao intolerantes a baixas doses de
lactose e como se pode fornecer leite com a lactose hidrolisada, ou lactase
comercialmente disponivel em forma liquida ou em tablete, a esses individuos, os
produtos lacteos devem ser considerados como uma parte importante de uma dieta
variada e equilibrada. (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).
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3.5 INTOLERANCIA A LACTOSE

A intolerancia a lactose ocorre quando o corpo humano é incapaz de
produzir a enzima lactase, necessaria para quebrar a lactose em glicose e
galactose, e posteriormente metabolizacéo pelo organismo. Como resultado, a falta
da enzima faz com que a lactose seja fermentada no intestino, onde pode produzir
condicbes desagradaveis, tais como gas,distensdo abdominal e diarréia (ADHIKARI;
DOOLEY; CHAMBERS; BHUMIRATANA, 2010).

Cerca de 70% da populagao mundial tem hipolactasia, que muitas vezes néo
e diagnosticada (LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008). A razdo mais comum
para a ma digestdo da lactose € um declinio da atividade da lactase com aumento
da idade. Uma forma rara de hipolactasia, a auséncia da enzima lactase, pode
ocorrer ao nascimento. Os sintomas da intolerdncia variam de desconforto
abdominal, flatuléncia e diarreia dependendo da dose de lactose, do tempo de
transito e da adaptacdo das bactérias do colon (PAIGE, 2013; MATTAR; MAZO,
2010)

O termo intolerancia a lactose (hipolactasia) refere-se a ocorréncia destes
sintomas quando a dose de lactose excede a capacidade digestiva de lactase
intestinal ou em decorréncia de uma alteracéo induzida por enfermidades intestinais
subjacentes, (BROWN-ESTERS, 2012; MORENO et al., 2013, NATIONAL..., 2010).
A hipolactasia ou deficiéncia de lactase existe em trés formas distintas: congénita,
priméria e secundaria. A forma congénita manifesta um erro inato no nascimento e
que persiste ao longo da vida, sendo extremamente rara. A deficiéncia de lactase
primaria € a auséncia de lactase, parcial ou total, que se manifesta na infancia, em
diferentes idades e em diferentes grupos raciais sendo a causa mais comum de
intolerancia, ja a deficiéncia de lactase secundéria é resultado de lesdes no intestino
delgado ou por alguma patologia e pode-se apresentar em qualquer idade, mas é
mais comum na infancia (LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008; UNGER;
SCRIMSHAW, 1981; HEYMAN, 2006).

Ocorre o0 aparecimento de sinais clinicos consistentemente seguindo
algumas horas apds a ingestdo de leite ou de produtos contendo leite em
quantidades usuais por pessoas com ma absorcao de lactose comprovada (UNGER,;
SCRIMSHAW, 1981). Qiao et al. (2011) observaram (na China) correlacdo negativa
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entre consumo de leite, duracdo e frequéncia de consumo e severidade de
intolerancia a lactose e correlacdo positiva entre intolerancia a lactose e quantidade
de leite consumida, concluindo que a intolerancia a lactose estaria relacionada ao
comportamento de consumo de leite.

O diagnostico € feito por teste de tolerancia, empregando a lactose como
desafio. O teste comum de intolerancia a lactose é feito através da administracdo de
uma dose muito alta, de um a dois gramas de lactose por quilo de peso corporal. A
frequéncia relatada de intolerancia € superestimada, em decorréncia disso, a
intolerdncia a um copo de leite de 240 mL costuma ser observada entre individuos
classificados como intolerantes a lactose. Com a descoberta dos finlandeses do
polimorfismo associado com a persisténcia da lactase, principalmente no norte da
Europa, o exame genético passou a ser outra ferramenta diagnostica mais
confortdvel para o intolerante (GARZA, 1979 apud FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN 2010; MATTAR; MAZO, 2010).

Se dietas sem lactose séo utilizadas no tratamento da intolerancia a lactose,
torna-se de fundamental importancia que seja incluida nas dietas destes individuos
uma boa fonte de célcio e/ou suplementagdo de calcio para atender os niveis de
ingestao diaria recomendada (HEYMAN, 2006).

Na infancia o calcio € necessério para a mineralizacdo e crescimento 0sseo
adequado. A quantidade real de calcio necessaria depende, além da idade da
crianca, de taxas individuais de absorcao e de outros fatores dietéticos. A acao da
vitamina D promove uma adequada absorcdo intestinal de célcio (BUZINARO;
ALMEIDA; MAZETO, 2006).

3.6 IOGURTE

De acordo com Perdigon et al. (2002) o consumo de produtos lacteos
contendo micro-organismos viaveis sob a forma de iogurte e outros leites
fermentados tem aumentado ao longo das ultimas décadas, devido o seu efeito
benéfico sobre a saude.

A Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura n® 46/07 (BRASIL, 2007),

traz que, iogurte € o produto cuja fermentacdo se realiza com cultivos
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protosimbiodticos de Streptococcus salivarius subs. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, os quais podem ser acompanhados, de forma
complementar, de outras bactérias acido-lacticas que, por sua atividade contribuem
para a determinacéo das caracteristicas do produto final.

O teor de lactose também pode ser reduzido em produtos lacteos através da
fermentacdo lactica. No iogurte produzido tradicionalmente, em torno de 30% da
lactose € convertida para acido lactico (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN,
2012).

Em estudo realizado por Fuente et al. (2003) verificou-se que altas
concentracOes de minerais foram encontradas em iogurtes, confirmando-se ser fonte
de nutrientes essencias em comparacao com o leite cru. De acordo com 0s mesmos
autores, a diferenca drastica na distribuicdo dos minerais (calcio, fésforo, magnésio
e zinco) em iogurtes, quando comparadas com as amostras de leite, mostrou que 0s
elementos associados com a caseina foram redistribuidos durante a fabricagéao.

Segundo estudo realizado por Segarra et al. (2000), houve diferenca no teor
de alguns minerais em iogurtes adicionados de diferentes frutas, a presenca de
pedacos de frutas causou um aumento no teor de ferro, cobre e manganés.

Em termos de composicdo quimica, os iogurtes além de integrais podem ser
desnatados ou parcialmente desnatados. A reducdo de sélidos de gordura no iogurte
esta associada com a perda de textura. Geralmente, quando a gordura é retirada
tem-se a substituicdo por leite em po desnatado, caseinato de sodio, ou
concentrados de proteina de soro de leite (CPSs) (SANDOVAL-CASTILLA et al.,
2003). A adicdo de ingredientes lacteos nos iogurtes, também combate problemas

de sinérese, contribuindo com maior firmeza.
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RESUMO

O soro de leite € uma importante fonte de proteinas. Porém, grande parte dos
laticinios ainda descarta este subproduto da fabricacdo de queijos, gerando assim,
desperdicios e um problema socioambiental. Este trabalho teve como objetivo a
hidrolise da lactose do concentrado proteico de soro de leite (CPS) para aplicacao
como ingrediente lacteo em alimentos para intolerantes a lactose. A metodologia de
superficie de resposta (MSR) foi utilizada para investigar o efeito de dois parametros
(tempo e concentracdo de enzima) no processo de hidrélise. Com base na andlise
da MSR as condi¢cGes oOtimas de operacdo do processo para atingir o maximo de
percentual de hidrélise foram em concentracdo de enzima 0,22% por 1680 minutos a
temperatura de 8 T fixada. Depois de hidrolisado, o CPS foi submetido a secagem
por atomizacdo e apresentou valores de lactose, glicose, galactose e proteinas
iguais a 2,98; 19,41; 15,89 e 36,7 g. 100 g* de amostra, respectivamente; 5,00% de
umidade e 8,06% de cinzas. Foram realizadas andlises microbioldgicas e o produto
em po foi considerado apto ao consumo. A hidrélise da lactose do CPS pode
aumentar o uso potencial deste ingrediente lacteo em diversos alimentos para
intolerantes a lactose, aumentando desta forma a possibilidade de uso de produtos a
base de soro de leite.

Palavras-chave : Proteinas. Enzima. Temperatura. Atomizacdo. Galactose.

Ingrediente lacteo.
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1. Introducéo

O soro de leite € 0 maior subproduto da industria de laticinios. Se descartado
nos cursos de agua provoca grandes efeitos poluentes. Quando o soro é descartado
sem tratamento apresenta uma alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO), cerca
de 30 a 50g de oxigénio por litro de soro de leite. Uma inddstria com uma producéo
média de 10.000 litros de soro de leite por dia polui tanto quanto 5.000 habitantes
(Smithers, 2008; Tullio, Karkle & Candido, 2007; Candido & Kruger, 2012).

O soro de leite é composto principalmente por proteina e lactose.
Industrialmente, as proteinas do soro de leite podem ser recuperadas pelos sistemas
de membranas. O retentado € alimentado em spray dryer para secagem e producéo
dos concentrados protéicos de soro de leite (CPS) com 35 a 80% de proteina.
(Cuartes-Uribe, Alcaina-Miranda, Soriano-Costa & Bes-Pia, 2006; Yee, Wiley & Bao,
2007).

Ao longo dos ultimos anos, 0os concentrados proteicos de soro de leite tém
sido amplamente utilizados na industria de alimentos como ingredientes nutricionais
e funcionais. (Shee, Angers & Bazinet, 2007). As proteinas do soro de leite conferem
propriedades fisicas benéficas quando utilizados como ingredientes em alimentos,
tais como, gelatinizacdo, formacdo de espuma e capacidade emulsificante
(Staszewski, Jagus & Pilosof, 2011). A capacidade de formar gel apdés o
aguecimento, fornece textura desejavel a diversos alimentos (Manoi & Rizvi, 2008).
Além do valor biolégico das proteinas do soro de leite ser superior ao da maioria das
proteinas, o soro de leite tem um elevado teor de amino&cidos (Sinha, Radha,
Prakash & Paul, 2007).

Os concentrados proteicos de soro de leite comerciais apresentam além da
proteina, a lactose. A proporcdo de lactose presente na composicdo depende do
processo utilizado na producdo dos CPSs. A hidrdlise da lactose deste produto
possibilitaria 0 consumo de féormulas elaboradas a partir deste ingrediente por
pessoas intolerantes a lactose. Estima-se que mais de 70% da populacdo mundial
sofre de intolerancia a lactose, o que varia entre raca e idade. Uma porcentagem
bastante elevada das populac¢des africana e asiatica produz menos -galactosidase
intestinal (lactase) que europeus ou norte-americanos, consequentemente, a ma

digestdo da lactose € encontrada com mais frequéncia em populagfes africanas e
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asidticas do que em outras populacdes (Messia, Candigliota & Marconi, 2007,
Fennema, Damodaran & Parkin, 2010).

A hidrolise da lactose em leite e produtos lacteos para reduzir seu teor de
lactose pode aumentar o uso potencial destes produtos (Panesar, 2008). O
mecanismo de hidrélise enzimatica da lactose por p-galactosidase pode ser aplicado
a diferentes substratos (solucdes de lactose, soro de leite e leite desnatado) (Jurado,
Camacho, Luzon & Vicaria, 2002).

Devido a demanda de produtos lacteos livres ou com teor reduzido de
lactose, como alternaltiva de consumo a populagdo intolerante & lactose, o
concentrado proteico de soro de leite industrial foi submetido a hidrélise enzimatica
com a enzima [B-galactosidase de Kluyveromyces lactis com posterior secagem por

atomizacao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A hidrélise do concentrado proteico de soro de leite (CPS) foi realizada com a
enzima comercialmente denominada como lactase Maxilact LX 5000 (DSM
Globalfood) proveniente de Kluyveromyces lactis. O concentrado proteico de soro de
leite foi cedido pela empresa Sooro (Localizada em Marechal C. Rondon/PR, Brasil).
O produto foi coletado ao final da etapa de ultrafiltracdo. Posteriormente, foi
realizada a pasteurizacao lenta a 70C por 15 minutos, e em seguida o produto foi

submetido a analises fisico-quimicas.

2.2. Métodos analiticos

O valor de pH foi mensurado por leitura direta em potencibmetro digital
(pHmeter HANNA), previamente calibrado. A acidez, gordura, umidade e cinzas
foram determinadas conforme Métodos Oficiais de Analises (2006). A determinagéo
de proteinas totais foi realizada pelo método de Kjeldahl com fator de conversao
6,38 de acordo com os procedimentos e normas descritos pela AOAC (1996). Para a
determinacao da lactose inicial do CPS foi utilizada a metodologia de Folin & Wu

(1920), com leitura da absorbancia em 520 nm usando espectrotofométro UV-Vis
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modelo Lambda XLS HP9 2FX (Perkin-Elmer, Califérnia, Estados Unidos) e
conversao da lactose por curva padrao previamente estabelecida.

2.2.1. Determinacéo de glicose

A determinacdo da glicose inicial da amostra de CPS e da glicose final dos
onze ensaios do delineamento foi mensurada por método colorimétrico GOD — PAP,
(Glicose monoreagente - catalogo K082 Bioclin, Brasil), com leitura da absorbancia
em 505 nm usando espectrotofométro UV-Vis modelo Lambda XLS HP9 2FX
(Perkin-Elmer, Califérnia, Estados Unidos) e converséo da glicose por curva padrao
previamente estabelecida. As amostras foram analisadas em triplicata. Foi
considerada para efeito do célculo de hidrélise a estequiometria da reacéo, na qual,
para cada molécula de lactose degradada é formada uma molécula glicose e uma

molécula de galactose.

2.3. Condic¢bes cromatogréficas para quantificacdo dos agucares do CPS em pé

As anadlises cromatograficas foram realizadas em Cromatografo a Liquido de
Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC) com detector de indice de Refracdo (UHPLC-IR)
(Dionex Corporation, UltiMate 3000, bomba quartenaria, Sunnyvale, Software
Chromeleon, EUA). A separacao foi realizada a 35 € com coluna Supelcosil LC-
NH2, (25 cm x 4.6 mm, 5 um), usando como fase mével agua-acetonitrila (65/35, v/v)
para lactose e para glicose e galactose (73/27, viv). A taxa de fluxo foi de 1,5 mL.
min™ e o volume de injecdo foi de 20 pL. O tempo de retencdo foi de 4,2 minutos
para lactose, 5,03 minutos para glicose e 5,53 minutos para galactose. Os picos
foram identificados por comparacdo com o tempo de retencdo com padrbes de
acucares. A quantificacdo foi realizada através do método do padrdo externo. As
curvas de calibragdo para cada acucar foram preparadas em cinco niveis, a partir de
10 a 18 mg. mL™ para a lactose, glicose e galactose, todos dissolvidos em agua ultra

pura.

2.4. Preparo das amostras

Para determinacdo dos aclUcares por método colorimétrico e por

cromatografia liquida, foi realizada a desproteinizacdo das amostras de acordo com
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Essig & Kleyn (1983), com algumas adaptagfes. Para a andlise do CPS inicial foram
utilizados 2 mL de amostra, para as onze amostras do delineamento foi utilizado 1
mL e para a amostra de CPS em po foram pesados 3g. Apods, foram transferidos
para balbes volumétricos de 100 mL, adicionados 50 mL de agua ultra pura, 2 mL da
solucéo de ferrocianeto de potéassio 15% e 2 mL da solucdo de sulfato de zinco 30%,
agitado e deixado em repouso por 5 minutos, apés completou-se o volume com
agua ultra pura. Em seguida as amostras foram filtradas com papel filtro. A amostra
de CPS em po foi ainda filtrada através de filtro de seringa de nylon de 0,45 pm

antes da analise cromatografica.

2.5. Otimizacéao do processo de hidrélise enzimatica

Para o estudo da hidrdlise da lactose foi empregado um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para investigar o efeito de duas variaveis
independentes sobre a resposta percentual de hidrélise. O delineamento foi
composto por onze ensaios, com trés repeticdes no ponto central e quatro pontos
axiais (2°) (Tabela 3). As variaveis independentes concentracdo de enzima (x1) e
tempo (x2) foram analisadas em cinco niveis de variagcdo, e a Unica variavel
dependente (resposta) a ser analisada foi o percentual de hidrdlise. Os niveis reais e
codificados das variaveis estudadas no planejamento estdo apresentados na Tabela
1. Os ensaios foram conduzidos em frascos estéreis, que foram dispostos em
incubadora rotatéria modelo SL 221 (Solab, Piracicaba, S&do Paulo), mantidos a
temperatura de 8 T a fim de simular as condi¢6es i ndustriais reais e evitar possiveis
contaminagdes microbianas, com agitacao de 70 rpm. Os frascos continham 40 g de
concentrado proteico de soro de leite, aos quais foi adicionada a enzima lactase em

concentracdes definidas no planejamento experimental.

Tabela 1. Niveis reais e codificados das variaveis
estudadas no planejamento

Variaveis/ Concentracéo Tempo
Niveis Enzima (%) (min)
-1,41 0,02 104
-1 0,08 300
0 0,22 780
+1 0,36 1260

+1,41 0,41 1468
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Ao término de cada tratamento conforme o tempo definido no planejamento
estatistico, as amostras foram imediatamente imersas em agua fervente por cinco
minutos para inativagdo da enzima de acordo com Ruiz-Matute et al. (2012). As
amostras foram armazenadas a -18 T para posterior analise da formacdo de

glicose.

2.5.1. Secagem do hidrolisado por atomizacao

Apés definidas as condi¢des 6timas no delineamento, um volume de 0,8 L de
CPS hidrolisado foi submetido a secagem, em equipamento spray dryer (LM MSD
1.0 LABMAQ, Brasil), resultando em 200 g de produto em po. As temperaturas do ar
de entrada e do ar de saida foram fixadas em 120 T e 90 € respectivamente, com
pressdo controlada entre 2 a 4 Bar. O po6 foi coletado através de coletor tipo ciclone

e armazenado em recipientes secos e fechados.

2.6. Andlises microbioldgicas

Ao final de todos os ensaios do delineamento experimental, foram realizadas
analises de contagem de micro-organismos psicrotréficos em triplicata. Foram
realizadas analises de contagem de micro-organismos psicrotréficos e contagem
padrdao de mesofilos no CPS hidrolisado em pd. Para contagem de bactérias
psicrotréficas, as placas foram incubadas em PCA (Plate Count Agar) aerobicamente
a 7 °C durante 10 dias (Apha, 1992). As bactérias mesoéfilas foram incubadas em
PCA a 37 °C por 48 h para posterior contagem de acordo com Métodos Oficiais de
Andlise (2003). Para as populacbes de bactérias € apresentada a média de trés

repeticdes, convertidas em log UFC mL™ (Unidades formadoras de col6nias).
2.7. Analise Estatistica

Os resultados obtidos no delineamento experimental foram avaliados por meio
da andlise de variancia (ANOVA) utilizando-se o programa STATISTICA versédo 7.0
(Statsoft, 2007). Os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo do concentrado proteico de soro de leite antes da hidrolise

enzimatica
Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas do CPS sdo demonstrados
na Tabela 2. ApoOs a etapa de ultrafiltracdo o CPS apresentou para lactose e glicose

12,7 e 0,06 g. 100 mL™ de amostra, respectivamente.

Tabela 2. Composicdo do concentrado proteico de soro de leite

Analises Resultados*
Lactose (g. 100 mL™) 12,70 +£0,19
Glicose (g. 100 mL™) 0,06 £0,12
pH 6,20 + 0,05
Acidez (g acido latico) g’gg * 8'32
-1 y T U,
Gordura (g. 100 mL™) 9.46 + 0,20

Proteina (g. 100 mL™)

*Os resultados representam a média de trés determinacgdes e o desvio
padréo.

Nota-se que o valor de pH 6,20 esta abaixo da faixa ideal de atuacdo da
enzima, que se encontra entre 6,9 — 7,3 (Jurado, Camacho, Luzon & Vicaria, 2002).
No entanto, a baixa atividade da enzima é verificada em pH por volta de 5,5, devido
principalmente, ao fato de que o ponto isoelétrico (pl) da enzima é 5,42 (Zhou &
Chen, 2001).

3.2. Delineamento experimental e otimizacdo do processo de hidrolise

O percentual de hidrélise dos onze ensaios é apresentado na Tabela 3. Os
resultados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA). De acordo com
Rodrigues & lemma (2009), ha uma grande variabilidade inerente aos bioprocessos
que envolvem enzimas e micro-organismos, portanto, foram considerados

significativos os tratamentos com p — valores menores que 10% (p < 0,10).
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Tabela 3. Matriz dos ensaios do DCCR 2° (com valores reais e codificados) com as respostas de

percentual de hidrdlise.

Ensaio X, X, Hidrolise (%)°
1 71(0,08) 71 (300) 26,61 £ 0,52
2 +1 (0,36) -1 (300) 72,65 + 0,61
3 -1(0,08) +1 (1260) 55,00 + 1,00
4 +1 (0,36) +1 (1260) 82,07 + 1,09
5 11,41 (0,02) 0 (780) 17,69 1,00
6 +1.41 (0.41) 0 (780) 82,25 + 057
7 0(0,22) -1,41 (104) 41.46 + 0,56
8 0(0.22) +1.41 (1468) 81,10 + 051
9 0(0.22) 0 (780) 7419 + 3,05
10 0(0.22) 0 (780) 74.36 + 1,50
11 0 (0,22) 0 (780) 74.02 +0.50

= Concentracdo de enzima (%); ° = tempo de hidrélise (min)
°= Hidrolise + erro padréo: os resultados representam a média de trés determinacées.

Os efeitos estimados para cada variavel, assim como a interagdo entre eles,

foram determinados com o auxilio do software STATISTICA versdo 7.0. Os

resultados estdo listados na Tabela 4. E possivel verificar que todos os fatores

apresentaram efeitos estatisticamente significativos no intervalo de confianca de

90%.

Tabela 4. Efeito dos fatores estudados no DCCR 2° sobre o percentual de hidrolise

Fatores Efeito Erro padrdo t(5) p — valor
Média 73,98 2,48 29,76 0,0000°
X1 (L) 41,43 3,05 13,59 0,0000?
X1 (Q) -22,44 3,64 -6,17 0,0016°
Xz (L) 23,92 3,05 7,84 0,0005%
X2 (Q) -11,37 3,64 -3,13 0,0260°
X1 X2 -10,50 4,30 -2,44 0,0587°

% Fatores significantes (p < 0,10 ) L - termos lineares Q - termos quadraticos

De acordo com as estimativas dos coeficientes de regressao apresentados na

Tabela 5, a variavel mais relevante no processo de hidrdlise foi a concentracdo de

enzima. No entanto, a hidrolise também foi influenciada pelos efeitos linear e

quadratico da variavel tempo. O efeito do aumento do tempo sobre a resposta foi

atenuado quando a reagao foi realizada nas concentracdes de enzima mais

elevadas 0,22%:; 0,36% e 0,41%.

A relacdo tempo e concentracdo de enzima nos niveis superiores estudados

proporciona um aumento no percentual de hidrélise o qual pode ser confirmado pelo

gréafico de superficie de resposta (Fig.1).
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Tabela 5. Coeficientes de regressao para a resposta porcentagem de hidrélise.

Fatores Coeficientes Erro padréo t(5) p — valor
de Regresséo
Média 73,98 2,48 29,76 0,0000*
X1 (L) 20,71 1,52 13,58 0,0000*
X1 (Q) -11,22 1,82 -6,16 0,0016*
Xz (L) 11,96 1,52 7,84 0,0005%
X2 (Q) -5,68 1,81 -3,12 0,0260*
X1 X2 -5,25 2,15 -2,43 0,0587%

? Fatores significantes (p < 0,10) L - termos lineares Q - termos quadraticos.

A Tabela 6 apresenta os resultados da Analise de Variancia (ANOVA) para a
variavel percentual de hidrdlise. Verifica-se que o modelo pode ser usado para fins
preditivos, uma vez que 0 mesmo apresentou uma percentual de variancia explicada
(R?) de 98%. O teste F também mostra que o valor de Feacuiado = 116,84 é maior que
0 valor de Fiapelado = 2,522 com 90% de confian¢a, mostrando que o modelo ajustou-
se bem aos dados experimentais.

A equacao 1 representa o modelo para o percentual de hidrolise em funcgéo

das variaveis estudadas:
Hidrélise (%) = 73,98 + 20,71x; — 11,22x,% + 11,96X, — 5,68x,° — 5,25X1X> 1)
onde,

X1 = concentracao de enzima (%)

X2 = tempo (min)

Tabela 6. Analise de variancia (ANOVA) para descricdo do modelo quadratico

Fonte de variacio sQ? GL° QM° Fealculado p-valor
Regresséo 5415,48 5 1083,09 116,84 1,5504E-08
Residuos 92,69 10 9,27
Total 5508,18 15
% variacdo explicada (R%) = 98 Foio510 = 2,52

% Soma de quadrados. ® Graus de liberdade. Quadrados médios.

Considerando que, o modelo quadratico foi validado para a resposta
percentual de hidrélise, o0 mesmo foi usado para gerar a superficie de resposta.
Observa-se através da analise da superficie de resposta e curvas de contorno

(Fig. 1), que ha uma regiao 6tima para o maior percentual de hidrélise na faixa de
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combinagdes de concentragéo de enzima entre 0,22 — 0,41% e tempo de 780 — 1468
minutos.

Rodrigues e lemma (2009) enfatizam que a indicacdo de uma faixa otima das
variaveis € mais interessante do que apenas um valor pontual, visto que se pode
admitir uma variacdo nas concentragbes das variaveis estudadas ao redor dos
valores 6timos, mantendo-se ainda, o processo na condi¢do otimizada. No entanto,
0s autores sugerem a realizacdo de ensaios, nas condi¢cdes definidas apds a analise

da superficie de resposta para validacdo experimental da resposta prevista pelo
modelo proposto.

1468

1260

0
e
3
Z £
g £ 0
2 8
2 §
2
300
80
60
104 EI 4
041
0,02 0,08 0,22 0,36 ; —H
Enzima (%)
(a) (b)

Fig. 1. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para hidrélise (%), em funcdo do tempo
(min) e da concentracéo de enzima (%).

O critério para escolha da melhor condi¢do na regido otimizada foi a maxima
porcentagem de hidrélise com a menor concentracdo de enzima, devido ao alto
custo da enzima B-galactosidase. Um processo eficiente e economicamente viavel
para a hidrolise da lactose depende fortemente da producdo e do custo da enzima
em combinacdo com uma cinética favoravel e propriedades de estabilidade
(Hatzinikolaou et al., 2005). A melhor condicdo definida para validacao experimental
foi com o tempo de 1468 minutos e concentracdo de enzima 0,22%, essas
condi¢des promoveram 81,10% de hidrdlise.

Um baixo nivel de crescimento de micro-organismos psicrotréficos foi

verificado em 100% das amostras analisadas ap0s a inativacdo da enzima pelo
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tratamento térmico, com resultados inferiores a 10 UFC mL™. A adocdo de boas
praticas de fabricagdo associadas a refrigeracdo torna possivel o processo de

hidrolise em temperaturas de refrigeracao.
3.3. Validacao Experimental

Os resultados da otimizacdo foram confirmados pela realizacdo dos
experimentos na melhor condicao definida, com valores de + 0,5% desvio padrdao. A
variavel concentragcdo de enzima foi fixada em 0,22% e outros tempos de hidrélise

ainda foram estudados, conforme Tabela 7.

Tabela 7. Validagao experimental para a variavel tempo em fungdo da concentragao de enzima

Ensaio Tempo (min) Hidrdlise (%)
1 1320 79,39°
2 1468 80,89
3 1560 82,82°
4 1680 86,26%

Médias acompanhadas de letras iguais na mesma coluna, nao diferem entre si (p < 0,05).

O maximo de hidrélise da lactose (86%) foi observado apdés 1680 minutos. A
auséncia de uma acentuada melhora na hidrélise da lactose com o aumento do
tempo de incubacdo pode ser atribuido a inibicdo pelos produtos formados. A
galactose, um dos produtos finais da hidrdlise da lactose, € um forte inibidor
competitivo da enzima B-galactosidase, o efeito inibidor € acentuado principalmente
em altas concentragbes de galactose (Ansari & Husain, 2010; Freitas et al., 2012;
Klein et al., 2013; Fischer, Guidini, Santana & Resende, 2013). A velocidade da
reacao enzimatica diminui significativamente na presenca de galactose tanto para a
enzima [(-galactosidase livre como para a enzima imobilizada (Neri et al., 2009). A
enzima tem afinidade semelhante tanto para o substrato (lactose) como para o
produto (galactose) porque ambos 0s compostos sao capazes de ocupar o sitio ativo
da enzima, com igual probabilidade (Jurado, Camacho, Luzon & Vicaria, 2002).

A temperatura exerce forte influéncia no processo de hidrdlise. Para enzima
B-galactosidase de Kluyveromyces lactis a temperatura 6tima de atuacao € em torno
de 37 € (Jurado, Camacho, Luz6n & Vicaria, 2002). No entanto, industrialmente é

uma vantagem utilizar a enzima a baixas temperaturas, ja que produtos lacteos
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como o leite geralmente sdo mantidos a esta temperatura para obter melhores
condicdes assépticas (Santos, Ladero & Garcia-Ochoa, 1998).

A fim de simular as condicbes industriais e reduzir a possibilidade de
contaminacdo microbiana Klein et al. (2013) realizaram a hidrolise da lactose em
soro de leite com a enzima [-galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada a
temperatura de 7 C e pH 7,0, o grau de hidrélise da lactose obtido foi de 72%.
Neste estudo, foi verificado uma porcentagem de hidrélise de 86% em CPS com a
enzima livre em temperatura de 8 € e pH 6,20.

Conforme verificado na Fig. 1, a hidrolise da lactose em temperatura de
refrigeracdo, alcancou resultados satisfatorios nos maiores tempos de hidrolise
estudados. Efeitos similares foram observados por Santos, Ladero & Ochoa (1998),
0s autores observaram durante a hidrdlise da lactose que quando a enzima
Kluyveromyces fragilis era utilizada em temperatura de 40 C, um tempo men or de
hidrolise era necessario, se comparado a hidrélise realizada a 5 C. No entanto, 0s
autores verificaram que a enzima mantém uma atividade significativa, mesmo a

temperaturas tao baixas quanto 5 C.

3.4. Caracterizacdo do concentrado proteico de soro de leite hidrolisado em pé

As condi¢cbes que promoveram o maximo de percentual de hidrolise (tempo
1680 minutos, concentracdo de enzima 0,22% e temperatura 8 C) foram aplicadas
a hidrélise do CPS, que posteriormente foi submetido a secagem. A composi¢do do
produto apos secagem esta apresentada na Tabela 8.

Tabela 8: Andlises fisico-quimicas do concentrado proteico de soro de leite
apos secagem.

Andlises Resultados*
Lactose (g. 100 g7) 2,98 + 0,02
Glicose (g. 100 g™ 19,41 £ 0,01
Galactose (g. 100 ?'1) 15,89 + 1,10
Proteina (g. 100 g™) 36,70 £2,31
Umidade (%) 5,00 + 0,03
Cinzas (%) 8,06 + 0,01
Gordura (g. 100 g*) 2,50+ 0,00

*Média e desvio padréo.

Os resultados corroboram com os valores encontrados por Sodini, Montella &
Tong (2005). Estes autores, ao analisarem alguns CPS comerciais, encontraram
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para gordura valores entre 2,1 — 3,7 g. 100 g* de amostra, para cinzas,
aproximadamente 7,0 g. 100 g* de amostra e proteina entre 35,0 — 37,6 g. 100 g*
de amostra. Quanto menor o teor de proteinas no CPS maior o teor de lactose no
produto, conforme confirmado no estudo realizado por Ramos et al. (2012). Para
lactose, Sodini, Montella & Tong (2005) encontraram nos CPS comerciais 52,9 —
55,8 g. 100g™* de amostra, calculado por diferenca.

O concentrado proteico de soro de leite com lactose hidrolisada (CPSLH) em
p6 apresentou o total de carboidratos de 38,28 g. 100 g™ de amostra, e o contetido
de galactose mais baixo que o de glicose. E possivel que, durante a hidrélise da
lactose do CPS tenha ocorrido a formagédo de galactooligossacarideos. De acordo
com Gosling et al. (2010), na presenca de alta concentracdo de lactose a enzima
pode produzir galactooligossacarideos (GOS). A formacdo de GOS em leites
desnatados cormerciais foi verificada por Rodrigues-Colinas et al. (2014), a
formacao ocorreu tanto na temperatura de refrigeracao estudada (4 °C), como na
temperatura de 40 °C, a producéo foi de 4,8 e 7,0 g. L™, respectivamente. A hidrélise
da lactose, seguida da secagem por atomizacéo possibilitou a producdo de CPS em
pd com apenas 2,98 g de lactose por 100 g de CPS.

As analises de contagem de psicrotroficos apresentaram resultados inferiores
a 10 UFC. mL™. A média das triplicatas realizadas para a contagem padrdo de
mesdfilos apresentou 1,68 + 0,14 log UFC. mL™. De acordo com as andlises
microbioldgicas o produto pode ser considerado apto ao consumo.

Em decorréncia da alta higroscopicidade da lactose, industrialmente é
necessario realizar a etapa de cristalizacdo da lactose, antes da etapa de secagem
do CPS por atomizacdo. Com a hidrélise da lactose foi possivel eliminar a etapa de
cristalizacdo, sendo possivel submeter o produto diretamente ao processo de
atomizacao, obtendo um produto em pé com caracteristicas similares aos produtos

comerciais.
4. CONCLUSOES

As condi¢des para alcancar o maximo de hidrélise da lactose do CPS foram:
concentracdo de enzima 0,22% e tempo 1680 minutos, na temperatura fixada de
8%C. O estudo mostrou que o processo de hidrdlise r ealizado a baixas temperaturas

requer um tempo maior de hidrélise. Com a hidrdlise da lactose, é possivel reduzir a
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etapa de cristalizacdo que industrialmente antecede o processo de secagem por
atomizacdo do CPS. A hidrélise da lactose pode aumentar o uso potencial deste
produto como ingrediente lacteo em diversos alimentos destinados a pessoas com
intolerancia a lactose, aumentando desta forma a possibilidade de uso de produtos a
base de soro de leite, contribuindo para reducédo do descarte de soro de leite no
meio ambiente. E recomendavel a aplicacdo de técnicas como a diafiltragdo antes

do processo de hidrolise para reducéo de 100% da lactose do produto.
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RESUMO: A hidrélise da lactose do leite associada ao processo de fermentacéo
torna possivel a producéo de iogurte com reduzido teor de lactose. Neste estudo, foi
aplicada a Metodologia de Superficie de Resposta, por meio de um Delineamento
Composto Central Rotacional com onze ensaios, trés repeticdes no ponto central e
quatro pontos axiais (2°), com o objetivo de encontrar a melhor condicdo para
hidrolise da lactose do leite. Com base na analise da Superficie de Resposta, a
regido Otima para alcancar o maximo de hidrdlise foi nas concentracées de enzima
entre 0,10 — 0,13% por 120 — 205 minutos, com percentual de hidrolise satisfatorio
em torno de 88 a 94% a temperatura de 38 °C. Foram desenvolvidas seis
formulagdes de iogurtes, adicionadas com concentrado proteico de soro de leite com
lactose hidrolisada (CPSLH) e leite em p6é desnatado (LPD). Os iogurtes foram
submetidos a analises fisico-quimicas e microbioldgicas, capacidade de retencao de
agua, sinérese, viscosidade, perfil de textura e quantificacdo de acgucares. A adicdo
de CPSLH possibilitou a producédo de iogurte natural integral com teor reduzido de
lactose, aumentou a capacidade de retencdo de agua (CRA) e diminuiu a sinérese.
A utilizacdo do concentrado proteico de soro de leite (CPS) contribui para o aspecto
nutricional e funcional tecnolégico do produto, confere economia ao processo
produtivo e reducdo de impactos ambientais causados pelo descarte do soro de
leite.

Palavras-chave : Leite em p0 desnatado. Proteinas. Hidrolise.
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1. Introducéo

Os iogurtes produzidos através da fermentacdo lactica do leite alcancaram
consideravel importancia econdmica e sao consumidos como alimentos saudaveis
em todo o mundo. A industria de lacteos vem se fortalecendo na busca para produzir
produtos de valor agregado, ampliando o portfélio de produtos para atingir publicos
diferenciados, e que necessitam de produtos especiais. Nessa categoria, tém-se 0s
alimentos para intolerantes a lactose.

Na industria de laticinios a enzima [B-galactosidase tem potencial importancia,
pois promove a hidrélise da lactose, em glicose e galactose. A lactose é um
dissacarideo encontrado no leite, geralmente em concentragdes em torno de 5%
(GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). O teor de lactose também pode ser reduzido em
produtos lacteos através da fermentacdo lactica. No iogurte produzido
tradicionalmente, em torno de 30% da lactose é convertida para acido lactico
(HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).

A hidrélise do leite associada ao processo de fermentacdo pode tornar
possivel a producdo de iogurte com reduzido teor de lactose. Aléem do sabor, as
caracteristicas de aparéncia, consisténcia e textura sdo importantes critérios de
aceitacéo pelo consumidor.

Tradicionalmente, o leite em p6 desnatado (LPD) é utilizado para enriquecer o
leite antes da fermentacdo, porém, o aumento da qualidade e disponibilidade de
outros ingredientes lacteos, como concentrados proteicos de soro de leite (CPS),
pode fornecer uma alternativa de baixo custo. (SODINI; MONTELLA; TONG, 2005).

Este trabalho teve como objetivo aplicar a metodologia de superficie de
resposta ao processo de hidrolise da lactose do leite, buscando encontrar a melhor
condicdo de hidrdlise, para posterior producdo de iogurte com teor reduzido de
lactose adicionado de CPS com lactose hidrolisada em comparacdo ao iogurte
adicionado com LPD.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A hidrélise do leite pasteurizado foi realizada com a enzima comercialmente
denominada como lactase Maxilact LX 5000 (DSM Globalfood) proveniente de
Kluyveromyces lactis. Utilizou-se o leite em p6 desnatado da marca Aurora
(Cooperativa Central Aurora Alimentos). O concentrado proteico de soro de leite foi
hidrolisado e submetido a secagem por atomizagdo na UTFPR (Universidade
Tecnologica Federal do Parana) Campus Medianeira. O leite pasteurizado integral

foi adquirido no comércio local.

2.2 Métodos analiticos

O valor de pH foi mensurado por leitura direta em potencibmetro digital
(pHmeter HANNA), previamente calibrado. A acidez foi determinada por titulagao
com solugcéo de NaOH 0,1mol/L (BRASIL, 2006). A gordura, umidade e cinzas foram
determinadas conforme metodologia descrita na Instrucdo Normativa n° 68/06
(BRASIL, 2006). A determinacdo da proteina bruta foi realizada pelo método de
Kjeldahl com fator de converséo 6,38 (AOAC, 1996). O grau Brix foi medido atraves
de refratbmetro. Para a determinacgéo do teor de lactose inicial do leite foi utilizada a
metodologia de Folin Wu (1920), com leitura da absorbancia em 520 nm usando
espectrotofométro UV-Vis modelo Lambda XLS HP9 2FX (Perkin-Elmer, California,

Estados Unidos) e conversao da lactose por curva padrao previamente estabelecida.

2.2.1 Determinacao da glicose

A determinacdo da glicose inicial da amostra de leite pasteurizado e da
glicose final dos onze ensaios do delineamento foi mensurada por método
colorimétrico GOD — PAP, (Glicose monoreagente - catalogo K082 Bioclin, Brasil). A
glicose é oxidada enzimaticamente pela Glicose Oxidase (GOD) de acordo com a

seguinte reacao:
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Glicose + Oz + H20 gog, Acido Glucdnico + H20; (1)
2H,0; + 4 aminoantipirina + fenol egp JAntipirilquinonimina + 4H,0

O perdéxido de hidrogénio, em presenca da peroxidase (POD) reage com a 4 -
aminoantipirina e fenol, formando um cromégeno vermelho cereja cuja intensidade
de cor é proporcional a concentracdo de glicose. A leitura da absorbancia foi
efetuada em 505 nm usando UV-Vis espectrotofométro modelo Lambda XLS HP9
2FX (Perkin-Elmer, Califérnia, Estados Unidos) e a conversao em glicose por curva
padrdo previamente estabelecida. As amostras foram analisadas em triplicata. Foi
considerada para efeito do célculo de hidrélise a estequiometria da reacéo, na qual,
para cada molécula de lactose degradada é formada uma molécula glicose e uma

molécula de galactose.
2.3 Condigbes cromatograficas
2.3.1 Condi¢bes cromatograficas para analises dos iogurtes

Foram realizadas andlises cromatogréficas para quantificacdo dos acgucares:
lactose, glicose e galactose e acido lactico nas amostras de iogurtes em
Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de indice de
Refracdo (Varian, bomba Pro Star, com amostrador automatico modelo 410). A
separacao foi realizada a 40 T com coluna Hiplex-H (300mm x 6,5 mm), usando
como fase moével H,SO, 8mM. A taxa de fluxo foi de 0,4 mL. min™ e o volume de
injecdo foi de 20 pL. Os tempos de retencao para lactose, glicose, galactose e acido
lactico foram de 9; 10; 11 e 14 minutos, respectivamente. As analises foram

realizadas em duplicata.
2.3.2 Condic¢bes cromatograficas para analises do CPSLH e LPD

As andlises cromatograficas para quantificacdo dos acucares, foram
realizadas em Cromatografo a Liquido de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC) acoplado de
indice de Refragdo (UHPLC-IR) (Dionex Corporation, UltiMate 3000, bomba
quartenaria, Sunnyvale, Software Chromeleon, EUA). A separacao foi realizada a

35C com coluna Supelcosil LC-NH2, (25 cm x 4.6 mm, 5 pum), usando como fase
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movel agua-acetonitrila (65/35, v/v) para lactose e para glicose e galactose(73/27,
v/v). A taxa de fluxo foi de 1,5 mL. min™ e o volume de injecéo foi de 20 pL. O tempo
de retencdo foi de 4,2 minutos para lactose, 5,03 minutos para glicose e 5,53
minutos para galactose. Os picos foram identificados por comparagdo com o tempo
de retencdo com padrdes de aclUcares. A quantificacdo foi realizada através do
método do padrdo externo. As andlises foram realizadas em duplicata.

2.4. Preparo das amostras

Para determinacdo dos acucares pelo método colorimétrico e por
cromatografia liquida, foi realizada a desproteinizacdo das amostras de acordo com
Essig & Kleyn (1983), com adapta¢cdes. Foram utilizados 4 mL do leite pasteurizado;
2 mL dos onze ensaios do delineamento; 3g do CPSLH e do LPD em pé e 1 mL de
cada amostra de iogurte. As amostras foram transferidas para bal6es volumétricos
de 100 mL, em seguida adicionou-se 50 mL de agua ultra pura, 2 mL da solucéo de
ferrocianeto de potassio 15% e 2 mL da solugéo de sulfato de zinco 30%, agitado e
deixado em repouso por 5 minutos, apos completou-se o volume com agua ultra
pura. Em seguida as amostras foram filtradas com papel filtro. As amostras de
CPSLH e de LPD foram ainda filtradas, através de filtro de seringa de nylon de 0,45

pum para posterior injecdo no cromatografo.

2.5 Otimizacgéao do processo de hidrélise enzimatica

Para a hidrdlise, foi empregado o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para investigar o efeito de duas variaveis independentes sobre o percentual
de hidrdlise. O delineamento foi composto por onze ensaios, com trés repeticdes no
ponto central e quatro pontos axiais (2°) (Tabela 2). As variaveis independentes
concentracdo de enzima (x1) e tempo (x2) foram analisadas em cinco niveis de
variacdo, e a Unica varidvel dependente (resposta) a ser analisada foi o percentual
de hidrdlise. Os niveis reais e codificados das variaveis estudadas no planejamento
estdo apresentados na Tabela 1.

Os ensaios foram conduzidos em frascos estéreis, que foram dispostos em

incubadora rotatéria modelo SL 221 (Solab, Piracicaba, S&do Paulo), mantidos a
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temperatura de 38 T com agitacdo de 70 rpm. Os frascos continham 40 mL de
leite, aos quais foi adicionada a enzima lactase nas concentragbes definidas no

planejamento estatistico.

Tabela 1: Niveis reais e codificados das variaveis
estudadas no planejamento

Variaveis/ Concentracéo Tempo
Niveis Enzima (%) (min)
-1,41 0,07 35
-1 0,08 60
0 0,10 120
+1 0,12 180
+1,41 0,13 205

Ao término de cada tratamento conforme o tempo definido no planejamento
estatistico, as amostras foram imediatamente imersas em agua fervente por cinco
minutos para inativagao da enzima (RUIZ-MATUTE et al., 2012). As amostras foram

armazenadas a -18 T para posterior analise.

2.6 Fermentacédo do iogurte

Apos definida as condi¢des 6timas no delineamento, foram hidrolisados 6 L
de leite para producdo dos iogurtes integrais. O leite foi suplementado com os
ingredientes lacteos, leite em p6 desnatado e concentrado proteico de soro de leite
“isolados” ou em “par”, conforme Tabela 2. A cultura lactea utilizada foi a Yomix 499
(Streptococcus salivarius subs. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus) da CRH HANSEN. O leite foi aquecido a 85 °C por 10 minutos e resfriado
a 40 °C através de banho de &gua e gelo. Inoculou-se 1 g de cultura lactea para
cada 1 L de leite utilizado nas formulacdes. As amostras foram incubadas a
temperatura de 40 °C até o pH atingir 4,5 a 4,6, em seguida resfriadas e mantidas a
24h por 4 °C, para posterior avaliacdo quanto a determinacdo da capacidade de

retencdo de agua, sinérese e viscosidade.
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Tabela 2: Adicdo de suplementos as bases de leite e leite controle utilizados
para producdo de iogurte integral.
Base leite Suplementacéo (%)
LPD CPSLH

Controle
LPD1
LPD2
CPSLH1
CPSLH2 -
LPD:CPSLH 1
LPD = Leite em p6 desnatado; CPSLH = Concentrado proteico de soro de leite
lactose hidrolisada.

RPN

B AN

2.7 Sinérese das amostras de iogurte

Para medir a sinérese foi utilizado o método descrito por Riener et al. (2010),
com adaptacfes. Foram pesados 30 g de cada amostra de iogurte (A), espalhados
uniformemente em papel filtro Whatman n°L, os quais foram colocados em funis e
estes colocados no topo de cilindros graduados. Os conjuntos foram colocados em
temperatura de 4 °C durante 5 horas. O soro expelido (S) foi recolhido e registrado.
As analises foram realizadas em triplicata. A sinérese foi calculada usando a

equacao 1 que segue:
Sinérese (%) = (S/A) * 100% (1)
2.8 Capacidade de retencéo de agua

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada de acordo com
procedimento adaptado de Guzman-Gonzalez et al. (1999). Uma amostra com 20g
de iogurte natural (IN) foi centrifugada por 10 minutos a 487 x g a 20 °C. O soro
expelido (SE) foi removido e pesado. As analises foram realizadas em triplicata. A
CRA foi definida conforme equacéo 2:
CRA (%) = 100 (IN—SE) / IN (2)

2.9 Viscosidade

A viscosidade foi determinada a temperatura de 10 °C utilizando viscosimetro

Brookfield modelo RVT, com sensor de cisalhamento quatro e velocidade 20 rpm. As



53

analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram registrados em
centipoise (BRASEQ, 2000).

2.10 Andlise do perfil de textura

As amostras de iogurtes foram colocadas em recipientes plasticos e mantidas
em geladeira por 2h para recuperacdo da estrutura e estabilizacdo da temperatura
10 °C, conforme Sandoval-Castilla et al. (2004), com algumas adaptacdes. As
caracteristicas de textura dos iogurtes foram obtidas através de texturbmetro TA.TX
Plus (Stable Micro Systems Ltda. Extralab Brasil). Os experimentos foram realizados
por meio de testes de compressdo: um probe de 35 milimetros diametro foi usado
para medir o perfil textural das amostras (distancia: 15 mm, velocidade de ensaio: 5
mm s™). Na anélise do perfil de textura trés caracteristicas de interesse para este
estudo foram utilizadas, firmeza, adesividade e elasticidade. Todas as amostras

foram analisadas em duplicata.

2.11 Andlises microbioldgicas

2.11.1 Contagem de bactérias lacticas

A contagem das bactérias lacticas totais foi realizada apos 48 horas de
producdo. Foram pesadas 25 + 0,2g da amostra e adicionado 225 mL da solucao de
dgua peptonada 0,1%, em seguida feitas as diluicbes apropriadas.
Subsequentemente, Streptococcus thermophilus foi plaqueado em agar M17 e
incubado em aerobiose 43 + 1°C por trés dias (CHR HANSEN, 2002a), e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus foi plaqueado em agar MRS e incubado
em anaerobiose 37 £ 1 °C por trés dias (CHR HANSEN, 2002b). A enumeracao da
contagem microbiana foi realizada em placas contendo 30-300 colbnias. Para as
populacdes de bactérias sdo apresentadas a média de trés repeticbes, convertidas

em log UFC g™. As andlises foram realizadas em triplicata.
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2.11.2 Contagem padrdo de mesdfilos no leite apds a hidrélise, coliformes totais,

coliformes termotolerantes e analise de bolores e leveduras no iogurte.

Para avaliacdo de mesofilos, as amostras foram incubadas em agar PCA a 37
°C por 48 h para posterior contagem (BRASIL, 2003). Para a analise de bolores e
leveduras, as amostras depois de diluidas foram transferidas em placas contendo o
agar dicloran base com rosa bengala (DBRC), incubadas por 37 £ 1 °C por cinco
dias, para posterior contagem (NF ISO 21527-1, 2008). Para coliformes totais e
termotolerantes as diluicdes das amostras foram inoculadas em &gar cristal violeta
vermelho neutro bile (VRBA), para contagem das coldnias suspeitas de coliformes
totais foi realizada a inoculacédo em agar caldo verde brilhante bile 2% lactose, com
posterior incubacdo a 36 + 1 °C. Para coliformes termotolerantes, a confirmacéo foi
feita em caldo EC com posterior incubacao em temperatura de 45 + 0,2 °C (BRASIL,
2003). As andlises foram realizadas em triplicata e foi realizado a soma das

contagens.

2.12 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos no delineamento experimental foram avaliados através
da andlise de variancia (ANOVA) utilizando-se o programa STATISTICA versédo 7.0
(STATSOFT, 2007). Os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey (p <
0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Delineamento experimental e otimizacdo do processo de hidrdlise

A resposta expressa em valores médios de trés repeticdes, dos onze ensaios

€ apresentada na Tabela 3. Os resultados foram avaliados pela analise de variancia
(ANOVA).
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Tabela 3: Matriz dos ensaios do DCCR 2° (com valores reais e codificados) com as respostas de

percentual de hidrdlise.

Ensaio X Xz Hidrolise (%)°
1 ~1(0,08) -1 (60) 73,92 + 0,20
2 +1(0,12) -1 (60) 79,70 £ 0,61
3 -1(0,08) +1 (180) 81,41 + 1,00
4 +1(0,12) +1 (180) 91,09+0,13
5 - 1,41 (0,07) 0 (120) 85,15 + 1,00
6 +1.41 (0.13) 0 (120) 94.17 + 0,07
7 0 (0,10) 11,41 (35) 69.37+0.12
8 0 (0,10) +1.41 (205) 90,89 + 0,09
9 0 (0,10) 0 (120) 88.01+0.10
10 0(0,10) 0 (120) 89,40 + 0,08
11 0(0,10) 0 (120) 89,63 + 0,10

Concentracéo de enzima (%); "= tempo de hidrélise (minutos)

°Hidrélise + erro padréo: os resultados representam a média de trés determinacgdes.

Os efeitos estimados para cada varidvel, assim como a interagdo entre eles,

foram determinados com o auxilio do software STATISTICA versdao 7.0. Os

resultados estdo listados na Tabela 4. De acordo com a analise dos efeitos, o

percentual de enzima no nivel quadratico e a interacdo entre as duas variaveis nao

apresentaram efeitos estatisticamente significativos no intervalo de confianca de

95%.

Tabela 4: Efeito dos fatores estudados no DCCR 2° sobre o percentual de hidrélise

Fatores Efeitos Erro padrao t(5) p — valor
Média 89,02 1,69 52,58 0,0000?
X1 (L) 7,32 2,08 3,62 0,0168°
X1 (Q) -1,17 2,48 -0,47 0,6566

Xz (L) 12,59 2,07 6,06 0,0017°
X2 (Q) -10,75 2,48 -4,34 0,0074%
X1 X2 -1,44 2,93 -0,49 0,6434

? Fatores significantes (p < 0,05) L - termos lineares Q - termos quadraticos

O efeito de cada variavel pode ser observado pela magnitude e significancia,

associado com o0 respectivo coeficiente no modelo ajustado para a resposta.

Os coeficientes de regressdo (Tabela 5), mostraram que as duas variaveis

contribuem para aumentar o percentual de hidrélise. No entanto, a variavel mais

relevante no processo de hidrolise foi o tempo de hidrdlise, com efeito dos fatores

linear e quadréatico significativos (p < 0,05).
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Tabela 5: Coeficientes de regressao para a resposta porcentagem de hidrélise

Fatores Coeficientes de Erro padrédo t(5) p — valor
Regresséo

Média 88,47 1,09 81,19 0,0000%

Xy (L) 3,65 0,92 3,98 0,0052%

Xz (L) 6,29 0,92 6,86 0,0000*

X2 (Q) -5,20 1,05 -4,97 0,0016*

? Fatores significantes (p < 0,05) L - termos lineares Q - termos quadraticos

A Tabela 6 apresenta os resultados da Analise de Variancia (ANOVA) para a
variavel percentual de hidrdlise. Verifica-se que o modelo pode ser usado para fins
preditivos, uma vez que o0 mesmo apresentou um percentual de variancia explicada
(R?) de 92%. O teste F também mostra que o valor de Feacuiado = 17,904 é maior que
o0 valor de Fiapelado = 2,414 com 95% de confianca, mostrando que o modelo ajusta-se
bem aos dados experimentais.

Analisando os coeficientes de regressdo e ignorando os fatores né&o
significativos (p < 0,05), obtém-se o modelo para o percentual de hidrolise em funcéo

das variaveis estudadas.

Hidrolise (%) = 88,47 + 3,65x; + 6,29%, — 5,20x,° (2)
onde,
X1 = concentracdo de enzima (%)

X2 = tempo (minutos)

Tabela 6: Analise de variancia (ANOVA) para descricdo do modelo quadratico

Fonte de variacéo sQ? GL" QM° Fealculado p-valor
Regresséao 589,15 7 84,16 17,90 6,616E-05
Residuos 47,01 10 4,70
Total 636,16 17

% variancia explicada gRZ) =92 Foo70=241 o
Soma de quadrados. ~ Graus de liberdade. ~ Quadrados médios.

Considerando que o modelo quadratico foi validado para a resposta
percentual de hidrélise, o0 mesmo foi usado para gerar a superficie de resposta e as
curvas de contorno apresentados na Figura 1. A analise da superficie de resposta e
das curvas de contorno reforca a influéncia significativa que o tempo tem sobre a
hidrélise. Os parametros indicam uma regido 6tima nas condi¢des de 0,10 — 0,13%
de concentracdo de enzima e na faixa de 120 — 205 minutos, com percentual de

hidrolise satisfatorio em torno de 88 a 94%. Bernal e Jelen (1985), ao estudarem a
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hidrolise da lactose em leite desnatado com a enzima [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis, nas condicdes de temperatura 38 C, concentracdo de enzima
1g. L, pH 6,8, por 60 minutos obtiveram cerca de 50% de hidrélise. Enquanto que,
Erich, Anzmann e Fischer (2012) ao hidrolisarem leite desnatado com a enzima f3-

galactosidase Kluyveromyces lactis, por 24 h a 8 T encontraram apds a hidrolise,
quantidade menor que 100 mg. L™ de lactose.

\5j) 2TRW
Tempo (minutos)

5 [
0,07 0,08 0,10 0,12 013 b
Enzima (%)

(a) (b)
Fig.1. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para hidrélise (%) em funcdo do tempo
(min) e da concentracéo de enzima (%).

O critério para escolha da melhor condicdo na regido otimizada foi a maxima
porcentagem de hidrolise com o menor tempo, devido a temperatura ideal de
crescimento de micro-organismos mesofilicos patogénicos.

3.2 Validacao Experimental

Os resultados da otimizagdo foram confirmados pela realizagdao dos

experimentos em triplicata na condicdo definida como 6tima, com 120 minutos e
0,13% de enzima.

Tabela 7: Validacdo experimental em funcao do tempo de hidrélise
Ensaio Tempo (minutos) Hidrélise (%)

6 120 94 £ 0,47
O resultado representa a média de trés determinacdes e o desvio padrao.
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Conforme apresentado anteriormente na Tabela 2, o teor de glicose inicial do
leite (0,01 g. 100 mL™), quase insignificante, corresponde a quantidade geralmente
encontrada no leite. Com a hidrolise enzimatica o teor de glicose aumentou para
2,35 g. 100 mL™ de leite, representando 94% de hidrélise, considerando a reacéo
estequiométrica que ocorre na hidrdlise da lactose. Messia, Candigliota e Marconi
(2007) ao estudarem a hidrolise da lactose com enzima B-galactosidase em leite
com lactose inicial de 4,8 g. 100 mL™, encontraram apés a reacéo de hidrélise valor

de glicose igual a 2,3 g. 100 mL™ de leite.

3.3 Andlises Microbioldgicas

Para investigar o efeito do crescimento microbiologico associado ao tempo de
hidrolise e a temperatura, foram realizadas analises de contagem padrédo de
mesofilos ao término de todos os ensaios. Nas andlises de contagem padrdo de
meso6filos da matéria-prima inicial, os resultados foram inferiores a 10 UFC mL™. Na
Tabela 8 sdo apresentadas as médias dos valores de contagem de micro-

organismos dos tratamentos, apos a hidrélise.

Tabela 8: Contagem padrdo de mesofilos para micro-organismos presentes nos tratamentos apés a
hidrélise enzimatica.

Ensaios Enzima (%) Tempo (minutos) (log UFC mL™)
1 0,08 60 2,00 + 0,007
2 0,12 60 2,00 + 0,00
3 0,08 180 4,60 +0,02°
4 0,12 180 4,54 +0,05°
5 0,07 120 2,00 + 0,00
6 0,13 120 2,30+0,17°
7 0,10 35 2,00 + 0,00
8 0,10 205 4,92 + 0,032
9 0,10 120 2,25 + 0,24
10 0,10 120 2,00 + 0,00
11 0,10 120 2,10 + 0,00*

* Os valores sao dados como médias das triplicatas: médias na coluna seguidas por letras iguais ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de tukey (p < 0,05).

Os tratamentos realizados nos maiores tempos de hidrolise (180 e 205
minutos), apresentaram os maiores resultados nas contagens de mesdfilos. Verifica-
se que estas condicdes atreladas a temperatura de 38 C estudada propiciam a
proliferacdo de micro-organimos deteriorante no leite, portanto, a reacdo nas
condi¢cbes estudadas ndo deve ultrapassar 120 minutos. Essa condicdo também foi

verificada por Trevisan (2008), ao trabalhar com temperaturas de 22, 32 e 36 C. O
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autor concluiu que o crescimento de micro-organismos era proporcional ao aumento

do tempo de hidrélise nas temperaturas estudadas.
3.4 Caracterizacdo dos ingredientes lacteos
A caracterizacdo dos ingredientes lacteos utilizados na fabricacdo dos

iogurtes (leite em p6 desnatado, concentrado proteico de soro de leite com lactose

hidrolisada e leite pasteurizado) € apresentada na Tabela 9.

Tabela 9: Caracterizacdo dos ingredientes lacteos utilizados nas formulagfes de iogurtes

Produtos Lactose Glicose Galactose Proteina Gordura Cinzas
LPD (g. 100 g'l) 50,0+2,36 0,10+0,04 ND 35,4 +0,05 0,05+0,00 4,03+0,05
Leite(g. 100 mL'l) 5,00+0,08 0,01+0,00 ND 3,07+0,01 3,11+0,03 0,71+0,12

CPSLH(g. 100gY) 2,98+0,02 19,41+0,01 1589+1,10 36,7+2,31 2,50 +0,00 8,06 0,01

Os resultados representam a média e o desvio padrao das amostras. ND = N&o Detectado.
3.5 Composi¢do quimica das amostras de iogurtes

Apos definida a melhor condicdo de hidrdlise, foram produzidas as amostras
de iogurtes. O tempo de fermentagdo e a composi¢cado quimica da amostra controle e
das bases de leite experimentais, adicionadas com CPSLH e LPD em diferentes

propor¢cdes separadas ou em mistura sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Composi¢ao quimica das formulacdes de iogurtes e tempo de fermentagao

Propriedades Controle LPD1 LPD2 CPSLH1 CPSLH2 CPSLH:LPD
Fermentacdo (h:mim) 04:16 04:30 04:50 04:55 04:58 04:52

Ph 4,51° 4,60% 4,60% 4,57° 4,59% 4,54°
Acidez (g. &cido latico) 0,89% 0,85  0,84° 0,87 0,86 0,88
Protefna (g. 100 g™) 2,9° 3,6 4,2° 3,7° 4,42 3,7°
Sélidos soltveis °Brix 7,33° 9,00° 10,67° 9,00 10,672 9,33
Sélidos totais (g. 100 g™) 11,01° 12,55° 14,33*  12,66" 14,55 12,83°
Gordura (g. 100 g™) 3,20% 3,20% 3,20% 3,30% 3,30% 3,30%
Umidade 88,98% 87,44° 8566°  87,33° 85,44° 87,16"
Cinzas (g. 100 g™) 0,79% 0,75% 0,99% 0,79% 0,91% 0,87%

* Os valores sao dados como médias das triplicatas: letras diferentes sobrescritos na mesma linha
diferem significativamente (p < 0,05).

Em média os teores de proteinas, sélidos totais e sdlidos solUveis variaram
entre 2,9 a 4,4 g. 100 g*, 11,01 a 14,55 g. 100 g* e 7,3 a 10,67 g. 100 g* de
amostra, respectivamente, apresentando diferencga significativa (p < 0,05). A razéo
entre a adicdo de proteinas e o aumento do teor de sélidos totais é verificado nas

amostras. Ao aumentar o teor de soélidos totais, baixos indices de sinérese podem
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ser observados, e consequentemente a textura do iogurte melhora a caracterizagéo
sensorial e instrumental medidas do produto, mesmo se o teor total de sélidos é
aumentada pela adicdo de agentes de estabilizacdo de sacarose ou outros
(MARAFON et al., 2011).

Em média, o teor de umidade variou entre 85,44 a 88,98 g. 100 g* de
amostra e apresentou diferenca significativa em (p < 0,05). O teor de umidade esta
atrelado a quantidade de solidos totais, pois quanto maior, menor o teor de umidade.
Nenhuma diferenca significativa (p < 0,05) foi observada na quantidade de gordura
das amostras que variou de 3,2 a 3,3 g. 100 g™ de amostra, e no valor de cinzas que
variou de 0,75 a 0,99 g. 100 g™ de amostra.

O tempo necesséario para atingir um pH de 4,6 € tipicamente usado como uma
indicacdo de tempo de fermentacao na fabricacdo de iogurte (TAMIME; ROBINSON,
1999). O pH final das amostras variou entre 4,51 a 4,60 com diferenca estatistica
significativa (p < 0,05). As amostras contendo LPD seguidas das amostras
adicionadas de CPS, apresentaram uma reducdo mais lenta de pH durante a
fermentacdo se comparadas com a amostra controle. Este comportamento durante a
fermentacao pode ser explicado pela influéncia da forga iGnica mais elevada quando
o LPD e o CPS estao presentes. De acordo com Gonzalez-Martinez et al. (2002), a
alta concentragéo de ions contribui para diminuir a atividade dos fermentos lacteos e
consequentemente diminui a concentracdo de acido lactico. Puvanenthiran, Willians
e Ausgustin (2002) em seus estudos, observaram que 0S componentes proteicos
das misturas sao um fator determinante da duracéo do tempo de fermentagédo dos
iogurtes, 0os autores observaram ainda que, o aumento do tempo para atingir o pH
4,6 também refletiu em um aumento no tempo para o inicio da gelificacdo. Assim
como o pH, a acidez apresentou diferenca significativa (p < 0,05) e variou de 0,84 a
0,89 g de &cido latico.

O tempo de fermentacdo do iogurte pode ser reduzido com a hidrélise da
lactose. A gquebra da lactose e consequentemente formacéo de glicose e galactose,
facilita o processo de reducdo da glicose em &acido lactico pelas bactérias
fermentadoras. O'leary e Woychik (1976) em seus estudos, observaram diferencas
na taxa de declinio de pH durante a fermentagdo da amostra controle e de amostras
com leite hidrolisado, a utilizacdo dos carboidratos em leite hidrolisado pela cultura
lactica, produziu acido latico mais rapidamente, e a taxa de declinio do pH foi mais

rapida do que na amostra controle.
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3.5.1Teor de carboidratos nos iogurtes

A quantidade de carboidratos (lactose, glicose e galactose) presente nas
amostras de iogurtes é apresentada na Tabela 11. A amostra controle apresentou o
menor valor para lactose 0,05g. 100 g* de amostra, seguida das amostras CPSLH1;
CPSLH2 e CPSLH:LPD que apresentaram 0,09g. 100 g*; 0,13g. 100 g* e 0,34g. 100

g de amostra, respectivamente.

Tabela 11: Teores de carboidratos presente nas formula¢cdes de iogurtes

Componente Controle LPD1 LPD2 CPSLH1 CPSLH2 CPSLH:LPD
(g. 100 g

Lactose 0,05+0,00°  0,60+0,00° 1,25+0,00° 0,09+0,00° 0,13+0,00°  0,34+0,00'
Glicose 1,35+0,07* 1,21+0,04° 1,19+0,00° 1,62+0,00° 1,88+0,00  1,31+0,01%

Galactose 2,09+0,05%  2,02+0,09%° 2,06+0,01% 240+0,02° 2,63+0,01° 2,12+0,01°

* Os valores sdo dados como médias das duplicatas: letras diferentes sobrescritos na mesma linha
diferem significativamente (p < 0,05).

De acordo com a legislacdo brasileira, o produto para ser considerado um
alimento para dietas com restricao a lactose, deve apresentar valor de lactose de no
maximo 0,5 g. 100 g de amostra (ANVISA, 1998). As amostras adicionadas com
LPD apresentaram valores de lactose acima do permitido pela legislacéo.

A maior reducao de lactose verificada nas amostras adicionadas com CPSLH,
comparada com as amostras fortificadas com LPD, se deve ao fato da aplicagéo de
concentrado proteico de soro de leite com teor reduzido de lactose. Os
cromatogramas das seis formulacdes sao apresentadas na Fig 2. A galactose foi o
acucar predominante encontrado em todas as formulagbes de iogurtes. Esta
observacéo foi relacionada ao fato das bactérias lacticas terem maior afinidade pela
glicose. Durante a fermentacéo, glicose e galactose sao formados a partir da lactose
e apos utilizada toda a glicose disponivel, os Streptococcus thermophilus podem
fermentar a galactose pela via de Leloir (STULOVA et al., 2013; ORDONEZ et al.,
2005).
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Fig. 2: Cromatogramas das formulacdes de iogurtes: amostra controle (A); LPD1 (B); LPD2 (C);

CPSLH1 (D); CPS2LH (E) e LPD:CPSLH (F). Fase mdével (1), lactose (2), glicose (3), galactose (4) e
acido latico (5).

A lactose, representada pelo pico 2, indica que o processo de hidrolise do
leite e a fermentacdo reduziram a lactose aos menores niveis de acucares
encontrados. A presenca de &cido Ilactico formado durante o processo de
fermentacdo do iogurte, € apresentada pelo pico 5. Além de acido lactico, os
Streptococcus thermophilus produzem &cido férmico a partir da degradacdo da

lactose. A liberacdo de acido férmico estimula o crescimento de Lactobacillus
bulgaricus (LAINO et al., 2013).

3.6 Viscosidade, sinérese e capacidade de retencdo de agua

A viscosidade, sinérese e a capacidade de retencdo de agua estao
apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12: Comportamento dos iogurtes em relacéo a viscosidade, sinérese e CRA

Propriedades Controle LPD1 LPD2 CPSLH1 CPSLH2 CPSLH:LPD
Viscosidade ~ 1700+0,00° 4600+0,00° 5500+ 5,00°  3900+0,00°  3600+5,00°  4900+7,00°
(cp)

Sinérese (%) 49,05+0,35* 37,30+2,12° 33,95+0,07°  34,95+0,78° 27,60+1,98° 37,25+2,33"
CRA (%) 75,60+0,00° 86,35+0,94° 93,55+0,20™ 94,70+0,68" 96,10+0,02*° 92,00+0,56°

* Letras diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).

A viscosidade geralmente é uma propriedade muito importante para o
controle de qualidade, em particular para os produtos em que se espera uma maior
consisténcia em relagdo aos atributos aparéncia e sensacdo na boca. Em nosso
estudo, foi observado efeito significativo para a viscosidade dos iogurtes
enriquecidos com os diferentes ingredientes lacteos. A viscosidade das amostras
variou entre 1700 a 5500 cp com diferenca significativa em (p < 0,05). A amostra
controle apresentou a menor viscosidade, como previsto, devido ao menor teor de
sélidos totais (proteinas lacteas), que contribui para o aumento da viscosidade. A
amostra com adicdo de 4% de LPD (proteina final 4,2 g. 100 g* de amostra) obteve
o melhor resultado para a viscosidade (5500 cp).

Os resultados séo diferentes dos relatados por outros autores. Remeuf et al.
(2003) obtiveram maior viscosidade em iogurtes adicionados com CPS, do que com
LPD (com niveis de proteina 4,4 e 4,5 g. 100 g* de amostra, respectivamente).
Guinee et al. (1995) encontraram viscosidades semelhantes para iogurtes
produzidos com CPS e LPD (niveis de proteina aproximados 7,5 g. 100 g* de
amostra). Segundo Puvanenthiran et al. (2002), essa discrepancia entre o0s
resultados da literatura poderia estar relacionada as variacdes na producéao do CPS,
gue influenciam fortemente nas funcionalidades deste produto. Sodini, Mattas e
Tong (2006), ao estudarem as influéncias do pH e do tratamento térmico do soro de
leite utilizado para producdo de CPS, verificaram que, um pH mais alto e um
tratamento térmico mais brando durante o processamento do soro de leite parecia
ser mais favoravel para producdo de CPS com propridades funcionais para
aplicacdo em iogurte. Remeuf et al. (2003) verificaram ainda que, a viscosidade dos
iogurtes foi maior quando as amostras foram adicionadas com misturas de
caseinatos e CPS, do que quando utilizado somente CPS, sugerindo um efeito
sinérgico da caseina e proteinas do soro na viscosidade do iogurte.

A CRA é uma importante caracteristica no produto. Quanto maior o resultado,
melhor € a estabilidade da coalhada (SRISUVOR et al., 2013). A capacidade de

retencdo de agua (CRA) dos iogurtes adicionados com o CPSLH e com o LPD foram
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maiores do que para a amostra controle, com efeito mais acentuado nos iogurtes
adicionados de CPSLH. A capacidade de retencdo de agua variou entre 86,35 a
96,10% para os iogurtes enriquecidos, em comparacdo com 75,60% para o iogurte
controle. Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por Sodini,
Montella e Tong (2005), os autores estudaram o efeito de cinco CPSs comerciais
(com teor de proteina nominal 34,0 g. 100g™* de amostra) na adicdo de iogurtes em
comparacdo com a amostra controle adicionada com LPD (todos os leites foram
padronizados com teor de proteina 4,5 g. 100g™ de amostra), a CRA de todos os
iogurtes adicionados com os CPSs foi maior do que para a amostra controle.

Em contraste com a CRA, a sinérese € um defeito importante. Parametros
como sOlidos totais, conteudo de proteinas, aumento da temperatura de
fermentacdo, homogeneizacédo, acidez do iogurte e a atividade de bactérias lacticas,
geralmente influenciam na estabilidade da coalhada (TAMIME; ROBINSON, 1999).
De acordo com Lucey e Singh (1998), a sinérese estad relacionada com a
instabilidade da rede de gel e a sua fraca capacidade para reter toda a fase do soro.
A adicdo de LPD e CPSLH ndo apenas aumenta o valor nutricional, como pode
reduzir a sinérese e eliminar a necessidade de utilizacdo de outros estabilizadores
de iogurte. Em ambas as amostras, os niveis de sdélidos em po6 adicionados
diminuiram a sinérese dos iogurtes. Os resultados mensurados para sinérese
indicam uma variacdo entre 27,60 e 49,05%. O melhor desempenho na CRA foi
observado na amostra com adicdo de 4% de CPSLH. A reducédo significativa da
sinérese com adicdo de ingredientes de proteinas de soro de leite também foi
observada por Matumoto-Pintro et al. (2011).

3.7 Perfil de textura das amostras de iogurte

O perfil de textura dos diferentes iogurtes avaliados estd apresentado na
Tabela 13.

Tabela 13: Perfil de textura das amostras de iogurtes

Andlise Controle LPD1 LPD2 CPSLH1 CPSLH2  LPD:CPSLH

Firmeza (N)  0,03+0,01° 0,11+0,01° 0,13+0,03® 0,11+0,01° 0,12 +0,01° 0,15 +0,03%
Adesividade 0,04 +0,00° 0,45+0,02° 0,53+0,03° 0,39+0,04% 0,51+0,01° 0,67 +0,04°
(N.s)

Elasticidade 0,99+ 0,00° 0,99 +0,04* 0,92+0,03* 0,89+0,01* 0,91+0,04* 0,90 +0,03?

* Letras diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).
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Foram encontradas diferengas significativas nos parametros de firmeza e
adesividade entre os iogurtes produzidos a partir de base de leite fortificado com
diferentes ingredientes lacteos, em diferentes concentracdes. A adicdo dos iogurtes
com LPD e CPS mostrou um aumento na firmeza dos iogurtes, sendo observado
diferenca significativa (p < 0,05). A maior firmeza observada na amostra de iogurte
suplementada com a mistura de 2% de LPD:CPSLH, e com menor teor de proteinas
(3,7 g. 100 g* de amostra), se comparada as amostras adicionadas com 4% de LDP
e com 4% de CPSLH (proteina: 4,2 g. 100 g* vs. 4,4 g. 100 g* de amostra), pode
ser devida a maior proporgdo de proteinas do soro de leite/caseina, o que tem sido
demonstrado como crucial para a firmeza do iogurte (TAMIME et al., 1984). A
proteina de soro de leite desnaturada, resultante do aquecimento do leite interage
com a Kk-caseina, reveste as micelas, e aumenta a reticulagcdo do gel (MOTTAR et
al., 1989). Contudo, o tratamento térmico aplicado a base de leite contendo CPS tem
extrema importancia nas propriedades reoldgicas dos iogurtes (REMEUF et al.,
2003). O melhor resultado para adesividade, também foi observado para a amostra
adicionadas com a mistura de 2% de LPD:CPSLH.

Os parametros de elasticidade ndo sofreram influéncia da adicdo com CPSLH
e LPD, néo foi observado diferenca significatica (p < 0,05) entre as amostras de
logurtes. A elasticidade variou de 0,90 a 0,99. No entanto, vale ressaltar que,
parametros do processamento do soro de leite podem influenciar nas propriedades
funcionais do CPS. Sodini, Mattas e Tong (2006) sugerem que a temperatura mais
branda no processamento do soro de leite utilizado na producdo de CPS
proporciona maior elasticidade ao iogurte.

3.8 Andlises microbioldgicas das formulacdes de iogurtes

Os resultados para as analises de bolores e leveduras, coliformes totais e
termotolerantes foram inferiores a 10 UFC g™ em todas as amostras de iogurtes. De
acordo com Moreira et al. (1999) a selecdo de matérias-primas de boa qualidade, o
cumprimento das medidas higiénico-sanitarias, durante a producao do iogurte, assim
como na estocagem, faz com que seja possivel oferecer ao consumidor um produto
compativel com a legislacdo brasileira, quer no ambito industrial, quer no comércio

varejista.
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3.9 Contagem de bactérias lacticas viaveis

A contagem das bactérias lacticas nos iogurtes adicionados de LPD e CPSLH

e na amostra controle esta apresentada na Tabela 14.

Tabela 14: Contagem de bactérias lacticas viaveis

Amostras Bactérias lacticas (log UFC g)
Controle 9,75+0,19%
LPD1 10,20 +0,07°
LPD2 9,61 +0,57%
CPSLH1 9,32 +0,57%
CPSLH2 9,00 +0,00*
LPD/CPSLH 9,72 +0,63%

% Médias das triplicatas n&o diferem significativamente

(p <0,05).

A contagem variou entre 9,00 + 0,00 log UFC g™* (amostra adicionada com 4%
de CPSLH) e 10,20 + 0,07 log UFC g (amostra adicionada com 2% de LPD) e n&o
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). As contagens estao de

acordo com as exigéncias da legislacéo brasileira para iogurtes.

4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram através da metodologia de superficie
de resposta que a melhor condigdo para hidrélise do leite, a fim de produzir iogurte
com reduzido teor de lactose foi com 0,13% de enzima por 120 minutos a
temperatura de 38 C. Essas condi¢cdes promoveram a reducdo de 94% da lactose
do leite. A conversdo da lactose em glicose e galactose facilita o processo de
reducdo da glicose em acido lactico pelas bactérias fermentadoras do leite,
reduzindo o tempo de fermentacao.

A adicdo do CPS em p6 com lactose hidrolisada conferiu boa funcionalidade
aos iogurtes, com maior capacidade de retencdo de agua, reducdo da sinérese e
bom desempenho nas avaliacdes de perfil de textura. Finalmente, pode-se afirmar
que o CPS com lactose hidrolisada pode ser empregado com éxito em formulagcdes
de iogurtes para dar consisténcia cremosa ao produto, e para a producao de iogurte
com baixo teor de lactose, como alternaltiva de consumo as pessoas intolerantes a
lactose, contribuindo para o aspecto nutricional e funcional do produto. Conferindo

ainda, economia ao processo produtivo e reducao de impactos ambientais causados
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pelo descarte do soro de leite. As diferencas observadas nos parametros de textura

devem ser confirmadas por estudos futuros de perfis sensoriais e ensaios industriais.
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