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INTRODUCAO

Leite e seus produtos tém sido empregados na dieta humana devido a composicéo
em macro e micronutrientes, como as suas proteinas de alta qualidade e o calcio.
Contudo, a partir de uma perspectiva tecnologica, a lactose € o mais importante
carboidrato no leite porque ela pode ter um forte efeito sobre uma variedade de produtos
lacteos. Por exemplo, a lactose é essencial na fermentac&o por bactérias laticas na
preparagao de iogurte, bem como na produgao de muitas variedades de queijo. A
lactose é usada também como material de origem para varios derivados de lactose,
incluindo galacto-oligossacarideos, lactulose e lactitol. Por ser um carboidrato redutor,
pode participar da reacdo de Maillard, que ocorre em produtos lacteos submetidos a
altas temperaturas.

Principalmente nos paises desenvolvidos, tem-se observado que o consumo
de leite diminuiu. Tal fato é creditado a descoberta de que alguns individuos adultos
apresentam reduzida atividade da enzima lactase, o que resultaria no diagnéstico de
intolerancia a lactose. Este tipo de intolerancia ocorre quando o corpo humano é incapaz
de produzir a enzima lactase necessaria para hidrolisar a lactose, um dissacarideo,
em glicose e galactose, dois monissacarideos, para que 0 corpo possa metabolizar.
Como resultado, a lactose é fermentada no intestino, onde pode produzir condi¢des
desagradaveis, como por exemplo, gases, inchaco e diarréia. Como alternativa
para esta populacéo intolerante a lactose, surgiu nos Ultimos anos um aumento nas
pesquisas e lancamentos de produtos lacteos sem lactose.

No mercado encontram-se produtos lacteos com baixo teor de lactose que séo
alternativas para o publico que apresenta ma digestdo da mesma. Dentre eles se
destacam os lacteos fermentados, os queijos, o doce de leite, o leite condensado e os
leites com reduzido teor de lactose. Assim, produtos com baixo teor de lactose e sem
lactose oferecem novas e grandes oportunidades mercadolégicas, sendo um nicho de
mercado em expansao, favoravel para investimento das industrias de laticinios. Desta
forma, esta revisdo tem como objetivo disponibilizar informagcdes sobre a ciéncia e
tecnologia de leite e produtos lacteos sem lactose, tendo como publico alvo industrias,
estudantes de graduacdo e pos-graduacdo e profissionais da area de alimentos.
Visando reunir tais informacgodes, este trabalho abordou os seguintes temas: leite e
intolerancia a lactose; as principais formas de producéo do leite sem lactose; uma
discussao sobre a lactose no leite e em seus derivados e, uma descricdo sobre as
mais relevantes inovagdes em leites e produtos lacteos sem lactose.
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LEITE E INTOLERANCIA A LACTOSE

O leite, sem outra especificacéo, é definido como o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (BRASIL, 2011). O Brasil detém a quarta colocagao entre os produtores
mundiais de leite e a primeira entre os paises da América do Sul. O leite encontra-se
ainda entre os seis produtos mais importantes da agropecuaria brasileira, a frente
inclusive de commodities tradicionais como café e suco de laranja (FAOSTAT, 2017).
Desta forma, no Brasil, o leite desempenha papel relevante para a populacdo como
alimento, gerando empregos e contribuindo para a renda (COSTA; QUEIROGA;
PEREIRA, 2009). Entretanto, apesar desta producéo, o Brasil ainda é um grande
importador de produtos lacteos (EPAGRI, 2017). Cabe ressaltar que a importacao
destes produtos ocorre devido as exigéncias de consumidores, que consequentemente
irdo pautar mudancas na estratégia de pesquisas e producéo. Sendo assim, para suprir
a demanda interna de produtos, ainda ha muito potencial para a producéao leiteira
no Brasil, principalmente no que diz respeito a producdo de derivados lacteos sem
lactose.

O consumo de leite UHT sem lactose aumentou 224% no Brasil desde 2014, e
representa 4% do mercado de laticinios. As vendas de produtos lacteos sem lactose
superam os US$ 300 milhdes e US$ 2 per capita anuais. Além disso, apresenta
uma tendéncia de alta anual estimada entre 10% e 15% nos prdéximos cinco anos
(MILKPOINT, 2018). Esse aumento no consumo de produtos lacteos sem lactose esta
relacionado com a crescente ocorréncia de intolerancia a lactose ou a dietas especiais.
A intolerancia a lactose se caracteriza pela diminuicdo ou auséncia da producéo da
enzima lactase-florizina hidrolase (NP_002290.2- numero de acesso no NCBI) que
tem a funcéo de hidrolisar a lactose em glicose e galactose para serem absorvidas no
intestino delgado. A lactase-florizina hidrolase €, portanto, essencial para a nutricdo de
mamiferos recém-nascidos, cuja unica fonte de nutricdo é o leite (SWALLOW, 2011).
Essa enzima é codificada pelo gene LCT (NG_008104 - nUmero de acesso no NCBI), e
verificou-se que a capacidade de digerir a lactose na idade adulta é devido a mutagdes
cis-acting na expressao génica, que sao herdadas de forma dominante. A lactose, ao
contrario dos seus monossacarideos (isto é, glicose e galactose), € pouco absorvida
no intestino delgado. Portanto, as pessoas que nao carregam mutac¢des no gene LCT
nao digerem e absorvem a lactose, 0 que levara ao quadro clinico de intolerancia a
lactose (DEKKER; DAAMEN, 2011).

A deficiéncia de lactase pode ser genética (deficiéncia primaria de lactase) ou
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relacionada a doenca (deficiéncia secundaria de lactase) (Figura 1). A deficiéncia
primaria de lactase pode se apresentar de duas maneiras diferentes. A mais grave
dessas formas é conhecida como deficiéncia de lactase congénita (DLC), e é uma
doenca autossémica recessiva grave e rara que afeta recém-nascidos (BERG et al.,
1969). O recém- nascido apresenta diarreia liquida ao ser amamentado ou receber
férmulas contendo lactose e caso nao seja diagnosticada precocemente a DLC pode
levar ao 6bito devido a desidratacao intensa (MATTAR; MAZO, 2010).

Deficiencia de lactase congenita

ﬁ

Deficiencia primaria

lelactase (Geneic Lactasenao persistente
Deficiencia de ACEASE N0 PETsh
ﬁ
[actase
—

—
Deficiencia secundaria de

[actase relacionada a
(oenca)

Figura 1: Tipos de deficiéncia de lactase.
Fonte: Adaptado de Corgneau et al. (2017).

Kuokkanen et al. (2006) relataram cinco mutagdes distintas na regiao codificadora
do gene da lactase (LCT) para pacientes com DLC. Vinte e sete pacientes de 32 (84%)
eram homozigotos para uma mutacdo nao caracterizada, ¢.4170T O A (Y1390X),

”
major *

designada “Fin Eles também apresentaram quatro mutacbes raras - duas
que resultam em um desvio de enquadramento predito e truncamento precoce em
S1666fsX1722 e S218fsX224 e mutagdes de dois pontos que resultam em substituicoes
Q268H e G1363S do polipeptideo 1.927 - confirmaram as muta¢des da lactase como
causadoras de DLC. Estas descobertas facilitaram o teste genético na pratica clinica
e permitiram o aconselhamento genético para esta doenca grave. Por fim, os dados
desses autores dados demonstraram que, em comparacao com a hipolactasia primaria
do adulto (intoleréancia a lactose mais comum) causada por uma variante do elemento
regulador, a forma DLC representa o resultado de mutagdes que afetam a estrutura
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da proteina que inativa a enzima lactase-florizina hidrolase. No caso da DLC, a dieta
restritiva de lactose é necessaria para o desenvolvimento normal do recém-nascido
(ROBAYO-TORRES; NICHOLS, 2007).

A lactase nao persistente (LNP), também chamada de hipolactasia primaria do
adulto, a forma menos grave e mais encontrada de intolerancia a lactose, consiste numa
regulacdo negativa da atividade da lactase em células intestinais apés o desmame
(MATTAR; MAZO, 2010). Conforme pode ser visualizada na Figura 2a, a conversao de
lactose em glicose e galactose requer atividade de lactase. A lactose-florizina hidrolase
intestinal possui dois sitios ativos: um catalisa a hidrolise da lactose, enquanto o outro
catalisa a hidrélise de outros carboidratos (incluindo a florizina). A lactose-florizina
hidrolase estéa localizada no intestino delgado e apresenta maior expressao no jejuno
(CORGNEAU et al., 2017). Assim como outras enzimas envolvidas na digestao e
absorcédo de carboidratos, a lactose-florizina hidrolase estd ancorada na superficie
da borda em escova (SWALLOW, 2011). Em condigbes normais, apds a hidrolise
da lactose pela lactose-florizina hidrolase, a glicose e a galactose séo transportadas
através das membranas celulares epiteliais para os enterocitos e depois para a corrente
sanguinea (WRIGHT; HIRAYAMA; LOO, 2007). A glicose entra para o pool de glicose
do intestino, e a galactose é metabolizada no figado para ser convertida em glicose,
entrar nesse pool e servir como fonte de energia (MATTAR; MAZO, 2010). Em caso
de deficiéncia de lactase, a lactose ingerida n&o é degradada no intestino delgado e
passa para o colon, onde serve como fonte de energia para a abundante microbiota
(Figura 2b).
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(a)

® Glicose

O Galactose
@O Lactose

P Lactase
%Bactéria
X Metabolitos

® (4] Célon
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(b)

Figura 2 — Representagcbes esquematicas (a) da digestdo normal da lactose, e (b) da digestéo
quando ha deficiéncia de lactase.

Fonte: As autoras.

Entre as centenas de bactérias do cdélon, algumas tém a capacidade de
metabolizar a lactose, em particular as bifidobactérias, lactobacilos e Escherichia coli.
As B-galactosidases bacterianas catalisam as mesmas rea¢des quimicas que a lactase-
florizina hidrolase, mas diferem desta na estrutura, nas propriedades enzimaticas e
na regulacdo (CORGNEAU et al., 2017). Quando as B-galactosidases bacterianas
liberam glicose e galactose, as bactérias intestinais as convertem em uma variedade
de produtos, incluindo acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) e gas hidrogénio
(CORGNEAU et al., 2017). Essa fermentacdo geralmente causa dor abdominal e
inchaco. O fato de a lactose nao ser hidrolisada em glicose e galactose impede o
aumento da concentracdo de glicose no sangue que € normalmente observada ap6s
a ingestéo de lactose. Assim, a ma absorcéo de lactose pode ser verificada por uma
analise de glicose no sangue. Uma concentracéo de glicose no sangue que aumenta
menos de 20 mg/100 mL apds a ingestdao de uma dose grande (de 50 a 100 g) de
lactose é indicativa de deficiéncia de lactase (LEVITT; WILT;, SHAUKAT, 2013).

A presenca de produtos de fermentacdo no colon aumenta a pressdo osmética
no limen. Devido a alta permeabilidade hidraulica da mucosa do célon, o intestino ndo
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consegue manter um bom gradiente osmaotico entre o sangue e o lumen, de modo que
a dgua se move do sangue para o lumen para tornar os conteudos luminais isoténicos
(CORGNEAU et al., 2017). Dependendo da quantidade de lactose no célon, o influxo
de agua pode causar severas diarreias e consideravel perda de liquido (LEVITT; WILT;
SHAUKAT, 2013). Os AGCCs nao parecem causar problemas, pois sdo absorvidos
pelo sangue e servem como fonte de energia. Mas, além disso, a quantidade de gas
produzida pelas reacdes de fermentacéo bacteriana pode ser enorme. A degradacéo
de 12,5 g de lactose (equivalente a aproximadamente um copo de 250 mL de leite
fluido) pode liberar até 2600 mL de CO, e 4000 mL de H, (WOLIN, 1981), enquanto a
taxa de excrecado usual é inferior a 1000 mL de gas por dia (TOMLIN; LOWIS; READ,
1991). Uma grande parte desses gases é excretada, causando flatuléncia, enquanto
o restante € absorvido pelo intestino e expirado pelos pulmdes com a respiracao. O
H, exalado é hoje utilizado como diagnéstico nao invasivo de intolerancia a lactose.
E comumente considerada a técnica mais confiavel, ndo invasiva e barata (LOMER;
PARKES; SANDERSON, 2007). Uma concentracédo de expiragao superior a 20 ppm
de H,acima da linha de base indica intolerancia & lactose (JARVELA; TORNIAINEN;
KOLHO, 2009). Em individuos com intolerancia a lactose, os sintomas clinicos
aparecem entre 1 e 3 h apds o consumo e é intimamente dependente da quantidade de
lactose ingerida, com grandes varia¢des entre os individuos (EFSA, 2010). Portanto,
a diferenca entre a hipolactasia primaria do adulto (LNP) e a deficiéncia de lactase
congénita (DLC) € molecular: na primeira, a enzima lactase é normal, mas diminui a
expressao ao longo da vida; na segunda a enzima lactase esta ausente, ou € truncada
(ROBAYO-TORRES; NICHOLS, 2007).

A deficiéncia secundaria de lactase é causada por doencas ou tratamentos
que lesionam a mucosa intestinal (Doenca de Crohn, inflamacéo intestinal crénica,
quimioterapia paracancer, etc.) (MATTAR; MAZO, 2010). Umavez que aenzimalactase-
florizina hidrolase localiza-se na borda em escova da mucosa, se houver qualquer
alteracdo morfolégica podera impactar na diminuicdo da capacidade de hidrolisar a
lactose (OLIVEIRA, 2013). Mesmo que a lactase pareca ser a enzima mais vulneravel,
as atividades de outras dissacaridases e enzimas de borda em escova também séo
reduzidas (FLATZ, 1987). Esta condicdo é apenas temporaria e a atividade da lactase
reaparece uma vez que o epitélio se recupera (EFSA, 2010).

A prevaléncia da lactase nao persistente (LNP) esta fortemente relacionada a
etnia (WELSH et al., 1978). Em geral, a grande maioria dos individuos que se originam
de zonas onde a ordenha nao é tradicional sdo maus digestores de lactose (70 - 100%).
Por outro lado, individuos provenientes de locais com uma antiga tradicdo de consumo
de leite, apresentam baixa prevaléncia de ma digestdo de lactose (CORGNEAU et
al., 2017). A Tabela 1 apresenta a prevaléncia de intolerancia a lactose em adultos de
diferentes paises. Com excec¢do da populacdo da Europa setentrional e central e de
seus descendentes nas Américas e na Australasia, cerca de 75% da populagao mundial
€ constituida por individuos lactase nao persistentes (LNP), dos quais cerca de 30%
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ndo apresentam sintomas. Isso significa que 50% da populag¢do adulta mundial sofre
de intolerancia a lactose. A prevaléncia de ma digestéo é acima de 50% na América do
Sul e na Africa e chega a quase 100% em alguns paises asiaticos. Nos Estados Unidos,
a prevaléncia varia de 15 (em caucasianos) a 80% (em populacdes afro-americanas).
Na Europa, varia de cerca de 2% na Escandinavia a 17% na Finlandia e de 2 a 70%
na ltalia (DEKKER; DAAMEN, 2011). Assim, a prevaléncia é baixa em individuos de
descendéncia do norte da Europa (15%), média para africanos, latinos, europeus
orientais e sul-americanos (70 - 80%) e alta em muitas populacbes asiaticas (perto
de 100%) (Figura 3) (PAIGE, 2005). Portanto, o leite e muitos outros produtos lacteos
nao fazem parte da dieta regular de grande parte da populagao mundial. Como o leite
€ uma fonte importante de nutrientes essenciais como proteina, riboflavina, célcio,
vitamina D, niacina, vitamina B12, fosforo, magnésio, vitamina A, zinco e iodo, a falta
de ingestao de laticinios pode levar a deficiéncias nutricionais (DEKKER; DAAMEN,

2011).
Local Prevaléncia (%)
Alemanha 14,8
Austria 20,1
Brasil (brancos) 57
Brasil (criancas indias Terenas) 89,3 apds 4 anos
Brasil (japoneses) 100
Brasil (mulatos) 57
Brasil (negros) 80
China (Norte) 87,3
Estbnia (ligados aos finlandeses) 24,8
Franca 23,4
Hungria 37
India (Norte) 67,5
india (sul) 86,8
Italia 51(Norte) 71(Sicilia)
Japao (adultos) 89
Jordania (beduinos) 24
Jordania (oeste) e Palestina 75
Russia (Nordeste) 35,6
Sibéria (oeste, nativos Khants) 94
Somalis 76
Sudao (tribo Béja, pecuaristas) 16,8
Sudao (tribo Nilotes, agricultores) 74,5
Suécia (criangas caucasianas) 10
Suécia (criangas nao-caucasianas) 66
Suécia (idoso caucasiano) 5
Tuaregues 12,7
Turquia 71,3

Tabela 1- Prevaléncia de intolerancia a lactose em adultos de diferentes paises

Fonte: Adaptado de Mattar e Mazo (2010).
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E importante salientar que ha diferencas significativas entre a intolerancia
a lactose e a alergia a proteina do leite de vaca (APLV). A Tabela 2 exemplifica
resumidamente as principais diferencas entre elas. Algumas pessoas intolerantes a
lactose ainda apresentam a percepcao de que € preciso retirar o leite e os derivados
lacteos da sua dieta. A retirada apenas se justifica quando quadros alérgicos estéo
presentes (APLV), a deficiéncia de lactase-florizina hidrolase é congénita ou ha o
diagnoéstico de galactosemia (patologia caracterizada pela inabilidade do organismo
de converter galactose em glicose). Nos casos de hipolactasia primaria, a forma mais
comum de intolerancia a lactose, a retirada do leite e seus derivados da dieta nao
€ necessaria e também nao recomendada (FAO, 2013). A recomendacao diaria de
consumo de leite e derivados lacteos varia entre os paises e entre a faixa etaria. De
acordo com a Organizacéo das Na¢des Unidas para Agricultura e Alimentagcéao (FAO)
esta recomendacéo € de uma (1) porcéo até cinco (5) dependendo do pais e da faixa
etaria, o que corresponde a quantidades que variam entre 250 a 800 mL de leite fluido

(FAO, 2013).
Alergia a Proteina do Leite Intolerancia a lactose
.R espo§ta imune anormgl & Baixos niveis intestinais da enzima lactase
Causa ingestédo de proteina do leite de

Idade de inicio

Sintomas

Diagnostico

vaca

Geralmente na infancia

Dor abdominal, vomitos, diarreia,
congestao nasal, erupgao
cutanea,...

Eliminacdo de alimentos e testes;
Teste de sangue RAST

que digere a lactose (acgucar do leite)

Infancia precoce/tardia

Producéo de gases no abdémen, inchaco,
colicas, diarreia,...

Teste de hidrogénio na respiracéo, teste
genético ou teste de curva de glicose

N&o ha necessidade de eliminar alimentos
lacteos; experimentar diferentes
quantidades/tipos de alimentos lacteos
para melhorar a tolerancia; uso de
produtos lacteos comerciais sem lactose
ou de baixo teor de lactose.

Uso/Prevencéao de
leite e derivados

Eliminar a proteina do leite de vaca
da dieta

Tabela 2 - Comparacéo entre Alergia ao Leite de Vaca (APLV) e Intolerancia a Lactose.
Adaptado de: Miller et al. (2000).

As pessoas que consomem menos leite e outros alimentos lacteos como resultado
da intoleréncia a lactose geralmente tém menor ingestao de célcio e outros nutrientes
fornecidos pelo leite, como vitamina D, riboflavina, potassio, fésforo e magnésio.
Uma ingestéo inadequada de calcio aumenta o risco de osteoporose, hipertensao e,
possivelmente, de cancer de célon (MILLER et al., 2000). O grau de ma absorcéao de
lactose varia muito entre os seres humanos, mas a maioria pode ingerir até 18 g de
lactose diariamente sem apresentar nenhum sintoma (CORGNEAU et al., 2017). A
gravidade dos sintomas depende muito da taxa de esvaziamento gastrico, do tempo
de transito intestinal e da microflora intestinal. A constituicdo da refeicao ingerida
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juntamente com a lactose €, portanto, importante. Em geral, a ingestéao de lactose
através de um produto de maior viscosidade, como o iogurte, dara menos problemas
do que um produto lacteo liquido (DEKKER; DAAMEN, 2011).

A pesquisa sobre os fatores envolvidos na digestdo da lactose estimulou o
desenvolvimento de estratégias que permitem que pessoas com baixa atividade de
lactase consumam produtos lacteos sem apresentar sintomas desagradaveis (MILLER
et al., 2000). Hoje em dia, mais e mais produtos lacteos de baixa lactose estédo
comercialmente disponiveis. O uso de produtos com baixo teor ou isentos de lactose
alivia os problemas associados a digestao de produtos lacteos por uma grande parte da
populacdo mundial, que entdo pode se beneficiar dos nutrientes essenciais presentes
nos produtos lacteos (DEKKER; DAAMEN, 2011). As formas de deslactosacao do leite
seréo descritos na proxima segao.
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PRODUCAO DE LEITE SEM LACTOSE

A producéo de leite com reduzido teor de lactose ou considerado zero lactose
pode ser feita a partir da hidrélise da lactose (com formacgéao de galactose e glicose),
ou ainda por meio da retirada desse dissacarideo do leite. O processo mais comum de
hidrolise consiste na utilizacdo da enzima (3-galactosidase, porém, outros mecanismos
serao discutidos neste topico. No que tange a separacdo da lactose, as formas
estudadas séo a utilizacdo de membranas, cristalizacéo e cromatografia.

2.1 Hidrélise da lactose em produtos lacteos

2.1.1 Enzima (-galactosidase

A lactase é amplamente distribuida na natureza e pode ser isolada de fontes
diferentes, tais como plantas (améndoas, péssegos, damascos, macgas), 6rgaos de
animais, leveduras, bactérias e fungos (RICHMOND; GRAY; STINE, 1981). No contexto
industrial, o termo mais empregado para designar essa enzima € (-galactosidase (E.C.
3.2.1.23). Ela foi nomeada de tal maneira pela sua capacidade de hidrolisar pequenos
galactosideos (como lactose) em riboses (HUSAIN, 2010). A lactose é um substrato
especifico e, embora todas as lactases, independentemente da fonte, possam ser
classificadas como B-galactosidases, o inverso nédo ocorre. Muitas (3-galactosidases
em células de plantas e 6rgaos de mamiferos (com exceg¢do da [B-galactosidase
intestinal) atuam sobre polissacarideos, galactolipideos ou glicoproteinas da parede
celular, tendo pouca ou nenhuma atividade sobre a lactose (DEKKER; DAAMEN,
2011). As B-galactosidases podem agir também como transferases de glicosideo,
nesse caso, ha a formacéo de diferentes tipos de galactooligossacarideos (GalOS)
(HUBER; KURZ; WALLENFELS, 1976).

A B-galactosidase mais estudada até o momento é a produzida pela bactéria
intestinal Gram-negativa Escherichia coli, conhecida como LacZ (JUERS et al., 2001).
Bartesaghi et al. (2018) estudaram a estrutura de (-galactosidase de Escherichia
coli K12 por meio da técnica de crio-microscopia eletronica (Figura 4). A enzima
tem um peso molecular de 463 kDa e é formada por quatro subunidades idénticas,
cada uma contendo 1021 residuos de aminoacidos. Segundo Damodaran, Parkin e
Fennema (2009), cada unidade dimérica contribui com o sitio de unidao a Mg?* e dois
residuos cataliticos (um de cada polipeptideo); logo, existem dois sitios ativos para
cada tetrdmero, e o local de ligagcdo é um sulco profundo na interface das cadeias de

Ciéncia e Tecnologia de Leite e Produtos Lacteos Sem Lactose Producgéo de leite sem lactose




polipeptideo.

Figura 4 — Esquema estrutural da B-galactosidase de Escherichia coli K12.
Fonte: PDB (ProteinDataBase), 2018. http://www.rcsb.org/pdb

As 3-galactosidases de outras bactérias e leveduras tém tamanho de subunidade
aproximadamente similar e podem ocorrer em forma dimérica (CHENG et al., 2012;
RUTKIEWICZ-KROTEWICZ et al., 2016; LANSKY et al., 2017) ou tetramérica
(PEREIRA-RODRIGUEZ et al., 2012; WANG et al., 2015), em contraste com as
B-galactosidases fungicas, que sao ativas como monémeros (MAKSIMAINEN et al.,
2013; AGUSTIN et al., 2017).

Sequéncias primarias de aminoacidos foram estabelecidas para (3-galactosidases
de varios microrganismos, e a comparagcéo com a enzima de E. coli mostra extensas
homologias de sequéncias e regides altamente conservadas. Por exemplo, as enzimas
de Kluyveromyces sao mais do que 30% idénticas a enzima de E. coli, sugerindo uma
relacao evolutiva. As glicosil-hidrolases foram agrupadas em familias diferentes com
base na similaridade de sequéncia e estrutura, e as lactases de levedura pertencem
a familia 2, assim como as enzimas de E. coli, Lactococcus lactis, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium bifidum e Xanthomonas campestris (DEKKER; DAAMEN,
2011).

Umamarcante desvantagem dousodaenzimaderivadade E. coli,é ofatode que os
produtos deste microrganismo nao apresentam o status Generally Recognized as Safe
(GRAS), sendo assim um grande obstaculo para a aplicagao de tal enzima na industria
alimenticia. Por consequéncia, as B-galactosidases mais empregadas neste ramo da
industria derivam do cultivo de fungos filamentosos (Aspergillus oryzae e Aspergillus
niger) e leveduras (Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus) (DEKKER,;
DAAMEN, 2011). Contudo, diferentes espécies também vém sendo estudadas tanto
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para hidrélise da lactose como para producdo de galactooligossacarideos, ou para
ambos os processos (KAMRAN et al., 2016; CARDOSO et al., 2017; CHANALIA et al.,
2018, respectivamente). Exemplos de B-galactosidases comercialmente disponiveis
sao as que estao sob o n° 072-04141 do catalogo da Wako Pure Chemical Industries,
Ltd., e G1875 da Sigma-Aldrich. Em relagédo ao pH, as lactases podem ser classificadas
em dois grandes grupos: B-galactosidases de pH o6timo neutro (ZHOU; CHEN, 2001;
VIEIRA et al.,, 2013; SRIVASTAVA; MISHRA; CHAND, 2015) e [-galactosidases
com maxima atividade em pH acido (VERA; GUERRERO; ILLANES, 2011; CHIBA;
YAMADA; ISOBE, 2015; CAREVIC et al., 2016; NIU et al., 2017). B-galactosidases
neutras sao geralmente utilizadas em produtos alimenticios neutros, como o leite
(WOLF; GASPARIN; PAULINO, 2018), enquanto as B-galactosidases acidas séo
empregadas em suplementos nutricionais (WANG et al., 2009).

Novas B-galactosidases bem como tecnologias inovadoras ligadas a producéo
dessa enzima vém sendo descobertas e estudadas pelos pesquisadores (DUAN et
al., 2017; JOSE et al., 2017; LIU et al., 2017; YOU, Chang, et al., 2017; YOU, Zhang,
et al., 2017). Erich et al. (2015) realizaram uma triagem de 1,3 milhdes de clones
de metagenoma para descobrir novas [-galactosidases. Seis B-galactosidases de
metagenoma foram descobertas e apresentaram melhor desempenho de hidrélise da
lactose no leite quando comparado com a 3-galactosidase comercial de Kluyveromyces
lactis (nome comercial GODO-YNL2, produzida pela Shusei Co, Ltd., Téquio, Japao).
Desses seis metagenomas, escolheu-se entdo a [-galactosidase mais promissora
para caracterizacdo dos parametros cinéticos, o que revelou valores de afinidade
pela lactose (K|,) e inibicdo pelo produto (K) igualmente mais favoraveis em relagéao a
GODO-YNL2.

Patentes com forte apelo industrial também foram criadas (BECERRA
FERNANDEZ et al., 2012; CHEN et al., 2012; ISHIKAWA et al., 2016; KATASE et
al., 2010; KHRAMTSOQV et al., 2017; LARSEN et al., 2016; NAKAMURA et al., 2015;
PAN et al., 2018a; PAN et al., 2018b). Minamitani e Sugiura (2017) patentearam um
método que consiste na aplicacao de campo elétrico pulsado em cultivos microbianos
(Streptomyces spp. e Escherichia spp.) a fim de controlar a produtividade de enzimas
(a- e B-galactosidase, celulase, esterase e lipase).

Realcando os conceitos discutidos na secéo anterior deste livro, a lactose € um
dissacarideo que produz D-galactose e D-glicose quando hidrolisado (Figura 5). E
um acgucar redutor, ou seja, tem um grupo carbonila livre ou potencialmente livre (um
grupo aldeido no caso da lactose). Como outros agucares redutores, a lactose existe
parcialmente sob a forma de cadeia aberta com um grupo aldeido, que pode formar
uma estrutura hemiacetal e, portanto, um anel (FOX, 2009). A literatura relata também
a versao nao redutora do dissacarideo de glicose e galactose (HASHIMOTO et al.,
2011). Para obtencao desse agucar, os autores apontaram a seguinte metodologia:
primeiramente, uma a-galactosidade (de Aspergillus niger APC-9319) reage (via
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condensagao) com uma substancia que contem galactose e glicose, gerando um
oligossacarideo, que por sua vez, apresenta 0s grupos a-galactosil e B-galactosil
— (Gal)(a)1-1(B)Gal. Na sequéncia, uma B-galactosidase é empregada na reacao
de hidrélise desse oligossacarideo, resultando em dissacarideos ndo redutores, que
foram isolados do meio reacional. Hashimoto et al. (2011) afirmam que o método
desenvolvido € atrativo para preparar dissacarideos nao redutores contendo o grupo
a-galactosil, o qual é util como conservante para matérias-primas farmacéuticas e
produtos alimenticios. O dissacarideo n&o redutor exibe varias fungdes fisioldgicas,
tais como fortalecimento do sistema imunoldgico e efeito anticancerigeno, e tratamento
da dermatite atépica.

CH,OH CH,OH
O O
HO /H OH H/g OH
H OH H OH
B-D-Galactose B-D-Glicose
Hidrolise Condensag¢iao

Lactose (forma [3)

[} —D — galactopiranosil — (1 =—>4) —  — D — glicopiranose

Figura 5 — Formacéao da lactose.

Fonte: As autoras.

2.1.2 Hidrdlise com enzimas soltveis
Um grande avanco na tecnologia de produtos lacteos sem lactose data de 1973,
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quando Kosikowski e Wierzbicki (1973) propuseram um método de hidrélise da lactose
no leite cru e pasteurizado. A industria de laticinios respondeu a ideia e passou a
produzir leites sem lactose ou com teor reduzido (70% de hidrélise), utilizando para tal
a enzima lactase. Este processo foi comercializado como Lactaid (McNeil Nutritionals,
Fort Washington, PA) em 1974 por Alan Kligerman (BARBANO, 2017).

O mecanismo bioquimico da hidrélise da lactose (Figura 6) por meio da
B-galactosidase é complexo e pode ser resumido da seguinte forma: o primeiro passo
é a formacao de um complexo enzima-galactose com simultanea libera¢do da glicose.
Na segunda etapa, o complexo enzima-galactose é transferido para um aceptor que
contenha um grupo hidroxil. Em uma solug¢&o com baixa concentracao de lactose, a
agua sera mais competitiva para ser o aceptor deste complexo, neste caso, a galactose
€ formada e liberada do sitio ativo. Por outro lado, se o intermediario enzima-galactose+
reagir com outro agucar (por exemplo, lactose, glicose ou galactose) em vez de agua,
ocorre entdo a sintese de oligossacarideos por uma reacdo de transglicosilagcéo.
Esta reacdo pode se tornar quantitativamente significativa em altas concentracdes de
lactose (MAHONEY, 1998; ZHOU; CHEN, 2001).

+
E + LAC — E— GAL— GLC —< E—GAL

GLC

GAL H,0

Figura 6 - Mecanismo esquematico de hidrélise da lactose por (3-galactosidase.

E: enzima; LAC: lactose; GAL: galactose; GLC: glicose; GAL*: estado de transicéo de carbono.

Fonte: Adaptado de Mahoney (1998).

O processo industrial de hidrélise da lactose € relativamente simples e nao requer
equipamento especial em plantas de laticinios. Ao se utilizar uma enzima livre para a
hidrélise da lactose, varios fatores devem ser considerados. Estesincluem concentracéo
de substrato, pH de operacao, temperatura maxima e tempo de contato permissivel,
atividade enzimatica e custo (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). Bosso
et al. (2016) investigaram a hidrolise das enzimas comerciais (-galactosidase de
Kluyveromyces lactis (liquido) e B-galactosidase de Aspergillus oryzae (liofilizado) em
leite UHT integral e desnatado. Foram testadas diferentes concentra¢des enzimaticas,
valores de pH e temperatura. Observou-se alta taxa de hidrélise para a enzima de K.
lactis em pH 7,0 e 40 °C, e de A. oryzae em pH 5,0 e 55 °C. Aquela apresentou taxas
de hidrélise significativamente maiores quando comparada a esta.
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Inui (2018) patenteou um método de tratamento enzimatico (utilizando
B-galactosidase comercial) para leite e produtos lacteos. A enzima é adicionada junto
ao leite na quantidade de 65 mU para cada 100 uL de leite (37 °C por trés horas).
O tratamento enzimatico é finalizado pelo aquecimento (60 °C durante 10 minutos),
inativando desse modo a enzima. Alternativamente, Zadow (1986) comenta que a
hidrélise poderia ser feita overnight sob temperatura de refrigeracéo.

Na obtencéo do leite em p6 hidrolisado, emprega-se 0 mesmo equipamento (spray
dryer) que é utilizado no processo do leite em p6 comum, com algumas modificacdes
no fluxograma. Em resumo, a secagem de produtos lacteos no spray dryer ocorre
da seguinte forma: o leite concentrado é atomizado na camara de secagem onde as
gotas de leite encontram ar quente. A diferenca de temperatura e pressao entre o
ar quente e a matriz alimentar possibilita a secagem rapida do material (SCHUCK,
2009). Tanto Fialho et al. (2018) como Torres et al. (2017) relataram processos bem
parecidos de obtencéo do leite em p6 sem lactose por meio de hidrolise enzimatica. A
principio, faz-se uma concentracéo do leite fluido até aproximadamente 40% (m m™) de
matéria seca. No caso de Fialho et al. (2018), antes da hidrélise enzimatica, os autores
submeteram o leite concentrado a uma pasteurizacéo lenta e ainda adicionaram 0,03%
m m™ de azida de sodio para evitar crescimento microbiano. Na sequéncia, adiciona-
se a enzima lactase na propor¢ao de 0,6% m m™ ou seguindo a recomendacao do
fabricante. Apesar de usarem a mesma enzima (Lactomax Super, da Prozyn, Sao
Paulo), a temperatura de incubag¢ao também diferiu entre os autores (40 e 34 °C); e 0
tempo de incubacéo variou de acordo com a porcentagem de hidrélise que objetivavam
(25 até 99%). Torres et al. (2017) inativaram a enzima (90 a 95 °C por 60 s) antes da
passagem do leite pelo spray dryer, enquanto Fialho et al. (2018) seguiu direto para a
etapa final de secagem.

2.1.3 Processos alternativos para hidrdlise

Objetivando facilitar o processo de hidrolise e ao mesmo tempo diminuir os
custos na producao do alimento, ha na literatura varios relatos de meios alternativos
e inovadores. Alguns autores adotam uma postura mais inflexivel, como por exemplo
Albayrak e Yang (2002). Segundo eles, uma vez que o custo da enzima € o fator
mais importante que determina a economia do processo, apenas sistemas continuos
gue envolvem o reuso de um unico lote de enzima podem ser considerados. Assim,
processos tecnicamente exequiveis incluiriam a adi¢cdo direta de enzima soluvel com
sua subsequente reciclagem por meio de processos de membrana; ou uso de enzimas
imobilizadas.

Tais reatores de membrana s&o projetados com base no principio de transferéncia
de massa seletiva. A hidrélise é normalmente realizada num fluxo isento de proteina
(SEN et al., 2016), como o permeado de leite ou soro obtidos da ultrafiltracéo (UF). A
enzima é recuperada da mistura reacional por meio de um segundo equipamento de
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UF, e o permeado contendo lactose hidrolisada, agora sem a enzima, é adicionado ao
retentado do soro ou leite (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).

Novalin, Neuhaus e Kulbe (2005) descreveram um reator de difusdo de
membrana no qual a B-galactosidase era transferida para um reator de fibra oca e
a lactose no leite desnatado hidrolisada continuamente. O reator foi baseado em um
modulo de fibra oca (10 kDa cut-off, &rea da membrana de 4,9 m?). A alimentacgéo foi
bombeada através dos tubos, mas a enzima de alta massa molecular permanecia do
lado de fora, as margens da superficie. A temperatura da alimentacéo foi ajustada
e a solucdo enzimatica circulava em circuito fechado. Foram incluidos na linha de
circulacdo da enzima um médulo de irradiacédo UV e uma unidade de filtragcao estéril,
a fim de controlar o crescimento microbiano. Com um fluxo de leite desnatado de
9,9 L h' foi alcangada uma taxa de conversao de lactose de 78,1%. Os autores
relataram que os principais problemas estavam relacionados a necessidade de uma
alta area de membrana (devido a baixa taxa de transferéncia de massa), e ao controle
do crescimento microbiano na circulagdo da enzima, apesar da filtracao estéril e do
mobdulo UV. Posteriormente, a condicao de operacgao foi otimizada (temperatura de 15
+ 2 °C) visando alcancar um bom custo-beneficio (NEUHAUS et al., 2006). Rios et al.
(2004) apontam também outras desvantagens de um reator continuo de reciclagem
de membrana: queda do fluxo do permeado devido a incrustacdo da membrana, e as
frequentes limpezas necessarias para eliminar os substratos ndo reagentes.

O uso de B-galactosidase imobilizada para hidrélise da lactose € também
justificado pela reducéo dos custos com enzimas e processamento — a vida util de um
sistema imobilizado pode chegar até alguns milhares de horas (HARJU; KALLIOINEN;
TOSSAVAINEN, 2012). Uma das vantagens € que a enzima pode ser recuperada apos
0 processo de hidrélise no leite, ndo sendo necesséria a inativacdo enzimatica por
tratamento térmico. Como resultado dessa recuperagcao, contaminantes (proteinas,
tais como enzimas inativadas pelo tratamento térmico, e semelhantes) podem ser
evitados (INUI, 2018). Cerlesi (2000) priorizou essa vantagem secundaria da utilizacao
de enzima imobilizada. Ele patenteou a aplicacao de lactase imobilizada com o objetivo
principal de manter o produto final livre de residuos de enzimas, e ndo de minimizar os
custos com enzimas. Aimobilizagdo da 3-galactosidase oferece ainda outras vantagens
sobre a forma livre, como a rapida terminacéo das reacgdes, formacéo controlada do
produto, e adaptabilidade a varios projetos de engenharia (HUSAIN, 2010).

A hidrélise enzimatica da lactose em leite, soro, ou lactose pura foi realizada em
varios reatores de diferentes configuracdes, sob condi¢cdes operacionais variaveis de
temperatura e pH (BAYRAMOGLU; TUNALI; ARICA, 2007; GROSOVA et al., 2008;
NERI et al., 2008; CHEN et al., 2009; HAIDER; HUSAIN, 2009). Os reatores contendo
B-galactosidase imobilizada tém sido extensivamente estudados, porque este € o ponto
critico na producgéao industrial de leite e soro sem lactose. Como j& mencionado, 0s
reatores enzimaticos utilizados incluem sistemas de membrana enzimatica, reatores de
leito fluidizado, reatores de fibra oca, reatores de leito fixo e reatores de tanque agitado.
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Em aplicacdes comerciais, a hidrélise da lactose € comumente realizada no modo de
operacao batelada em reatores de tanque agitado, empregando-se 3-galactosidase
livre ou imobilizada. O processo em batelada € tradicional, simples e facil de controlar;
no entanto Rios et al. (2004), em concordancia com Albayrak e Yang (2002), relatam
que o sistema tem algumas desvantagens, principalmente relacionadas a altos custos
de enzimas e mao-de-obra. A B-galactosidase imobilizada em suportes altamente
ativados permitiu a reutilizacéo continua da enzima, a fim de melhorar seu rendimento
global em comparagéao com um procedimento em batelada (HUSAIN, 2010).

Muitos tipos de suportes e materiais podem ser encontrados na literatura e
descritos como eficientes na imobilizacdo de B-galactosidases (Tabela 3), como a
silica, ceramica, grafeno, entre outros. Exemplo de uma B-galactosidase imobilizada
comercialmente disponivel é a enzima de Escherichia coli G3M (#A3102, Mo-BiTec),
presa por ligacao covalente as matrizes de polivinil ou dextrana.

Material de suporte Referéncias

(ESCOBAR et al., 2016; GONZALEZ-DELGADO
Silica et al.,, 2017; PAVEL et al.,, 2017; GONZALEZ-
DELGADO et al., 2018)

Esferas de vidro (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 2018)

Cerami (De LATHOUDER et al., 2006; De LATHOUDER
eramicas

et al., 2008)
Quitosana (BELLE et al., 2018; WAHBA, 2018b)
Grafeno (KISHORE et al., 2012; SATAR et al., 2016)

(BELHACENE et al, 2015; KHAN; HUSAIN;

Suportes magnéticos NAQVI, 2016; KRIZNIK et al., 2018)

(MATSUNO et al., 2007; GONZALEZ-CATANO et
Polimeros naturais e sintéticos al., 2017; MISSON; JIN; ZHANG, 2017; WAHBA,
2018a; WOLF; GASPARIN; PAULINO, 2018)

Mistura de quitosana e silica (RICARDI et al., 2018)

Mistura de quitosana e hidrogel (FACIN et al., 2015)

Tabela 3 — Principais suportes estudados na imobilizagdo da p-galactosidase.

Quando o alvo de um bioprocesso € a obtencao de produtos puros (e no nosso
caso é, pois geralmente almeja-se um produto sem residuos de lactose, e com maior
teor de glicose e galactose), as enzimas purificadas sao preferidas por eliminarem
reacOes paralelas. Porém, segundo Ng (2001), essa tecnologia muitas vezes esbarra
no custo de isolamento, purificacao, estabilizacao (imobilizacdo) e regeneracao dos
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cofatores. Por outro lado, 0 emprego de suspensdes celulares pode ser mais vantajoso
do que sistemas enziméaticos, uma vez que a(s) enzima(s) envolvida(s) na reacéo de
interesse se encontra(m) em seu ambiente natural, o que faz com que permanecga(m)
ativa(s) e estavel(is) durante todo o processo catalitico (CANOVAS; IBORRA, 2005).
Nesse sentido, Panesar (2008) permeabilizaram células de Kluyveromyces marxianus
objetivando alcangar a maxima atividade da 3-galactosidase. As condi¢des 6timas de
permeabilizagdo possibilitou a obtengdo de uma atividade enzimética de 1573 Ul/g.
Essas células de levedura permeabilizadas exibiram 89,7% de hidrolise de lactose
em leite desnatado apds 150 min de incubacéo. No trabalho de Zhou et al. (2013),
um mutante de Kluyveromyces marxianus KM foi estudado e aplicado na hidrolise de
lactose. Ao se utilizar a suspensao celular nas reacoes, obteve-se 99,2% de hidrolise
da lactose numa solucéo de lactose (9%), 99,0% de hidrélise numa solugédo de soro
(12% de lactose), e 99,3% de hidrdlise no leite (teor de lactose de 46,5 g/L) apds 3h,
4h, e 3h de incubacéo, respectivamente.

Vasiljevic, Wismer e Jelen (2003) estudaram os efeitos sensoriais de extratos
celulares de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus 11842, e observaram que a intensidade de
aroma desagradavel aumentou ap6s 2% de adicao dos extratos. De acordo com Jelen
e Tossavainen (2003), o sabor do leite hidrolisado com extratos celulares nunca pode
ser totalmente puro e, portanto, a abordagem foi proposta para o uso com produtos
aromatizados (iogurte, por exemplo), ou como um potencializador de fermentagcéo
devido a presenca de atividade proteolitica contaminante.

A lactose também pode ser hidrolisada via rota acida, em pH inferior a 2 e
temperatura de 100-150 °C por um curto periodo de tempo (GAJENDRAGADKAR,;
GOGATE, 2017; PENNA, 2009). O ajuste do pH pode ser feito por adi¢cao direta de
acido ou por tratamento com uma resina de troca iébnica (THOMPKINSON; MATHUR,;
RAJORE, 1991). No caso da adi¢édo do &cido, o ion H* do acido cloridrico (HCI) ou acido
sulfarico (H,SO,) na presenga de agua ataca a ligagao B-1,4-glicosidica da lactose
(Figura 7), resultando em duas unidades monossacaridicas, glicose e galactose.

CH,OH CH,OH CH,OH
(0] (o) (0]
YL H/H Y Acido + H,0 S 0
O _ — +
H\OH H OH OH  Aquecimento H\OH H
H OH H OH H OH
Galactose Glicose

Figura 7. Esquema de reacéo da hidrélise da lactose catalisada por acido.
Fonte: Adaptado de Gajendragadkar e Gogate (2017).

O produto hidrolisado é castanho e requer neutralizagéo, desmineralizagao e
descoloragao antes da utilizagdo. Ha risco também de alteracéo do sabor em virtude
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de produtos secundarios que podem ser formados durante a reacédo (PENNA, 2009).
Segundo Harju, Kallioinen e Tossavainen (2012), o escurecimento do meio reacional
depois de neutralizado € o maior obstaculo, pois leva a etapas complicadas de remocéao
de coloracao que aumentam os custos do processamento e causam problemas de
descarte.

Gajendragadkar e Gogate (2017) estudaram o efeito de uma unidade ultrassdnica
na hidrdlise acida de lactose. A introdugdo do ultrassom no processo de hidrolise
realizado com HCI 3N a 70 °C reduziu o tempo necessario para obtencéo de 90% de
hidrélise: de 4 h (sem a presenca de ultrassom) para 3 h. Esse procedimento foi feito
tanto para uma solucéo de lactose pura quanto para lactose isolada de soro (obtido de
um laticinio local de Matunga, india), e isso ndo resultou em alteragées significativas
no progresso da hidrélise. Quando as mesmas condi¢des foram estudadas em uma
escala ampliada, os resultados foram praticamente os mesmos. Os autores comentam
gue a aplicacao do ultrassom aumenta as taxas de transferéncia de calor e massa entre
0s reagentes e o catalisador devido a geracéo de turbuléncia e ondas de choque. Os
efeitos do ultrassom também podem resultar em quebra rapida da ligacdo covalente
B-1,4-glicosidica, resultando em aumento das taxas de reacoes.

2.2 Separacao da lactose

2.2.1 Separacao por membranas

As tecnologias de separacdo por membranas comecaram a se tornar uma
realidade industrial através do trabalho pioneiro de Loeb e Sourirajan (1963) que
desenvolveram as primeiras membranas anisotrdpicas, feitas de acetato de celulose,
capazes de fornecer fluxos e permeabilidades razoaveis para dessalinizacdo da
agua do mar por osmose reversa. Desde entdo, progressos notaveis também foram
alcancados no desenvolvimento de membranas mais robustas e equipamentos
mais bem projetados (MAUBOIS, 2011). A separagdo por membranas se baseia na
separacdo de moléculas ou particulas com base em diferencas de tamanho, ou seja,
osmose reversa (OR), nanofiltracdo (NF), ultrafiltracdo (UF) e microfiltracdo (MF)
(Figura 8) (MAUBOIS, 2011).

Entre as industrias de alimentos, a industria de laticinios €, sem duvida, aquela
que apresenta a maior utilizacdo das tecnologias de membrana (GESAN-GUIZIOU,
2007). Existem numerosas razbes para este sucesso: profundo conhecimento das
caracteristicas bioquimicas do leite e dos coprodutos (principalmente soro de leite),
que ajuda muito na otimizacdo da separacao diferencial desejada; o dinamismo de
varias equipes de pesquisa; a temperatura de funcionamento que néo causa danos
irreversiveis as propriedades biolégicas dos componentes do leite; a alta poluicéo
ambiental inaceitavel causada pela descarga de soro de queijo, etc (MAUBOIS, 2011).
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A MF pode ser descrita como a forma mais porosa de separa¢ao por membranas
- em vez de usar um critério de separagcao em massa molecular, as membranas de
MF séo geralmente identificadas pelo tamanho do poro em micrémetros (um) (KELLY,
2011). Gordura, materiais agregados, bactérias e células somaticas sdo normalmente
retidos durante a MF, enquanto a proteina passa através da membrana mais porosa
(MAUBOQIS, 2011).

Por outro lado, a UF e uma combinacédo de UF e NF podem ser usadas para
a separacao da lactose do soro ou do leite (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN,
2012). No final da década de 1970, membranas de ultrafiltracdo foram desenvolvidas
para remover as proteinas do soro a fim de produzir concentrado proteico de soro de
leite (WPC) antes de ir para a planta de producéo de lactose (PATERSON, 2011). A
UF é um processo de filtragcdo por membrana que separa o material macromolecular
(como proteinas e gordura, se presente), sendo prontamente recuperado de solu¢des
(geralmente soro de leite), enquanto materiais de baixa massa molecular (lactose,
minerais, outros solutos e 4gua) permeiam a membrana. A UF opera a pressdées muito
mais baixas quando comparadacom a OR e a NF, sendo as pressdes transmembranares
tipicas de 70-170 kPa (KELLY, 2011).

Ciéncia e Tecnologia de Leite e Produtos Lacteos Sem Lactose Producéo de leite sem lactose




E 9S0108| Was 88| ap oednpoid 9S010B7 Wag S081087 SOINP0.d @ 8lleT] ap eibojouds] 8 elouglD

"seJolne Sy :91uo-

‘'seueIqUIBW
Jod oedeledas ap sossao0.d SO suBINp 8)18] Op Ojudwelodwo)) g einbi

B e
wirl (000 w0 wl To'0 wrd ) wrrd g wnan.aed

[ IR,

ovsaedas
ap OsEII0U]

WS AIAD] ISOUSY ) oeSenuouey oIy IRV RN Y] ) opdeig

STEIAUI SIS soapidag Sy Anpaos
SOpPLYROUIUY SR SO LS IS 0Ly SOPRay
ASOL Y]

e e S e e e T

e
R T R P P e e e




Quando a UF é usada para separacao de lactose, outros compostos menores do
que a lactose também sé&o permeados em conjunto com a agua, enquanto o teor de
proteina aumenta no retentado. Além disso, se toda a lactose tiver que ser removida
€ necessario que sejam realizadas etapas de diafiltracdo (adicdo de agua pura ao
retentado) (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). No permeado da UF de
soro de leite ou leite, a pureza da lactose é superior a 80% da matéria seca total.
Enquanto que os minerais monovalentes e outras moléculas pequenas podem ser
removidos do permeado da UF com a NF (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN,
2012). Conforme ilustrado na Figura 9, diferentes tamanhos de poros de membranas
podem ser utilizados para a separacao da lactose.

RETENTADO PERMEADO

ESTAGIO 3

ESTAGIO 2

............................................ -
1
1
]
-l
ESTAGIO 1 ........--..........--....)
‘ Alimentacio Bombas de
Bomba de alta pressao recirculacio

Figura 9. Representacéo esquematica de uma unidade de separagao por membranas de
multiplos estagios (irés estagios) com demonstragéo da circulagédo do retentado e do permeado.

Fonte: As autoras.
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NF é a nomenclatura adotada para a separacéo de solutos que ocorre na faixa
nanométrica (10° m). Um intervalo de exclusdo de tamanho de 10-100 Da atende
a permeacao de agua, ions minerais e compostos nitrogenados de baixo peso
molecular. No entanto, alguma lactose também é permeada neste processo (1 a 2%).
As membranas de NF sdao normalmente fabricadas com uma camada de poliamida
num suporte de polissulfona microporosa, 0 que permite a permeabilidade varios
ions monovalentes (KELLY, 2011). Combinando a diluicdo do retentado de NF e
diafiltracdo, a reducéao de sais pode ser aumentada de 35 a 50% para 60 a 70%, porém
h& aumento de custo e maior utilizacdo de agua (GERNIGON et al., 2011). Outros
processos, no entanto, sdo necessarios para produzir uma solu¢ao de lactose mais
pura (mais de 95% da matéria seca total) (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN,
2012). Atualmente, nos tipos mais novos de membranas de NF, a perda de moléculas
organicas foi melhorada, especialmente a lactose. De fato, a perda de lactose é hoje
menor do que as encontradas na eletrodialise ou na troca i6nica, tornando o retentado
mais valioso e levando a um permeado com menor demanda biolégica de oxigénio
(DBO) (GERNIGON et al., 2011).

Por fim, também é relatado o uso de OR para separacdo da lactose de soro
de leite ou de leite desnatado (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). No
leite desnatado ou soro de leite, a pressao osmotica esta em torno de 0,7 MPa, uma
pressao que deve ser excedida na OR antes que o permeado (isto é, essencialmente
agua) flua através da membrana. No entanto, quando o leite ou soro é concentrado
por OR até 25% de sélidos totais (retentado), a pressédo osmética aumenta para 2,7-
3,5 MPa. Assim, o efeito osmoético de aumentar a concentracao de lactose e minerais
nos retentados de OR limita o fluxo de permeado e a concentragcdo maxima que se
pode atingir (KELLY, 2011). Portanto, devido a alta concentracdo de sais também
presentes no retentado de OR é necessario que se faca um tratamento adicional a fim
de purificar a lactose para uso industrial ou farmacéutico. Esta purificacao pode ser
realizada através da técnica de cristalizacéo.

2.2.2 Cristalizacdo

A cristalizacdo da lactose é amplamente utilizada na producéo comercial de
lactose. A separacado da lactose diretamente do leite por cristalizacdo nao € viavel
devido a alta viscosidade do leite concentrado e ao rendimento muito baixo da
cristalizacdo da lactose (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). Conforme
podem ser visualizadas na Figura 10, as etapas basicas no processo de produ¢éo séo
concentracao do soro de leite, cristalizagao, lavagem, separagao do cristal, secagem
e embalagem (PATERSON, 2011).
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Industrialmente, a lactose pode ser cristalizada a partir de soro de leite ou do
concentrado de permeado de UF (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).
A concentracéo ideal do permeado de soro de leite para a cristalizacdo da lactose
geralmente é conseguida pela combinacdo entre tecnologia de separacao por
membranas seguida por evaporacéo até cerca de 110 g de lactose por 100 g de agua
(58% de sélidos totais para os permeados de soro). Quanto maior o teor de sélidos
totais atingido no evaporador, maior o rendimento de lactose que pode ser alcangado
a partir da etapa de cristalizacao (PATERSON, 2011).

O processode cristalizagao dalactose € uma etapa fundamental no processamento
de soro de leite em pé e lactose. Controlar isto parece ser fundamental durante o
estagio de secagem e armazenamento, uma vez que a transicéo da lactose para sua
forma cristalizada diminui as propor¢des de compostos higroscopicos (lactose amorfa)
(SCHUCK, 2011). A maioria das plantas industriais de lactose usa um cristalizador
de resfriamento por bateladas. O licor-méae saturado que chega do evaporador esta
em torno de 70 °C e é resfriado a cerca de 15 °C durante o processo de cristalizagdo
(PATERSON, 2011). Atemperatura final geralmente depende das condicbes ambientais
da planta e do fluxo de resfriamento disponiveis. Se agua gelada estiver disponivel,
entdo pode-se alcancar uma temperatura mais baixa, desde que haja tempo suficiente
disponivel nos cristalizadores para permitir que o crescimento extra dos cristais
ocorra. Existe uma correlacéo direta entre o rendimento de lactose obtida na planta e
a temperatura final alcangada (PATERSON, 2011).

Algumas plantas usam cristalizadores continuos por evaporacao, e estas permitem
0 uso de concentrados com maior teor de sélidos totais e consequentemente maior
rendimento. Nestes sistemas, a maior parte da nucleacéo e crescimento dos cristais
ocorre no evaporador onde a solugdao € bombeada por meio de tubos permutadores
de calor e para o corpo cristalizador onde ocorre a evaporacdo, aumentando a
concentragcao da lactose em solugdo. Isso aumenta a supersaturagdo, o que permite
gue os cristais que estao presentes crescam. Devido a supersaturagao e ao movimento
do fluido com cristais presentes, ocorre uma nucleacdo secundaria continua que
garante que haja mais cristais comeg¢ando a crescer o tempo todo. Para permitir que
grande parte da lactose restante em solug¢ao seja recuperada, a suspenséo retirada é
colocada em cristalizadores de resfriamentos descontinuos, onde havera crescimento
dos cristais. O resultado é uma ampla distribuicdo de tamanho de cristais, mas com
bons rendimentos (PATERSON, 2017).

A etapa de cristalizagcéo é a parte mais importante do processo de producéao de
lactose e é a area que € considerada a mais dificil de acertar. Existem muitas variaveis
que afetam o processo e estas frequentemente interagem entre si, dificultando
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determinar exatamente qual efeito cada variavel possui. Sabe-se que uma das etapas
criticas é a nucleagdo primaria, que ocorre no inicio do processo de cristalizagéo,
ela precisa ser bem controlada para que se produza cristais de tamanho uniforme
(PATERSON, 2011).

ApOs a etapa de cristalizacao, é realizada a etapa de lavagem dos cristais. Ha
varios tipos de equipamentos diferentes usados para este fim, como a lavagem nas
centrifugas, hidrociclones até os tanques de decantacdo dispostos para coletar os
cristais de tamanhos diferentes a medida que séo lavados. A area de lavagem é onde
muitas das perdas podem ocorrer em uma planta de lactose, e é onde o teor final
de cinzas do produto € largamente determinado (PATERSON, 2017). A eficacia da
lavagem é afetada pelo tamanho do cristal obtido nos cristalizadores. Quando uma
grande quantidade de finos é produzida, os estagios de lavagem sdao menos eficazes e
resultam em produtos de baixa qualidade. O aumento da dificuldade em separar esses
finos dos fluxos liquidos também leva a rendimentos muito mais baixos (PATERSON,
2011). A Ultima etapa da operacao de lavagem é a separacéo dos cristais da solugao
de lavagem. Isso geralmente é feito em uma centrifuga, produzindo um bolo de cristais
de lactose que é alimentado para o secador de cristais de lactose. Sabe-se na industria
que, se este bolo apresenta muita umidade, havera problemas para secar os cristais
no secador (PATERSON, 2017).

A secagem €& um passo critico na producédo de cristais de lactose, pois os
problemas encontrados durante a secagem podem resultar em aglomeracao ao longo
do armazenamento. A secagem inicia depois que os cristais de lactose sao separados
do liquido de lavagem, geralmente por uma centrifuga e sdo alimentados ao secador
como um bolo umido que varia de 3 a 12% de umidade. Em muitas plantas, o bolo é
alimentado para um secador tipo Flash antes de ser movido pneumaticamente para
um secador de leito fluidizado. Em outros, o bolo é alimentado diretamente em um leito
fluidizado (PATERSON, 2017). No secador tipo Flash, os cristais entram em contato
com ar quente (120-150 °C), que seca rapidamente o xarope de lactose na superficie
dos cristais, criando uma pequena camada de lactose amorfa na sua superficie. Do
secador tipo Flash, os cristais viajam para um secador de leito fluidizado. O secador de
leito fluidizado geralmente tem duas secdes. A primeira se¢éo é a se¢do de secagem
final, que seca a lactose de cerca de 1% de umidade livre até o conteudo final de
umidade. A segunda sec¢ao do secador de leito fluidizado € usada para resfriar o produto
antes de peneirar e embalar. A falha em resfriar o produto antes de embalar pode levar
a um empastamento na embalagem induzido pelo gradiente de temperatura. Para
evitar a aglomeracéo, a umidade final deve ser baixa o suficiente para garantir que
a atividade de agua (a ) do produto final seja inferior a 0,3 e que a temperatura do
produto seja inferior a 30 °C (PATERSON, 2011). Estes cristais estdo prontos para uso
comercial (grau comestivel).

Se o interesse é fabricar lactose de grau farmacéutico € necessario realizar
etapas adicionais de purificacdo (Figura 11). A lactose mono-hidratada de grau
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farmacéutico é produzida a partir de cristais de lactose de grau comestivel, por meio

da sua dissolucédo em agua limpa. A solugéo resultante &€ misturada com carvao ativado

e um floculante e depois filtrada. A solu¢ao de lactose limpa é entdo concentrada e

cristalizada. Cristalizadores continuos ou em batelada podem ser usados para este

processo, seguindo as etapas demonstradas na Figura 11.

Soro de Leite |

|

Concentracio por Membranas

Evaporador

Cristalizador

|
Lavagens
|

Separacio dos cristais

Secagem

Embalagem

[

Mono-hidrato de lactose de
grau farmacéutico

Mono-hidrato de
lactose de grau
alimenticio

L

Dissolucio dos cristais

Filtraciao

I
L ————————1 Pulverizacio
Carvio ativado e floculante | Secagem em rolo |
Moagem

AN

Lactose anidra

Cristais mono-hidratados
de a-lactose

Figura 11. Fluxograma das etapas de produc¢éo de lactose de grau alimenticio e de grau

farmacéutico.

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Também pode-se produzir lactose de grau farmacéutico anidra. Este € o cristal

de lactose na forma B, que é o mais doce dos dois isdbmeros da lactose. Para produzir
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cristais de B-lactose, a lactose deve ser cristalizada a temperaturas acima de 93,5
°C. Para isso, a solucéao de lactose limpa, produzida como na fabricacdo de mono-
hidrato de lactose de grau farmacéutico, € pulverizada sobre um secador de rolos
(PATERSON, 2011). O resultado da cristalizacao rapida a temperaturas acima de 93,5
°C € uma torta de cristais muito finos contendo tipicamente 70 a 80% de B-lactose e
20 a 30% de moléculas de a-lactose sem agua de cristalizac&o. A torta € entdo moida
e peneirada para produzir particulas do tamanho desejado e o produto é embalado
(PATERSON, 2011).

Ainda, é possivel obter lactose seca por pulverizagao (spray dryer), muito utilizada
na producado de farmacos como excipiente. P0s de lactose secos por pulverizacéo
séo produzidos a partir de cristais mono-hidratados de a-lactose, suspendendo-os em
agua limpa e depois secando a mistura por pulverizacéo. Isto resulta em aglomerados
esféricos de cristais ligados por lactose amorfa. A lactose amorfa tende a estar no
centro dos aglomerados, reduzindo os problemas de aglomerac¢éo que ocorrem quando
esta presente na superficie. Além disto, o formato esférico da particula significa que o
produto apresenta boas propriedades de fluxo e com isso, forma comprimidos muito
bons (PATERSON, 2011).

2.2.3 Cromatografia

A separacdo cromatografica € baseada em diferencas nas velocidades de
fluxo dos componentes do liquido a ser tratado quando passados através de uma
coluna de resina. O leito de resina € composto de particulas de resina porosa tendo
grupos funcionais com o0s quais os componentes a serem separados interagem
diferencialmente. O eluato é dividido em fracdes contendo a composicado desejada.
Para separar os componentes um do outro, eles devem ter diferentes afinidades com
a resina (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). A cromatografia baseada na
interacao diferencial de componentes de uma solucdo mista com uma resina pode
ser classificada como cromatografia de troca i6nica (IEC), cromatografia de interagdo
hidrofébica (HIC) e cromatografia de afinidade (AC) (ARDO; CHATTERTON; VARMING,
2011). Ainda outra versédo do processo € a cromatografia por exclusao de tamanho
(SEC), em que a separacao € baseada nas diferencas de tamanho molecular dos
componentes. Um componente, tal como uma proteina, pode ser demasiado grande
para entrar na particula de resina porosa, e entéao eluir mais rapidamente a partir do
leito de resina se comparado com os compostos menores (HARJU; KALLIOINEN;
TOSSAVAINEN, 2012). No entanto, a cromatografia industrial é frequentemente
baseada em mais de um tipo de interacdo. A cromatografia por exclusao de ions (IEX)
ocorre quando a resina e o eluato estdo em equilibrio. A concentracédo de compostos
iGnicos no interior da resina € muito menor que a externa, o que acelera o fluxo de
compostos iénicos através da coluna (WHEATON; BAUMAN, 1953a, 1953b).

A lactose pode ser separada eficientemente do leite e do soro por fortes resinas
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de troca catibnica (GEISSER et al., 2005; HARJU, 1990; HARJU; HEIKKILA, 1988;
KARL LAUER; GEORG STOECK; FRIEDRICH BATZ, 1974; YAGUCHI; ROSE, 1971).
A separacéo € baseada nos diferentes efeitos de excluséo de ions e tamanhos de
minerais e proteinas, e provavelmente também na capacidade da lactose de formar
complexos com cétions ligados a fortes resinas de troca catiénica. Esta formacéo de
complexos de cations-lactose retarda o fluxo de lactose através da coluna de resina.

Segundo Harju (1987), € importante que a resina de troca catiGnica esteja em
equilibrio com os cations do leite. Em principio, a separacédo cromatografica pode
permitir a remog¢ao de compostos moleculares pequenos nao ionizados (por exemplo,
lactose) de moléculas grandes (por exemplo, proteinas) e moléculas pequenas
ionizadas (por exemplo, sais). Quando a resina esta na forma de sédio, a lactose
€ separada de outros componentes do leite. No entanto, a troca iGnica ocorre € 0
calcio do leite € ligado a resina, o que leva a destruicdo das micelas de caseina e
ao desaparecimento da cor branca do leite. Se a resina estiver na forma de calcio, a
separacéo é fraca e a proteina pode precipitar na coluna. Assim, a alta temperatura
(65 °C) é preferida devido ao melhor controle do crescimento microbiano e melhor
separacao. Ainda segundo estes autores, a concentracao do leite antes da separacao
cromatografica reduz a quantidade de agua necessaria para a eluicdo. Usando este
método é possivel separar a lactose muito especificamente dos outros componentes
do leite, abrindo novas possibilidades para o desenvolvimento de processos e produtos
na industria de lacteos (HARJU, 1987).

Além disso, métodos de separacdo cromatografica da lactose podem ser
especialmente importantes quando se deseja retirar completamente a lactose e seus
monossacarideos (glicose e galactose) dos produtos (BATISTA et al., 2017). Algumas
pessoas possuem deficiéncia no metabolismo da galactose, entdo € necessario que
esta seja retirada do leite/produto. A galactosemia é um erro inato do metabolismo de
carboidratos, causado por um comprometimento de qualquer uma das trés enzimas
gue metabolizam galactose. Quando ha deficiéncia de uma dessas enzimas, as vias
alternativas do metabolismo da galactose entram em acgao, o que leva a acumulacao
de outros metabdlitos, sendo eles o galactitol e o galactonato. O galactitol se acumula
nas células e tem sido apontado como agente causador de catarata e pseudotumor
cerebral (DEMIRBAS et al., 2018). Baseado nesse problema, Batista et al. (2017)
desenvolveram uma coluna de bioafinidade utilizando uma lectina que se liga a lactose
objetivando sua retirada. Para isso, uma lectina de Brosimum gaudichaudii (brosimina)
foi extraida, purificada e imobilizada em polianilina. Outros suportes também foram
testados no processo de imobilizagéo, mas o melhor suporte foi polianilina modificada
com glutaraldeido (PANIG). O complexo PANIG-brosimina conseguiu remover
46,3% da lactose testada. Além disso, testes usando leite desnatado mostraram que
€ possivel remover completamente a lactose, sugerindo que este material é muito
promissor como uma alternativa para produzir leite sem lactose por meio da separacao
por cromatografia de bioafinidade. Os autores salientam que em processos de alta

Ciéncia e Tecnologia de Leite e Produtos Lacteos Sem Lactose Producéo de leite sem lactose




escala, o uso de reatores sequenciais contendo PANIG-brosimina poderiam fornecer
altos niveis de remocao de lactose, o que geraria um produto que atende os requisitos
pedidos por individuos com intoleréncia a lactose e/ou galactose.
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LACTOSE EM LEITE E DERIVADOS

A lactose esta presente em todos os leites utilizados para alimentagdo humana
(mulher, vaca, cabra, bufala, ovelha, camelo fémea, jumenta, etc.). A Tabela 4
apresenta os teores de lactose (minimo e maximo) relatados na literatura para
diferentes espécies. Consequentemente, os derivados produzidos com estes tipos de
leites também apresentam algum teor de lactose (Tabela 5). Pessoas intolerantes a
lactose tendem a evitar o leite e produtos lacteos com a presenca da lactose para
controlar os sintomas relacionados a intolerancia. No entanto produtos sem lactose e
com baixo teor de lactose representam uma solucéo simples e eficaz para que estes
individuos mantenham a ingestao de nutrientes relacionados ao consumo de leite e
produtos lacteos (TROISE et al., 2016).

Espécie Lactose (g/100g)
Mulher 6,3-7,0
Egua 6,0-7,2
Jumenta 58-7,4
Bufala 3,2—-4,9
Vaca 44-56
Cabra 32-45
Ovelha 41-59

Tabela 4 - Teores de lactose (minimo e maximo) relatados na literatura para diferentes
espécies.

Fonte: Adaptado de GANTNER et al. (2015).
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Tipo de produto g/100g

Leite
Desnatado 4,8
Semi- desnatado 4,7
Integral 4,6
Condensado, integral, adogcado 12,3
Pé desnatado 52,9
Evaporado, integral 8,5
Creme
Unico 2,2
Duplo 1,7
Amargo 2,7
Creme fraiche 2,1
Imitacdo de creme 2,3-6,8
logurte
Natural 4,0
Fruta 4,0
logurte de beber 4,0
Fromage frais natural 3,0
Fromage frais de fruta 0,3
Tzatziki (com pepinos) 4,7
Sobremesas
Milkshake comum 4,5
Sorvete de baunilha néo lacteo 4,8
Sorvete de baunilha lacteo 52
Sorvete de chocolate 4,7
Arroz doce 3,9
Creme feito com leite integral 5,2
Mousse de chocolate 3,8

Tabela 5 - Teores de lactose para diferentes produtos lacteos, sem tratamento com lactase ou
separacéo da lactose.

Fonte: Adaptado de Mattar e Mazo (2010).

No Brasil, estdo em vigor duas resolugdes que tratam das regras para rotulagem
de produtos que contenham ou néo lactose em sua composi¢cdo. Sendo uma para
tratar dos requisitos técnicos para os alimentos para dietas com restricdo de lactose
e outra para estabelecer os requisitos para declaracdo obrigatoria da presenca de
lactose nos rétulos dos demais alimentos. A primeira é a Resolugédo da Diretoria
Colegiada numero 135/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria que inclui os
alimentos para dietas com restricao de lactose no regulamento de alimentos para fins
especiais (BRASIL, 2017a). A segunda € a Resolucéo da Diretoria Colegiada numero
136/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria que define como as informagdes
de lactose devem ser colocadas no rétulo, independentemente do tipo de alimento
(BRASIL, 2017b).

De acordo com a RDC 136/2017, a declaracao da presenca de lactose se torna
obrigatéria nos alimentos — incluindo bebidas, ingredientes, aditivos alimentares e
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coadjuvantes de tecnologia — que contenham lactose em quantidades maiores do
que 100 (cem) miligramas por 100 (cem) gramas ou mililitros do alimento tal como
exposto a venda. Ou seja, qualquer alimento que contenha lactose em quantidade
acima de 0,1% devera trazer a expressao “Contém lactose” em seu rétulo (BRASIL,
2017b). Os alimentos desta categoria (“Contém lactose”) devem trazer as seguintes
informacgdes no seu rotulo:

-+ Ser escrito em caixa alta e em negrito.
+ Aimpresséo deve ser em contraste com o fundo da caixa.

« Aaltura minima deve ser de 2mm e nao pode ser menor que a letra utilizada
na lista de ingredientes.

+ Adeclaracédo deve ficar em um local da embalagem que néo seja encoberto,
que seja removivel pela abertura do lacre ou de dificil visualizagdo, como
area de selagem e de torcéo.

Apenas os estabelecimentos que preparam os alimentos, sejam eles sem
embalagens ou embalados no proprio ponto de venda a pedido do consumidor, nao
estédo obrigados a informarem sobre o conteudo de lactose (BRASIL, 2017b).

Enquanto isso, a RDC 135/2017 diferencia o teor de lactose nos produtos que
sao isentos desse carboidrato daqueles que apresentam baixo teor de lactose. Sendo
assim, por definicdo, os produtos isentos de lactose sdo alimentos para dietas com
restricdo de lactose que contém quantidade de lactose igual ou menor a 100 (cem)
miligramas por 100 (cem) gramas ou mililitros do alimento pronto para o consumo.
Por outro lado, os alimentos com baixo teor de lactose s&o alimentos para dietas
com restricdo de lactose que contém quantidade de lactose maior que 100 (cem)
miligramas por 100 (cem) gramas ou mililitros e igual ou menor do que 1 (um) grama
por 100 (cem) gramas ou mililitros do alimento pronto para o consumo (BRASIL,
2017a). O Quadro 1 resume e relaciona a quantidade de lactose presente no alimento
com a declaragao obrigatéria no rétulo do produto. Além disso, os teores de lactose
e galactose devem ser declarados em gramas e sem o percentual do valor diario
(%VD), abaixo de carboidratos, na tabela de informagé&o nutricional. Assim, o mercado
brasileiro de alimentos possui trés tipos de rotulagem para a lactose: “zero lactose®,
“baixo teor”, ou “contém lactose”.
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Quantidade de lactose no alimento Frase no rotulo

Zero Lactose

Isento de Lactose
Abaixo de 100 mg/100g ou ml 0% Lactose
Sem Lactose

Nao Contém Lactose

Baixo Teor de Lactose
De 100mg até 1g/100g ou mi
Baixo em Lactose

Igual ou acima de 100mg/100g ou ml Contém Lactose

Quadro 1: Resumo e relagéo entre a quantidade de lactose presente no alimento com a
declaragao obrigatéria no rétulo do produto.

Fonte: Brasil (2017a,b).

McSweeney e Fox (2009) apresentaram uma revisdo de processos industriais
para producéo de produtos lacteos isentos ou reduzidos de lactose, especialmente
leite sem lactose. Os processos podem ser divididos em trés categorias: tratamento
com B-galactosidase soluvel, reducéo de lactose por tecnologias de membrana e
reducao de lactose em leite por métodos cromatograficos.

A disponibilidade de preparacbes comerciais de lactase, bem como diferentes
processos para separacdo da lactose favorece o desenvolvimento de diferentes
abordagens tecnolbgicas para fabricar leite com baixo teor ou isentos de lactose
(TROISE et al., 2016). Os fatores que influenciam a hidrélise enzimatica séo: a
concentracao de lactose dos produtos, o pH, a presenca de alguns ativadores (ions
mono e bivalentes), o tempo e a temperatura da incubacédo da enzima. As lactases
comercialmente disponiveis tém uma faixa de temperatura ideal entre 35 °C e 65 °C
(MAHONEY, 1997) e o crescimento de bactérias indesejadas durante a incubacao da
lactase devem ser evitados. Os leites com baixo teor ou isentos de lactose resultantes
sdo caracterizados por um aumento do valor crioscopico (de 0,454 a 0,650 °C)
e um sabor doce mais intenso, uma vez que a dogura da glicose e da galactose é
significativamente maior do que a da lactose (LANGE, 2005).

Uma nova fase no desenvolvimento do leite sem lactose foi alcangcada quando
a Valio Ltd lancou em 2001 seu produto que tinha a dogura de leite normal e continha
<0,01% de lactose (HARJU, 2004; JELEN; TOSSAVAINEN, 2003). O desenvolvimento
do leite sem lactose da Valio foi baseado em um processo de separag¢ao cromatografica,
que permite a separacao especifica da lactose do leite (HARJU, 2004; JELEN;
TOSSAVAINEN, 2003). A separacao cromatografica permite reter os minerais do leite
com as proteinas, ao contrario de outras técnicas de separacéo (HARJU, 1987, 2004).
O método foi estudado por Harju (2004) para a separacao de parte da lactose do
leite, pois a fracao restante foi hidrolisada enzimaticamente, resultando num leite com




sua dogura natural. Harju e Heikkila (1988) patentearam um método de separacéao
e subsequente recuperacdo da lactose de soro de leite, utilizando cromatografia e
cristalizacao, respectivamente.

Uma abordagem mais facil de adotar em laticinios e uma tecnologia mais facil de
licenciar para outros laticinios foi desenvolvida com base nas técnicas de membrana
(TOSSAVAINEN; SAHLSTEIN, 2007). Para isso, o leite foi ultrafiltrado, o permeado
de UF foi ainda nanofiltrado e o permeado da nanofiltracéo foi ainda concentrado com
osmose inversa. O retentado de osmose reversa foi devolvido de volta ao retentado
de UF, retornando assim 0s minerais, ap0s o0 que a lactose residual foi hidrolisada
com B-galactosidase. O leite apresenta o0 mesmo sabor que o leite normal, apesar da
remocao parcial da lactose antes da hidrélise enzimatica (TOSSAVAINEN; SAHLSTEIN,
2007).

Lange (2005, 2009) também descreveram um processo para fabricacao de leite
sem lactose sem dogura extra. O processo incluiu um passo de ultrafiltracdo em que
parte da lactose foi removida e o retentado de UF foi diluido para uma concentracao de
proteina de 4% e uma concentracao de lactose de 3%. Depois disso, a lactose residual
€ hidrolisada enzimaticamente. A docura do leite era semelhante a do leite normal, mas
o leite tinha um nivel mineral de apenas 0,47%. No leite normal, o conteddo mineral é
de cerca de 0,75%. Isso pode causar uma diferenca no sabor. A Natrel Inc. no Canada
lancou seu leite sem lactose com base neste processo de separagdo por membrana
em 2002 (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). Mais tarde, muitos novos
processos para a producao de leite sem lactose foram desenvolvidos. A maioria sao
combinacgdes de filtracao por membranas e hidrolise enzimatica (CHOI; LEE; WON,
2007; HOLST; LAURITZEN, 2009; KALLIOINEN; TIKANMAKI, 2010; TIKANMAKI;
KALLIOINEN, 2015).

A Figura 12 apresenta um fluxograma das etapas mais empregadas nos dias
atuais para producao de leite sem lactose, com adicdo da enzima ap0s o tratamento
térmico. As técnicas de tratamento térmico, como pasteurizagdo (Figura 13), UHT
direto (Figura 14) e UHT indireto (Figura 15), sdo similares aquelas usadas para o
leite normal (contendo lactose). Provavelmente, o tratamento térmico mais comum
usado na producao industrial de leite sem lactose € o UHT (HARJU; KALLIOINEN;
TOSSAVAINEN, 2012). No entanto, alguns produtos, como o queijo sem lactose,
ndao podem ser fabricados a partir de um leite tratado por UHT devido a maior
desnaturacao proteica causada por este tratamento em comparacao ao tratamento de
pasteurizacao (70-75 °C/15s). Por isso, varios laticinios que hoje produzem derivados
lacteos sem lactose também utilizam o processo enzimatico apds o tratamento térmico
de pasteurizacéo. Este leite, por sua vez, € o mais utilizado para produzir derivados
lacteos sem lactose.
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Figura 12: Representacéo das etapas de obtencéo de derivados lacteos sem lactose a partir do
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Figura 13: Etapas do processamento do leite pasteurizado.
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Figura 14: Etapas do processamento do leite longa vida pelo método UHT direto.

Fonte: As autoras.
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Pode-se produzir leite com baixo teor ou isento de lactose através da adicdo
"em batelada" da lactase antes da etapa de tratamento UHT (Ultra High Temperature).
Neste caso a hidrdlise da lactose pode ser feita por sistema de batelada de uso Unico;
sistemas de recuperacao (reutilizacdo enzimatica) ou usando enzimas imobilizadas
(MAHONEY, 1997). Recentemente, gracas ao uso de tecnologia de embalagem
asséptica, a adicao da lactase em cada caixa de leite torna-se possivel (no processo
de adicdo na embalagem), como observado na Figura 12. Este processo reduz os
custos operacionais, pois requer menor quantidade de enzima e economiza o tempo de
espera necessario para a hidrolise do lote (TROISE et al., 2016). Além disso, permite
atingir concentracdes mais baixas de lactose (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN,
2012). E importante salientar que o leite com baixo teor ou isento de lactose obtido
pelo processo de adicdo da enzima na embalagem apds o0 processamento térmico
apresenta lactase ativa durante a vida de prateleira do produto, uma vez que a enzima
€ adicionada apds a esterilizacdo (TROISE et al., 2016). Enquanto o leite com baixo
teor ou isento de lactose obtido pelo processo de adicdo da enzima "em batelada" nao
tem atividade residual de lactase porque a enzima € inativada durante a esterilizagcao.
Consequentemente, no leite obtido pelo processo de adicao da enzima na embalagem
apos o tratamento térmico, a hidrélise da lactose continua durante o periodo de
armazenamento, enquanto que nas amostras obtidas pelo processo "em batelada" a
hidrélise é interrompida ao final da incubacéo do lote (que é quando se atinge o nivel
de hidrélise almejado) (TROISE et al., 2016).

A presenca da lactase ativa na embalagem final pode ter algumas desvantagens,
pois a alta concentracdo de glicose e galactose torna o produto menos estavel
em comparagcdo com o leite UHT convencional. De fato, € bem conhecido que as
lactases comerciais tém atividades enzimaticas secundarias que podem gerar outros
intermediarios reativos (EVANGELISTI et al.,, 1999; TOSSAVAINEN; SAHLSTEIN,
2007). Em particular, as preparagdes de lactase comerciais podem ter tanto atividade
arilsulfatase, que catalisa a degradacao de alquilfendis de leite gerando compostos
volateis (DEKKER; DAAMEN, 2011; STRESSLER et al., 2016), como atividade
proteolitica que libera peptideos e aminoacidos livres, favorecendo o escurecimento
nédo enzimatico e o desenvolvimento de sabores estranhos durante a vida de prateleira
(TROISE et al., 2016).

Os leites com baixo teor de lactose obtidos por essas duas tecnologias apresentam
composicao quimica e perfis sensoriais diferentes devido a maior concentracéo de
aminoacidos livres (NURSTEN, 2005; VAN BOEKEL, 1998). Troise et al. (2016)
investigaram a influéncia de ambas as tecnologias de producéo de leite com reduzido
teor de lactose durante seis meses de armazenamento. Eles mostraram que a atividade
proteolitica da cadeia lateral da lactase causou a liberagdo de aminoacidos com uma
formacéo significativamente maior de produtos da reacdo de Maillard e de sabores
desagradaveis em quatro de cinco amostras produzidas pela adicédo da enzima na
embalagem apés o tratamento térmico. Esses autores concluiram que a adi¢do de
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lactase apés a esterilizac&o do leite pode ter consequéncias sensoriais e nutricionais
negativas, principalmente relacionadas a atividade proteolitica lateral da enzima,
especialmente durante o armazenamento prolongado. A qualidade das lactases
utilizadas pode ter um impacto significativo na percepcao sensorial. A eliminacéo das
atividades secundarias ja melhora a qualidade sensorial de produtos lacteos com
baixo teor de lactose e sem lactose (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).
Os efeitos da adicao de lactase apds o tratamento térmico foram comparados
ao perfil quimico do leite convencional tratado por UHT ao longo de nove meses de
armazenamento (JANSSON et al., 2014a, 2014b). Os resultados mostraram que o leite
com baixo teor de lactose € caracterizado por uma maior concentracao de aminoacidos
livres e furosina, maiores taxas de reag¢ao para a formacao de volateis e, em geral,
condi¢Oes mais favoraveis para a reagao de Maillard ocorrer do que o leite convencional
tratado por UHT. Além disso, esses artigos destacaram que a B-caseina e a a_,-
caseina foram hidrolisadas significativamente no leite com baixo teor de lactose apos
aproximadamente 90 dias de armazenamento (TROISE et al., 2016). Devido a estes
problemas, o tratamento térmico do leite sem lactose deve ser 0 mais suave possivel
(HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). Segundo Tossavainen e Kallioinen
(2007) o UHT direto (Figura 14) € um método mais suave que o UHT indireto (Figura
15) para producéo de leite sem lactose. No entanto, a temperatura de armazenamento
também & um fator muito importante em relacéo a qualidade do leite sem lactose. As
reacoes de Maillard podem progredir significativamente durante a vida Gtil do produto
em temperatura ambiente e este é um fator mais importante do que a tecnologia UHT
utilizada (TOSSAVAINEN; KALLIOINEN, 2007). A intensidade das rea¢6es de Maillard
durante o tratamento térmico pode ser reduzida significativamente utilizando pés-
hidrélise, i.e., adicionando enzima assepticamente apods o tratamento térmico. Embora
isso nao diminua a taxa das reagdes de Maillard durante o armazenamento, isso leva
a niveis mais baixos de escurecimento. Independentemente do tipo de tecnologia UHT
utilizada e do método de hidrolise, a temperatura durante o tempo de armazenamento
deve ser a mais baixa possivel (TOSSAVAINEN; KALLIOINEN, 2007).
Milkovska-Stamenova e Hoffmann (2017) estudaram o efeito da hidrdlise da
lactose na reacéo de Maillard durante o processamento de produtos lacteos. Os altos
teores de proteinas e agucares redutores (principalmente lactose) no leite favorecem
as reacbes de Maillard durante o processamento térmico necessario para reduzir a
carga bacteriana dos produtos lacteos e prolongar sua vida util também (MOATSOU,
2013). Areacao de Maillard é iniciada pela reducéo de agucares (por exemplo, aldoses)
reagindo com grupos amino em proteinas, ou seja, principalmente grupos €-amino
de residuos de lisina, produzindo produtos de glicacéo relativamente estaveis (por
exemplo, produtos Amadori) (NURSTEN, 2011). Estes produtos estdo presentes em
baixos teores no leite cru e colostro, enquanto aumenta durante o processamento
industrial (MILKOVSKA-STAMENOVA; HOFFMANN, 2016a, 2016b). O efeito sobre as
propriedades fisico-quimicas das proteinas do leite, como reducéo da digestibilidade
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e biodisponibilidade, que podem diminuir o valor nutricional do leite sdo amplamente
discutidos (NURSTEN, 2011). Estruturas glicadas também podem ser reconhecidas
pelo sistema imunolégico e, portanto, desencadear alergias alimentares (TODA et al.,
2014; VERHOECKX et al., 2015). Além disso, os produtos de Amadori sao precursores
de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), levantando algumas preocupacoes
sobre potenciais riscos a saude, pois podem contribuir para o desencadeamento
de respostas inflamatorias e estresse oxidativo com efeitos vasculares e renais
potencialmente prejudiciais (POULSEN et al., 2013; STIRBAN; TSCHOPE, 2015).
Sendo assim, Milkovska-Stamenova e Hoffmann (2017) demonstraram em termos
quantitativos que o armazenamento aumentou a lactosilacédo até quatro vezes em leite
UHT com lactose e em formula infantil com lactose. Enquanto a exosilagcdo aumentou
até onze vezes no leite UHT sem lactose e trés vezes na formula infantil. Além disso,
o leite UHT sem lactose apresentou um aumento no numero e na quantidade de
peptideos hexosilados durante trés meses de armazenamento, que foi ampliado
ainda mais quando submetido a aquecimento moderado (MILKOVSKA-STAMENOVA;
HOFFMANN, 2017). O leite sem lactose contém maiores niveis de glicacdo que os
produtos lacteos com lactose, devido a alta reatividade da d-glicose e da d-galactose
(obtida pelaclivagem enzimatica dalactose) em comparacéo comalactose dissacaridica
(MILKOVSKA-STAMENOVA; HOFFMANN, 2016b). E uma preocupac&o constante da
ciéncia e tecnologia de leite e derivados diminuir a ocorréncia destas reagdes e seus
produtos, sendo este, um campo de investigacdo sempre atual, que sempre esta em
busca de novas alternativas e solugdes.

A partir do leite sem lactose (principalmente o pasteurizado) é possivel
desenvolver todos os derivados lacteos que estdao disponiveis no mercado na sua
forma normal. Ja estdo a venda derivados lacteos isentos de lactose (“lac-free”) como
leite em po, féormulas infantis, leites fermentados (incluindo iogurte e kefir), varios
tipos de queijos, manteiga, creme de leite, leite condensado, doce de leite, requeijao,
sorvete, sobremesas lacteas, etc.

O teor de lactose também pode ser reduzido em produtos lacteos através da
fermentacao de bactérias do acido laticas. A coalhada, o kefir e o iogurte tém sido
tradicionalmente produzidos e consumidos em substituicdo ao leite normal. Nestes
produtos, aproximadamente 30% da lactose é convertida durante o seu processo
de fabricacdo (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). No entanto, a fim de
se obter produtos isentos de lactose lvanova et al. (1990) descreve um processo
para produzir um leite ultrafiltrado que é utilizado na producao de kefir. A partir deste
processo, obtém-se uma delactosilacéo parcial que reduz a proporcéo de lactose para
proteina de cerca de 1,5:1 para cerca de 1:1. Nenhuma modificacdo indesejavel das
propriedades organolépticas do kefir foi observada durante o processo produtivo deste
produto (IVANOVA et al., 1990). O ideal na produ¢ao de derivados lacteos sem lactose
é que o processo de retirada ou hidrolise da lactose ndo modifique as propriedades As
quais o consumidor ja esta acostumado naquele tipo de produto. Streiff et al. (1990)
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descreveram um processo para fazer iogurte sem lactose. Este processo também
compreende as etapas de ultrafiltracéo do leite e hidrolise da lactose com uma lactase.
Uma vez que menos sacarose precisa ser adicionada ao iogurte ao final do processo,
0 sabor mais doce provocado pela glicose + galactose no produto ndo apresenta
um problema para a producao deste derivado (STREIFF; HOYDA; EPSTEIN, 1990).
Moreira et al. (2017) produziram um iogurte com baixo teor de lactose e adicédo de
farinha de alfarroba. Na anadlise sensorial realizada os consumidores atribuiram
melhores notas aos produtos com maior teor de dogura; assim, o iogurte enriquecido
com alfarroba apresentou geralmente uma melhor aceitabilidade, especialmente o
produto com lactose hidrolisada que apresentava um sabor mais doce (MOREIRA et
al., 2017).

A maioria dos queijos duros, semi-duros e moles curados é naturalmente isenta
de lactose ou contém niveis muito baixos de lactose porque, durante a fermentagéo por
bactérias iniciadoras, a lactose é transformada em é&cido lactico nos estagios iniciais
do amadurecimento do queijo (MONTI et al., 2017). No entanto, em muitos casos,
pessoas com ma absorcao de lactose relutam em comer queijos porque 0s niveis
de lactose desses produtos nao sao claramente declarados (GILLE et al., 2018). A
ocorréncia de baixas concentracdes de lactose em queijo Gouda (VAN SCHEPPINGEN
et al., 2017), queijo Grana-Padano (MONTI et al., 2017) e manteiga (CONZUELO et
al., 2010) sao relatados na literatura. A Tabela 6 descreve o teor de lactose presente
em diferentes tipos de queijos. E possivel perceber que em queijos duros, semi-duros
ou moles curados os sacarideos (como lactose, galactose e glicose) séo naturalmente
metabolizados pela microflora. Como resultado, estes tipos de queijo contém uma
concentracdo muito baixa de lactose.
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Produto Lactose (g kg™')
Queijos duros

Emmental <LDM
Gruyére <LDM
Sbrinz <L.DM
Suico <LDM
Montanhés <LDM
Queijos semi-duros

Appenzeller <LDM
Vacherin Fribourgeois <LDM
St. Paulin 0,3+0,1
Téte de Moine <LDM
Tilsiter Suico - Past <LDM
Tilsiter Suico Vermelho <LDM
Tilsiter Suigco surchoix <LDM
Raclette <L.DM
Cream cheese <LDM
Queijos moles

Vacherin Mont-D’Or <L.DM
Limburger <LDM
Tomme <LDM
Brie (45% gordura) <L.DM
Brie (60% gordura) <L.DM
Camembert (60% gordura) <L.DM
Camembert (45% gordura) <L.DM
Feta (Suico) <L.DM
Queijos frescos

Cottage 18,24 + 5,95
Mucarela 7,43 1,71
Requeijao desnatado 46,40 + 8,59
Requeijao semi-desnatado 44,25 + 11,3
Requeijao integral 36,18 + 2,61
Queijos sem Lactose (LF)

LF Cottage 0,37 +0,14
LF Requeijao desnatado (0.1% gordura) 0,51 +0,25

Tabela 6: Teor de lactose em queijos duros, semi-duros, moles, frescos e com denominacgéo de
isentos de lactose.

Fonte: Adaptado de Gille et al. (2018). LDM: valor abaixo do Limite de Deteccao do Método (0,024 g kg ).

O menor teor de lactose nesses produtos, na verdade, explica muito bem porque,
em locais onde ha alta incidéncia de ma absorcédo de lactose, o leite € consumido
principalmente por adultos na forma de queijos, manteiga e leite fermentados.
Enquanto em locais com incidéncia muito baixa de ma absorcéo de lactose, grandes
quantidades de leite n&do modificado sédo consumidas pela populagdo adulta (HARJU;
KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). Pollman (1989) analisou queijo duro ralado n&o
encontrou niveis de lactose superiores a 10 mg/100g e nem de galactose superiores a
30 mg/100g. Mais recentemente, Portnoi e MacDonald (2013) resumiram os resultados
do teor de lactose e galactose dos queijos analisados desde 2001, principalmente
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por analise enzimatica e apenas recentemente por cromatografia. Todas as amostras
analisadas, com exceg¢do de uma, ndo continham lactose detectavel, e apenas duas
amostras apresentaram quantidade de galactose maior que o limite de deteccao do
método. Conforme visualizado também na Tabela 6, os demais tipos de queijos, como
os frescos, necessitam de uma etapa de delactosilacéo prévia do leite para a producao
de um derivados isento de lactose.

Outro produto que tradicionalmente contém menor teor de lactose devido ao
seu processo de producédo € a manteiga. Ao fazer manteiga, 100 kg de leite séo
convertidos em 5 kg de manteiga e mais de 99% da agua é removida. Ao mesmo
tempo, cerca de 99% da lactose também é removida. As concentracbes de lactose
sao também reduzidas durante as etapas de malaxagem e lavagem da massa com
a saida do leitelho (CONZUELO et al., 2010; SCHRIPSEMA, 2008). Na india, o ghee
(uma versao de manteiga clarificada) é tradicionalmente produzido e, neste produto,
até mesmo o um por cento final de agua e lactose € eliminado (HARJU; KALLIOINEN;
TOSSAVAINEN, 2012). No entanto, para assegurar a denominag¢ao de produto isento
de lactose é recomendado utilizar leite ou creme de leite previamente delactosilado
por processo fisico ou enzimético.

Por outro lado, o leite em p6 produzido a partir de leite ndo delactosilado é
um dos produtos que apresentam o maior teor de lactose entre os derivados lacteos
disponiveis no mercado (Tabela 5). Fernandez, Schebor e Chirife (2003) observaram
gue a lactose hidrolisada no leite em pé era mais escura que em leite em po6 tradicional
devido a maior disponibilidade de acucares redutores, o que favorece a reacéo de
Maillard. Problemas como esse na producao de leite em p6 hidrolisado levam a uma
reducao na qualidade do po, incluindo dificuldade na reidratac&o, aspectos sensoriais
alterados e baixo rendimento (FERNANDEZ; SCHEBOR; CHIRIFE, 2003). Embora
a tecnologia do leite em pd hidrolisado ja seja difundida e utilizada industrialmente,
ainda assim se consiste num processo desafiador, em virtude das caracteristicas
fisicas do produto hidrolisado. Segundo Schuck et al. (2015), durante a secagem,
o leite com a lactose hidrolisada tem um numero maior de moléculas (glicose e
galactose, em oposicao a lactose) no estado amorfo, e consequentemente o produto
fica altamente higroscopico, o que torna a produtividade do processamento custosa
devido ao entupimento das cdmaras e a conservacao do po6. Para solucionar o caso,
a industria de laticinios continua investigando as mudancas significativas que ocorrem
na composic¢ao do leite em pé com lactose hidrolisada, quando esse leite € obtido via
condicoes tradicionais de secagem (TORRES et al., 2017).

No sorvete, a lactose constitui aproximadamente 20% dos carboidratos presentes
(MARSHALL; ARBUCKLE, 1996). Aporcentagem de lactose em sorvete pode depender
da formulagcéo. Quando a hidrdlise da lactose € realizada, o sorvete requer menos
adicao de acucar para obter a dogura desejavel. A hidrolise de 70% da lactose no leite
aumenta sua docura em uma quantidade comparavel a adicao de aproximadamente
2% de sacarose (ZADOW, 1986). Os monossacarideos produzidos a partir da lactose
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diminuem o ponto de congelamento da mistura de sorvete, aumentam a docura relativa
e promovem a facilidade de derretimento do sorvete (MATAK et al., 2003). O ponto
de congelamento da mistura de sorvete é diretamente proporcional ao numero de
particulas de lactose em solugdo (MATAK et al., 2003). Lindamood, Grooms e Hansen
(1989) relataram que o ponto de congelamento do sorvete diminui proporcionalmente
a extensao da hidrolise da lactose na mistura de gelados comestiveis. O ponto de
congelamento da mistura de sorvetes ndo tratados com (-galactosidase foi —1,458
°C, enquanto o ponto de congelamento de misturas que sofreram 25, 50 ou 100% de
hidrolise da lactose foram —1,62, -1,67 e —1,928 °C, respectivamente (LINDAMOOQOD;
GROOMS; HANSEN, 1989). O baixo ponto de congelamento € frequentemente
responsavel pelo derretimento acelerado do sorvete (MARSHALL; ARBUCKLE, 1996).
A hidrélise da lactose no sorvete resulta em um produto mais macio (MCSWEENEY;
FOX, 2009). Outro efeito positivo da hidrolise prévia da lactose pode ser observado
em leites condensados ou doces de leites. O defeito de textura arenosa e negativa
em leites concentrados pode ser superado pela hidrélise da lactose. Sabioni et al.
(1984) relataram menos arenosidade em doce de leite com lactose hidrolisada em
comparagao com o leite condensado no qual a lactose nao foi hidrolisada.

Ohlsson et al. (2017) certificaram o conteudo de glicose, galactose e lactose
em produtos lacteos (leite e leites fermentados), bem como em suas variantes sem
lactose. Os produtos foram comprados no mercado local da Suécia e submetidos a
analise cromatogréafica de troca ibnica com deteccéo eletroquimica (HPAEC-ECD).
Os autores concluiram que os niveis de lactose estavam abaixo ou perto dos limites
de deteccgao, tanto no leite UHT sem lactose como nos produtos lacteos fermentados
(iogurte, kefir e leite fermentado tradicional sueco) sem lactose.
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INOVACAO EM LEITES E PRODUTOS LACTEOS SEM LACTOSE

Segundo um relatério de pesquisa publicado neste ano pela FMI (Future Market
Insights, fornecedora de servigos de consultoria e inteligéncia de mercado, sediada
em Londres), a demanda global por alimentos devera crescer de 59% para 98% nos
proximos 30 anos, sendo cada vez mais importante para os fabricantes de produtos
alimenticios introduzir alimentos inovadores em mercados ja consolidados, como o
de produtos lacteos sem lactose. A pesquisa revela ainda que a regidao do mundo em
que ha maior valor de mercado para os produtos lacteos sem lactose é a APEJ (Asia-
Pacifico, exceto Japao) (Figura 16), além de aumento e valorizagao desses produtos
também na América Latina.

2013 2017 2021 2027
=== América do Norte == América Latina === EUropa Ocidental
=== Europa Oriental i APEJ === Oricnte Médio e Africa
e |ADEO

Figura 16. Crescimento global ano apds ano do valor de mercado de produtos lacteos sem
lactose, por regidao (2017-2027).

Fonte: Adaptado de FMI (2018).

Em relagdo aos diversos tipos de produtos lacteos, observa-se uma tendéncia
de queda do valor de mercado do leite sem lactose (Figura 17), se opondo ao valor
de mercado do iogurte sem lactose, que tende a aumentar até 2024. Em 2017 ja
se percebeu que a maior parte da movimentacéao financeira global dos lacteos sem
lactose veio do iogurte (Figura 18), representando 21,9% do valor de mercado, seguido
do queijo e manteiga (18%). Apesar das tecnologias para produzir leite com lactose
reduzida, mudancas na demografia e estilo de vida nos Estados Unidos nao favoreceram
o crescimento do consumo de leite fluido (BARBANO, 2017). Recentemente, uma
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combinacdo de técnicas (remocgao parcial de lactose por ultrafiliracdo e hidrélise
enzimatica da lactose remanescente) produziu um leite fluido reduzido em calorias e
lactose (Fairlife, Chicago, IL). A Tabela 7 resume todos os estudos de produtos lacteos
inovadores, apresentados e discutidos detalhadamente nos paragrafos abaixo.

| _—
2013 2017 2021 2027
—h—| cite —4#—Leite Condensado
== | _gife em Pd e |0gUIte
=i S0OrVELE =@==5S0bremesas
=== [\lanteiga/Queijo = Fdrmula Infantil

Qutros produtos®

Figura 17. Crescimento global ano apds ano do valor de mercado de produtos lacteos sem
lactose, por tipo de produto (2017-2027).

Fonte: Adaptado de FMI (2018). ®Preparagdes culinarias, sobremesas regionais, kefir, produtos de confeitaria e
chocolates; com teor de lactose zero ou reduzido.
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Figura 18. Andlise BPS global do valor de mercado de produtos lacteos sem lactose, por tipo de
produto (2017).

Fonte: Adaptado de FMI (2018). *Preparagdes culinarias, sobremesas regionais, kefir, produtos de confeitaria e
chocolates; com teor de lactose zero ou reduzido.
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Combinacéo de técnicas (remog¢ao parcial de lactose por ultrafiltracao e hidrolise

enzimatica da lactose remanescente) produziu um leite fluido reduzido em calorias e

lactose (Fairlife, Chicago, IL). A Tabela 7 resume todos os estudos de produtos lacteos

inovadores, apresentados e discutidos detalhadamente nos paragrafos abaixo.

Tratamento prévio da matéria-

Teor de lactose

Produto . no(s) produto(os) Autores
prima
final(is)
Leite prebiético Transgalactosilagéo da lactose 2,1g/L (PLOU et al., 2016)
logurte prebiobtico Transgalactosilagéo da lactose 1,44% (RAZA et al., 2018)
logurte probidtico Hidrolise da lactose <LDM (VARGA; ROMAN; TOTH, 2004)

logurte

logurte adicionado
de cranberry e mirtilo
Bebida fermentada a

base de soro

Bebida lactea com

preparado de toranja

Queijo cottage

prebibtico

Queijo mugarela

Queijo Canestrato

Pugliese

Frozen

Achocolatado

Hidrélise da lactose

Hidrélise da lactose

Hidrolise da lactose

Ultrafiliracao e hidrdlise da

lactose

Hidrélise da lactose

Ultrafiltracéo

Adicéo de Bifidobacterium
bifidum Bb02 (com consequente

hidrélise da lactose)

Hidrélise da lactose

Hidrélise da lactose

<0,01 mg / 100 cm?

<0,01%

<1%

<0,1g/100g

0,00%

<LDM

<LDM
<LDM

(TONGUC; KARAGOZLU, 2017)

(DABIJA; ROPCIUC, 2016)

(MATIJEVIC; LISAK; BOZANIC, 2011)

(RAHIMI et al., 2017)

(NICOLETTI; VERDI; ENDRES, 2016)

(MOYNIHAN et al., 2016)

(CORBO et al., 2001)

(SKRYPLONEK et al., 2017)
(LI et al., 2015)

Tabela 7 — Produtos lacteos com baixo teor de lactose ou sem lactose desenvolvidos
recentemente.

LDM: valor abaixo do Limite de Detec¢éo do Método

Os alimentos funcionais tém o potencial de promover a saude por meio de

mecanismos ndo encontrados na nutricdo convencional, e os efeitos restringem-se a

promocao da saude e bem-estar, maximizando as fungdes fisiologicas do individuo em
vez de curar doencas (GRANATO et al., 2010). Aproximadamente 60% dos europeus

consomem alimentos funcionais, de modo que as mulheres consomem a maior

quantidade de bebidas funcionais (FMI, 2018). No Brasil, os alimentos com alegacdes

de propriedades funcionais e ou de saude sao regulamentados pela Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria. Ao todo, sdo seis grandes grupos que compdem a lista de

nutrientes e ndo nutrientes que tem alegacdes padronizadas, e entre estes estéo os
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microrganismos probidticos e alguns compostos alimentares com efeito prebibtico
(ANVISA, 2002).

A literatura carece de pesquisas relacionadas a producao de derivados lacteos
probi6ticos sem lactose, mas sabe-se que o consumo de produtos ricos em bactérias
probibticas €& proposto como estratégia de reducdo dos sintomas de intolerancia
a lactose, pois algumas delas tém a capacidade de metabolizar o dissacarideo,
como € o caso das bifidobactérias e lactobacilos (CORGNEAU et al., 2017). Isso
foi observado nos trabalhos de Corbo et al. (2001) e Vesa et al. (1996). Vesa et al.
(1996) estudaram o leite fermentado da marca Ofilus, que continha Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium sp., e verificaram nos adultos voluntarios com deficiéncia
de lactase boa tolerancia e digestibilidade da lactose. Corbo et al. (2001) analisaram
as propriedades microbiolégicas e bioquimicas do queijo Canestrato Pugliese
suplementado com bifidobactérias (Bifidobacterium bifidum Bb02 e Bifidobacterium
longum Bb46). Em contraste com o queijo controle (sem adicdo dos probidticos), a
lactose foi completamente hidrolisada nos queijos elaborados com as bifidobactérias,
e esses dados corroboram com as atividades encontradas para a- e 3-galactosidase
— que foram marcadamente mais pronunciadas na presenca de bifidobactérias,
especialmente B. bifidum Bb02.

Até o momento foi documentado na literatura apenas um produto probiético
sem lactose utilizando como base leite sem lactose (lactose previamente hidrolisada):
Varga, Roman e Toth (2004) produziram iogurtes probiéticos utilizando Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus acidophilus. Matijevi¢, Lisak e Bozani¢
(2011) também elaboraram um derivado probidtico sem lactose, mas com outra
matéria-prima: Whey Protein reconstituido e subsequentemente hidrolisado. Assim,
foram desenvolvidas duas bebidas de soro fermentadas, uma contendo o probidtico
Lactobacillus acidophilus La-5 e a outra com Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12.

Como ja esclarecido no subitem 2.1.1, a B-galactosidase pode catalisar também a
reacao de transgalactosilacao da lactose, produzindo consequentemente, prebidticos
denominados galacto-oligossacarideos (GalOS). Com base nesse conhecimento, Plou
et al. (2016) desenvolveu um leite com presenca significativa de GalOS e, ao mesmo
tempo, baixo teor de lactose (concentracao final de 2,1 g/L, sendo que inicialmente
era 45 g/L). A justificativa desse trabalho se deu no fato de que os produtos lacteos
infantis sdo geralmente suplementados com GalOS e/ou fruto-oligossacarideos, a fim
de imitar os multiplos beneficios dos oligossacarideos do leite humano. Logo, em vez
de adicionar GalOS a férmula infantil, a outra alternativa (empregada pelos autores)
€ a de formar tais oligossacarideos in situ durante o tratamento tipico do leite com
B-galactosidases para eliminar a lactose. Raza et al. (2018) também empregaram essa
técnica para produzir um iogurte prebidtico com baixo teor de lactose. Primeiramente
foi feito a transgalactosilagéo enzimatica do leite, e na sequéncia, o iogurte. A lactose
no iogurte prebiotico (1,44 +0,01%) foi estatisticamente menor em comparacéo com o
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iogurte controle (3,4 + 0,02%). Em outras palavras, aproximadamente 60% da lactose
foi bioconvertida, resultando nas quantidades de 0,9 g de GalOS, 0,9 g de glicose e
0,55 g de galactose por 100 g de produto. A avaliacdo organoléptica quanto a cor,
consisténcia e aceitabilidade geral foi estatisticamente similar para ambos os iogurtes,
enquanto o sabor e a sinerese foram melhorados no iogurte prebi6tico devido aos
monossacarideos e GalOS recém-produzidos, respectivamente. Os autores concluiram
que a transgalactosilagdo da lactose do leite melhora a aceitabilidade do iogurte e é
importante para os individuos intolerantes a lactose.

A inulina € uma fibra dietética que também se classifica como prebidtica.
Frutanos desse tipo séo utilizados como ingredientes no desenvolvimento de novos
produtos ndo apenas por suas propriedades nutricionais, mas também devido a razdes
tecnoldgicas. Ainulina pode ser utilizada como substituto de gordura em alimentos, pois
possui a capacidade de promover na boca uma sensacado semelhante a da gordura.
Seu maior peso molecular quando comparado ao das oligofrutoses por exemplo,
torna-a menos soluvel e com habilidade de formar microcristais quando misturada a
agua ou leite. Esses microcristais ndo sao percebidos na boca, mas interagem para
formar uma textura finamente cremosa (PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012).
Por isso, Nicoletti, Verdi e Endres (2016) utilizaram a inulina para desenvolver um
queijo cottage sem lactose com reduzido teor de s6dio e gordura (reducéo de 41 e
30%, respectivamente). Conseguiu-se uma concentragdo final de inulina no queijo de
aproximadamente 5,31% sem alterac@o das caracteristicas sensoriais.

Apesar dos seis grupos que compdem o quadro de ingredientes funcionais no
Brasil, outras matérias-primas sdo exploradas a fim de descobrir novos compostos
que possam vir a ter essa alegacéo. Pesquisadores romenos (DABIJA; ROPCIUC,
2016) estudaram leites fermentados sem lactose adicionados de cranberry e mirtilo.
Cranberries sdao uma importante fonte de vitaminas E, K, C e fibras, além de ter uma
boa quantidade de proantocianidinas (COMBS; MCCLUNG, 2017; NEMZER et al.,
2018), que por sua vez possui efeitos anticancerigenos, bloqueando as bactérias e
prevenindo infeccdes (COTE et al., 2011; YU et al., 2016; ALSHAIBANI; ZHANG; WU,
2017). Mirtilos contém antocianidinas (NEMZER et al., 2018; ZHOU et al., 2018) que
ajudam na reparacao do DNA e estimulam a secrecao de insulina, razao pela qual séo
recomendados aos diabéticos (NORBERTO et al., 2013; SHI et al., 2017). Assim, os
autores alegam que o produto obtido € um alimento orgénico funcional que ndo usa
conservantes, aditivos, ou organismos geneticamente modificados.

Rahimi et al. (2017) produziram uma bebida lactea sem lactose de toranja,
enriquecida com pectina. O produto foi feito a partir de leite permeado obtido
da ultrafiltracdo seguido da hidrolise enzimatica. O leite permeado fornece
ingredientes nutracéuticos altamente valiosos, incluindo lactoferrina, lactoperoxidase,
imunoglobulina, fatores de crescimento, aminoacidos (cadeia essencial e ramificada),
lactose, proteinas sollveis, vitaminas e minerais (BRANGER et al., 1999). Ja o suco
concentrado de toranja contém altos niveis de nutrientes, como acidos fendlicos,
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licopeno, pectina, minerais e vitaminas; conta também com a presenca de antioxidantes
naturais, como limonina e naringina (DREWNOWSKI; HENDERSON; SHORE, 1997).
Por tudo isso, a bebida desenvolvida é candidata a alegacao de propriedade funcional.

Excetuando-se as pesquisas de possiveis ou reais propriedades funcionais dos
produtos sem lactose, outros relatos inovadores de derivados lacteos sem lactose
foram encontrados. Tonguc e Karagozlu (2017) desenvolveram uma bebida lactea
fermentada visando atender consumidores intolerantes a lactose e galactose. Para
tal, foi utilizada como base da bebida, uma mistura na proporcéo de 1:1 de leite
sem lactose e dois tipos de férmula infantil. Os resultados indicaram que o teor de
galactose das bebidas foi reduzido a um nivel que é adequado para as dietas de
pacientes com galactosemia, além do fato das propriedades quimicas, microbiol6gicas
e sensoriais destes produtos corresponderem as caracteristicas comuns de qualidade
de um produto lacteo fermentado comercial. Skryplonek et al. (2017) elaboraram um
frozen sem lactose e investigaram os impactos da hidrolise da lactose no produto final.
O trabalho foi desenvolvido de modo que a hidrélise enzimatica (Ha-lactase) ocorreu
simultaneamente com a fermentacdo. Apés a aeracdo e congelamento, o produto
resultante mostrou propriedades de textura e viscosidade otimizadas se comparado
com o controle, além de aumento da sua qualidade sensorial. Moynihan et al. (2016)
combinaram a técnica de ultrafiltracdo com outras estratégias visando a produgao de
queijos mucarelas com diferentes e reduzidos teores de lactose, mas que ao mesmo
tempo mantinha constante os niveis de caseina. Por fim, Li et al. (2015) estudaram a
hidrélise enzimatica da lactose em leite integral e desnatado objetivando a producéo
de leites achocolatados com reduzido teor de acucar, ja que o poder de dogura dos
monossacarideos formados € maior do que o da lactose.
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