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"Processo para a preparaclo de uma
solucfo isenta de germes de ura en-
zima que cinde a lactose e sua uti=-
lizac8o"

para gque
GIST~-BROCADES N.V, pretende obter
privilégio de inveng#o em Portugal.

' RESUMO

0 preéente invento refere-se ao processo para & preparaclio de uma
soluclo de uma enzima que cinde a lactose, isenta de germes, por filtra=-
¢fio esterilizadora depois da recuperagho e filtracgHo, de uma solugBo de
enzima que cinde a lactose produzida por fermentac8o, mas antes da for-
mac#o de produtos de degradagiio suficientes para entupir o filtro este-

rilizador.

Esta solugdio isenta de germes pode ser utilizada na preparaclo de

leite e derivados de leite de baixo teor em lactose.
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DESCRIGAO DO INVENTO

Este invento refere=-se a um processo para a preparaclio de uma solu-
¢lo, isenta de germes, de uma enzima que cinde a lactose e & sua utiliza=
cfo na preparac8o de leite e derivados de leite de baixo teor em lactose.

A lactose (agucar do leite) € um diasacarido presente nos lactici~
nios e mais particularmente no leite, leite desnatado, natas e outros
derivados do leite. Estes produtos contém 4 a 5% de lactose. A lactose
n¥o absorvivel é usualmente cindida, no corpo, dando origem aos monossa-
céridos absorviveis, glucose e galactose. Esta cisfo é geralmente produ~-
zida por um enzima naturgl, chamado/3 -galactosidase ou lactase, presente

na parede do intestino do homem (e de outros nanf{feros).

Em muitas partes do mundo, homens e animais sofrem da chamada into-
lerdncia & lactose, que é causada pela auséncia total ou parcial, nos seus
sistemas digestivos, da lactase necessaria para a cisfo dos produtos con-
tendo lactose, Assim, a lactose ou nfo é cindida ou é insuficientemente
cindida, em glucose e galactose que podem ser absorvidas: a lactose né#o

absorvida causa ent8o problemas intestinais.

0 fendmeno da intolerdncia & lactose é conhecido hé muitos anos. Por
causa da sua constituicfio er aminodcidos, as proteinas do leite tém um
grande valor alimentar. Tém sido feitas tentativas para a preparacglio de
leite e derivados de leite pobres em lactose ou mesmo sem lactose, para
pessoas com intolerédncia & lactose, adicionando lactase so leite e seus
derivados. Uma vantagem extra da adicg#o de lactase reside no facto de os

produtos tratados deste modo serem mais doces.

E possivel adicionar a enzima e deixéd-la reagir antes de se proceder
& conservaglio do leite e dos seus derivados por pasteurizago e esterili=-
zaglio. No entanto durante a conservagfio ocorre, a bem conhecida, reacglo

de Maillard e deteriora-se o sabor do leite e dos seus derivados.

Na especificacg8io 1477087 da patente Briténica é descrito um processo
para o trataemento de leite e seus derivados com uma enzima que cinde a
lactose, no qual se adiciona a enzima ao leite, préviamente pasteurizado
ou esterilizado, precisamente antes do empacotamento, ap6s o que o pacote
é fechado. A desejada reacc8#o, entre a enzima e a lactose presente, da-
-se entf#o no pacote fechado. Como a enzima é adicionada depois da pasteu-
rizaglio ou esterilizacBo, nestas condigBes a reacgfo de Maillard n¥o ocorre.

. , s . .
E evidente, que a propria enzima tem que ser isenta de germes antes de se
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adicionar ao leite esterilizado e que a adigBo ao leite e/ou produtos

derivados tem que ser realizada em condigBes assépticas e com aparelha-

gem esterilizada.

No pedido de Patente Sueco 7800137, publicado é descrito um proces-
so para a esterilizag8o da lactose por radiac#o ou por tratamento quinico
p.e., com éxido de etileno. De acordo com a descrigHo, a enzima tanto po-
de ser esterilizada na forma dissolvida, em pacotes assépticos fechados,
como na forma sdélida. No dltimo caso, a lactase esterilizada é entfo dis-
solvida num solvente previamente esterilizado. O recipiente, contendo a
solugHo esterilizada de lactase, é ligado a um aparelho dosificador atra=-
vés do qual a solugfo de enzima esterilizada ¢ adicionada ao leite este-
rilizado, que é ent#o empacotado. Contudo, parece que ambos os métodos de
esterilizagfo envolvem uma grande perda de actividade da enzima lactase

e que a esterilizag¥o necessita de muito tempo.

No jornal Voedingsmiddelentechnologie 13 (1980), 23, o método desperi=
to na especificac8o 1477087 da Patente Briténica é mais ilustrativo. A la-
ctése pobre em germes, geralmente fornecida 8 industria de processamento
de lacticinios numa solucBo aquosa, & qual s¥o adicionados um ou mais agen-
tes estabilizantes p.e., glicerol, é filtrada antes da utilizacg8io. A so-
lug#o de enzima filtrada é bombeada através de um filtro esterilizador e
injectada por um aparelho dosificador na linha de producfo do leite pre-
viamente esterilizado, sendo ent#o misturada com o leite. Finalmente a
mistura & dividida e empacotada, sob condigBes assépticas, em pacotes uni-

formes.

Contudo, na prética, no sistema descrito, o filtro esterilizador

entope frequentemente. O entupimento é geralmente devido & degradagio

das proteinas e polissacéridos (gomas), que podem ficar na solugfo de en-
zima, apesar da purificacfio. O fendmeno de degradacfo aumenta geralmente
com o tempo que decorre até & utilizac¢®o da enzima e pode ser favorecido
por poder ser grande o tempo que medeia entre a produgdo da enzinma, pelo
fabricante da enzima, e a sua utilizag8o pela industria de processamento
de lacticinios. A protease presente na lactase pode também desempenhar

um papel no processo de degradaclo.

E evidente, que a referida substituig8o ou limpeza dos filtros es~
terilizadores, impede seériamente a eficiéncia do processo. N&o s6 o pro-

cesso tem de parar, para remog8o do filtro esterilizador, como todo o
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sistema tem que ser de novo esterilizado antes de ser posto em funcio-

namento.

Desde ha muitos anos que tém sido feitas tentativas, para resolver
o problema da filtraglBio de germes, de vérias maneiras, mas estes esfor=
¢os ou nfo deram oS resul tados desejados ou sfo muito dispendioses para

um processo econdmico & escala industrial.

Foi tentada a filtrac#o em cascata, i.e., filtrac8o com a ajuda de

uma série de filtros de membrana com oS difimetros dos poros decrescentes,
mes surpreendentemente estes filtros também provaram entupir-se pouco tem-
po depois. Foi também proposta a centrifugacfio da solugfio de enzima antes
da passagem através do filtro esterilizador, mas este método n¥o deu igual-
nente resultados optimos e torna o processo também consideravelmente mais
dispendioso. O uso de outros nétodos de recuperacgfo, como p.e. a realiza-
¢#o adicional duma clarificag8o de uma solugfo enzimdtica, também n&o re=-

solveu o problema do entupimento dos filtros.

Foi agora descoberto que o problema da filtragdo acima descrito,
pode ser ultrapassado tornando a enzima isentas de germes pouco depois
da fermentac®o e da usual recuperagfo e purificacfo e, facultativamente,

mantendo-a esterilizada numa soluglo antes de se adicionar ao leite.

0 invento fornece assim o processo para a preparacho de uma solugHo
isenta de germes, de uma enzima que cinde a lactose, caracterizado pelo
facto de a solucg#o de enzima que cinde a lactose ser isenta de germes
por filtrag#o esterilizadora depois da recuperac8o e purificac¥o, da so-
lug#io de enzima que cinde a lactose, produzida por fermentagfo, mas an=-
tes da formag¥o de produtos de degradagHo gsuficientes para entupir o fil=-

tro esterilizador.

0 processo, de acordo com o invento, tem a vantagem adicional de
poder ser o préprio produtor da enzima a realizar a esterilizagBo da so~
lucgBo de enzima. Até agora cada uma das diferentes industrias de proces-
samento de lacticinios submetia a solug#o de enzima, fornecida, a filtra-

¢Bo esterilizadora ou esterilizava-a de outro modo.

A solug8o de enzima pode ser isenta de germes por qualquer dos mé-
todos conhecidos, falhando no entanto, todos eles dentro do dmbito do
invento. De preferéncis, depois da usual recuperagfio, purificac#io, au-
télise e filtracBo, a solugHo de enzima é isenta de germes antes de ser

sujeita a filtraglio esterilizadora. £ prefer{vel empobrecer em germes, a
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solugfio com um filtro redutor de germes Dpe.e., almofadas de filtro SEITZ
Supra EKS. E prefer{vel empobrecer, em germes, a soluclo, imediatamente
apos os passos acima mencionados. De preferéncia, a solug¥o ¢ igualmente
sujeita a ultrafiltrag#o, para concentrar a enzima, antes da filtrac#o

esterilizadora.

A filtracfo esterilizadora (filtrac#o de germes)é de preferéncia re-
alizada com um ou mais filtros de membrana. Um filtro adequado € p. eey

um filtro de membrana com um didmetro de poro de 0,22/LLm.

A altura exacta da filtracf#io de germes da solucfo enzimdtica néo é
essencial, mas deverd ser escolhida de modo a n¥o permitir a formaclo de
produtos de degradaglo em quantidade suficiente para entupir o filtro. E,
por isso recomendada a realizacglo da filtragBo de germes pouco tempo de-
pois da recuperacsio e purificaglo. De preferéncia, a filtraclo de germes,
é realizada no espago de 14 dias ou melhor ainda, no espago de 5 dias

ap6s a recuperacfo e purificacHo.

Antes ou apds a esterilizac¥o da solugBio de enzima, por filtragfo
esterilizadora, pode, adicionsr-se um ou mais solventes ou outros aditi=-
Vo8, DPe€e para levar a actividade da enzima ao nivel desejado e para adi=
cionalmente estabilizar a enzima. Solventes adequados s&o pe.e., sorbitol
e glicerol. Aditivos adequados, que estabilizam & enzima, s¥o p.e., lacto-
se hidrolizada, glucose, manita e tampdes de sal. Podem também adicionar~
-ge aditivos para adocar meis o leite e seus derivados. Um destes aditi-
vos é p.e., & invertase que pode ser adicionada & solugHo enzimética ou
estar jé presente nela. De preferéncia a adic8o ¢ realizada depois da es-
terilizacglo, com os compostos de adigEo préviamente esterilizados. Um sol-
vente previligiado, que contribui ao mesmo tempo para a estabilizaclo da
enzima, é o glicerol. A razfo final 4gua=-glicerol n8o é essencial, mas
deve estar, de preferéncia, entre 1:9 e 4:1 (v/v) ou meis precisamente

entre 1:3 e 1:l.

Nume representacgfo ccnveniente, que é ilustrativa do invento, um proe
duto aquoso para fermentaglio, ccntendo lactase € sujeito & autélise e é
subsequentemente filtrado, de preferéncia com auxiliares de filtragem. Se
necessério, o filtrado é tratado com charcoal activado e filtrado através
de um filtro redutor de germes (o chamado filtro de polimento) para empo-
brecer a solugdo em germes, Realiza-se ent8#o a ultrafiltrag8o, para con-

centrar a enzima, depois da qual se junta glicerol (cerca de 50% em peso).
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A solug¥o assim obtida é de novo filtrada por um filtro redutor de germes
(almofadas de filtro SEITZ Supra EKS) e depois, em linha, passada através
de um filtro esterilizador (um filtro de membrana com um difmetro de poro

de O,2%}Lm). Finalmente a soluc8o é passada para um recipiente esterili=-

zado que é imediatamente selado.

Noutra representaclo conveniente, glicerol aproximadamente a 20% (em
peso) & adicionado ao filtrado, depois de sutélise, da filtrag¥o, da fil=-
traclio de polimento e da ultrafiltraclo, como foi descrito acima. A solu=-
¢fo obtida é entf#io filtrada através dum filtro redutor de germes e subse-
quentemente através dum filtro esterilizador. A solugfo é entSo levada &

’ concentracl#o desejada (cerca de 1:1) com glicerol esterilizado e empacotada

sob condig8es esterilizadas.

Numa representaclo preferivel, glicerol aproximadamente a 50% (em peso)
é adicionado depois da prefiltraclo e dos passos de filtraclo esteriliza~
dora atrds mencionados. Uma vantagem deste método em relagBo aos atras ci-
tados, é a de permitir uma filtracHo mais répida, uma vez que a soluglo é

menos viscosa antes da filtraclo esterilizadora.

0 invento refere-se ainda, a um processo para a preparaclo de leite
ou derivados de leite de baixo teor em lactose (o que significa também
produtos mais doces), por adic8o de uma soluglo, isenta de germes, de uma

enzima que cinde a lactose, preparada pelo processo do invento.

A solugHo de enzima esterilizada pode ser conservada num recipiente

) esterilizado antes de ser usada pela inddstria de processamento de lacti-
cinios. Recipientes esterilizados, nos quais os 1iquidos podeln ser conser=
vados, tém sido frequentemente descritos na literatura. De preferéncisa, é
usado um recipiente que possa ser fécilmente ligado & bomba dosificadora,
na linha de producg#o de leite p.e., como descrito no artigo, ja mencionado,
do jornal Voedingsmiddelentechnologie. A ligac#o do recipiente & bomba de
dosagem tem evidentemente que ser realizada em condigdes de isencgfo de ger-
mes., O filtro esterilizador, entre a solucfo de enzima esterilizada e a
linha de produglo, como foi descrito nos processos do artigo anterior, pode
ser omitido quando é empregade uma solugfo de enzima, isenta de germes,
obtida por um processo de acordo com o invento. O precipitade que pode ocor-
rer, devido aos processos de degradacg8o, nfio entope a bomba de dosagem e
é de natureza totalmente inofensiva., A concentracfio de enzima no leite é
t#o baixa, que a quantidade de precipitado no produto finel é insignificante.
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0s exemplos seguintes ilustram o invento.

EXEMPLO 1

FiltracBo esterilizadora da_soluc#o contendo lactase.

Haxilact(:2 um produto comercial, aquoso para fermentacfo, da Gist-
~Brocades, contendo lactase foi filtrado através de almofadas de filtro
SEITZ K5, SEITZ EK e MILLIPORE RAWP (didmetro do poro 1,%/Am). Para a fil=-
tratragfo final a solug¥o foi passada através de um filtro de membrana
MILLIPORE GSWP (diémetro do poro O,2%}1m) e recolhida num frasco esterili=-
zado. A solugfo foi ent¥o levada & concentrag¥o desejada com glicerol es=-
terilizado., A esterilidade de quatro frascos com diferentes concentragdes

(e actividade) de glicerol é dada abaixo.

glicerol concentracéo activigade contagen de germes/
% em peso) (%) ml
0 91 <1
20 80 <1
50 49 <0,01
50 49 <0,01

% relativamente & actividade do produto de partida.

Um teste & coagulag¥o e um teste de quadro de sabor n¥o revelaram

nenhum desvio em relacfo ao produto de partida.
EXEMPLO 2

Uso_de esterilizador Maxilact(:)numa instalacBo fabril de lacticinios.

Uma soluc#o, contendo glicerol a 50% (em peso), foi usada num teste
numa instalagBo fabril de lacticinios. Esta solugHo foi injectada, através
dum aparelho dosificador, numa linha de producglo de leite préviamente este~
rilizado e, misturada com o leitednum misturador. Finalmente a mistura foi

dividida e empacotada, sob condic¢Bes assépticas, em pacotes de 1 litro.

A esterilidade do leite depois de 7 dias de armazenagem a 309C, foi
de 100%. Mais de 85% da lactese foi hidrolizada.

=REIVINDICACOES-=

1. =~ Processo para a preparaclo duma solucfo isenta de germes, duma
enzima que cinde a lactose, caracterizado pelo facto de a solugo de enzie-

ma que cinde a lactose ficar isenta de germes por filtracH#o esterilizadora
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apbs a recuperacfio e purificacgfio duwa solugfo de enzima que cinde a la-
ctose, produzida por fermentagHo, mas antes da formacfo de produtos de

degradaclo suficientes para entupir o filtro esterilizador.

2, = Processo de acordo com a reivindicag®o 1, caracterizado pelo
facto de se proceder ao empobrecimento em germes, da solug#o enzimatica,
imediatamente apés a recuperacfio e purificacgfio e antes da filtraclio es-

terilizadora.

3, - Processo de acordo comw as reivindicagBes 1 ou 2, caracterizado
pelo facto de a filtrag¥o esterilizadora ser realizada no espago de 14

dias apés a recuperacHo e purificacHo.

4. = Processo de acordo com as reivindicagfes 1, 2 ou 3 caracteri-
zado pelo facto dum ou mais solventes q/ou aditivos serem adicionados a

soluclo enzimdtica.

5, - Processo de acordo com a reivindicacBo 4, caracterizado pelo

facto de se adicionar glicerol.

6. - Processo de acordo com a reivindicacBo 4, caracterizado pelo
facto de se adicionar glicerol 50% (em peso) & solug¥o enzimética, apés

a filtrac8o esterilizada.

7. - Recipiente esterilizado, caracterizado por conter uma solucg¥o
duma enzima que cinde a lactose, isenta de germes, preparada de acordo

com qualquer das reivindicagBes de 1 a 6,

8. - Processo para a preparacfBo de leite ou derivados de leite de
baixo teor em lactose, por adicH#o duma solucBo de enzima que cinde a la~
ctose, isenta de germes, preparada por um processo de acordo com qualquer

das reivindicacgles de 1 a T,

Lisboa,

Pela GIST-BROCADES N.V.
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