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Resumo

O leite ¢ um alimento consumido amplamente por pessoas de todas as faixas etarias, em razdo de fornecer célcio e
proteina para a dieta humana. Com o aumento do nimero de pessoas com deficiéncia da enzima lactase, que ocasiona
distUrbios gastrointestinais ap6s o consumo de leite e seus derivados, diversas sdo as inovagfes que facilitam a
alimentacdo das pessoas que possuem intolerancia. De tal maneira, a enzima lactase de origem microbiana tem sido a
mais indicada e Unica autorizada para 0 uso em processos alimenticios para a hidrélise da lactose. O objetivo deste
estudo foi avaliar a hidrolise da lactose presente em leite fluido semidesnatado em intervalos de 5 minutos até o tempo
final de 60 minutos. Foram realizados dois ensaios distintos sobre a atividade da enzima B-galactosidase: a) usando
enzima lactase comercial produzida por Aspergillus orizae e b) usando preparado enzimético contendo lactase de
origem microbiana (A. orizae), protease e lipase. A composicao do leite foi avaliada utilizando o equipamento Master
Mini ® com principio de funcionamento por ultrassom. A hidrolise provocou alterages em algumas caracteristicas
fisico-quimicas do leite, aumento da densidade, sélidos ndo gordurosos, proteinas, minerais e reducdo do ponto de
congelamento. As duas enzimas mostraram resultados diferentes, visto que uma delas proporcionou maior reducéo
que a outra, entretanto ndo se alcancou 90%. O valor encontrado no presente estudo foi significativamente inferior ao
esperado para um produto voltado aos individuos intolerantes a lactose.

Palavras-chave: Lactase; Hidrolise enzimatica; Reducéo.

Abstract

Milk is a food widely consumed by people of all age groups, because it provides calcium and protein for the human
diet. With the increase in the number of people with a deficiency of the enzyme lactase, which causes gastrointestinal
disorders after the consumption of milk and its derivatives, there are several innovations that facilitate the feeding of
people with intolerance. Thus, the enzyme lactase of microbial origin has been the most indicated and only authorized
for use in food processes for the hydrolysis of lactose. The objective of this study was to evaluate the hydrolysis of
lactose present in semi-skimmed fluid milk at intervals of 5 minutes until the final time of 60 minutes. Two different
assays were performed on the activity of the B-galactosidase enzyme: a) using commercial enzyme lactase produced
by Aspergillus orizae and b) using enzymatic preparation containing lactase of microbial origin (A. orizae), protease
and lipase. The composition of the milk was evaluated using the Master Mini ® equipment with ultrasonic operation
principle. The hydrolysis caused changes in some physical-chemical characteristics of milk, increased density, non-
greasy solids, proteins, minerals and freezing point reduction. The two enzymes showed different results, since one of
them provided a greater reduction than the other one, but did not reach 90%. The value found in the present study was
significantly lower than expected for a product targeted to lactose intolerant individuals.

Keywords: Lactase; Enzymatic hydrolysis; Reduction.

Resumen

La leche es un alimento muy consumido por personas de todas las edades, ya que aporta calcio y proteinas para la
dieta humana. Con el aumento del nimero de personas con deficiencia de la enzima lactasa, que provoca trastornos
gastrointestinales tras el consumo de leche y sus derivados, existen varias innovaciones que facilitan la alimentacion
de personas con intolerancia. Asi, la enzima lactasa de origen microbiano ha sido la mas indicada y la Unica
autorizada para su uso en procesos alimentarios para la hidrolisis de lactosa. El objetivo de este estudio fue evaluar la
hidrdlisis de lactosa presente en la leche liquida semidesnatada a intervalos de 5 minutos hasta un tiempo final de 60
minutos. Se realizaron dos ensayos diferentes sobre la actividad de la enzima B-galactosidasa: a) usando enzima
lactasa comercial producida por Aspergillus orizae yb) usando una preparacion enzimatica que contiene lactasa de
origen microbiano (A. orizae), proteasa y lipasa. La composicion de la leche se evalu6 utilizando el equipo Master
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Mini ® con un principio de funcionamiento ultrasonico. La hidrolisis provocé cambios en algunas caracteristicas
fisicoquimicas de la leche, aumento de la densidad, solidos no grasos, proteinas, minerales y reduccion del punto de
congelacion. Las dos enzimas mostraron resultados diferentes, ya que una de ellas brindé mayor reduccion que la otra,
sin embargo no se alcanzd el 90%. El valor encontrado en este estudio fue significativamente mas bajo de lo esperado
para un producto dirigido a personas intolerantes a la lactosa.

Palabras clave: Lactasa; Hidrdlisis encimética; Reduccion.

1. Introducgéo

O leite é um alimento rico em nutrientes de facil absorcao e elevada digestibilidade (Amancio, 2015). E considerado
fonte importante de célcio e proteina na dieta humana, sendo recomendado para todas as faixas etarias. Sua composicao inclui
proteinas, gorduras, vitaminas, sais e a lactose, um dissacarideo exclusivo do leite formado por mondmeros de glicose e
galactose, ndo sendo absorvida na forma composta, ¢ hidrolisada no intestino delgado pela enzima [-galactosidase (lactase)
(Ferreira et al., 2016).

Como mamiferos, 0s seres humanos nascem com elevada atividade de lactase enddgena, porém a tendéncia é a
diminuicdo desta atividade ap6s o desmame, estabilizando entre os cinco e dez anos de idade. No Brasil, mais de 60% da
populacéo apresenta baixo indice de absorcdo de lactose, decorrente da deficiéncia da enzima lactase, o que ocasiona disturbios
gastrointestinais apds o consumo de leite e seus derivados (Da Silva Campos et al., 2015).

O uso de B-galactosidase tem sido amplamente estudado como uma forma de hidrolisar a lactose em seus
monodmeros glicose e galactose, proporcionando a producdo de alimentos que atendam a um publico que corresponde a cerca
de 60% da populacdo brasileira: aqueles individuos que apresentam, em qualquer grau, incapacidade de produzir a B-
galactosidase enddgena (Ferreira et al., 2016). Essas enzimas séo obtidas através de micro-organismos, conforme preconizado
pela RDC N° 54, de 7 de outubro de 2014 (BRASIL, 2014).

A industria apresenta constantemente uma ampla gama de produtos considerados “zero lactose”, ou seja, que apresentam

90% ou mais de hidrdlise do aglcar. No entanto, sua disponibilidade ao consumidor final ainda é muito heterogénea ou ainda o

seu elevado custo dificulta a aquisicdo dos mesmos. Uma alternativa € o uso de complexos enziméticos contendo B-

galactosidase destinados ao preparo de alimentos em pequena escala, no entanto, a falta de ensaios cientificos sobre os
mesmos, bem como as instrugdes pouco precisas dos fabricantes tem se mostrado um obstaculo ao uso (Aradjo, 2015).

Dessa maneira, foi proposta a avaliagdo da atividade de B-galactosidase em leite fluido UHT (do inglés Ultra Hight

Temperature) semidesnatado ao longo de 60 minutos e verificar se a hidrélise se mostrara eficaz.

2. Metodologia
2.1 Local do experimento

Os ensaios experimentais foram conduzidos nas dependéncias do Campus Universitario Deputado Estadual René
Barbour, da UNEMAT, localizado na cidade de Barra do Bugres — MT. As andlises foram realizadas no Laboratdrio de

Quimica.

2.2 Ensaios sobre a atividade da p-galactosidase

Foram realizados dois ensaios distintos sobre a atividade da enzima [-galactosidase: a) usando enzima lactase
comercial produzida por Aspergillus orizae e b) usando preparado enzimatico contendo lactase de origem microbiana (A.
orizae), protease e lipase. Ambos os experimentos foram conduzidos num periodo de 60 minutos, com cada anélise realizada

em intervalos de 5 minutos.
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2.2.1 Enzima B-galactosidase

A hidrolise da lactose foi realizada utilizando a Lactase (B-galactosidase) comercial produzida por Aspergillus oryzae
com 51,5mg/g de p6 e com Preparado enzimatico a base de lactase (B-galactosidase) produzida por Aspergillus oryzae, na
concentracdo de 51,5mg/g, lipase (1,5mg/g) produzida por Candida rugosa e protease (46mg/g) originaria de A niger e A
oryzae. As enzimas foram utilizadas conforme as instru¢des do fabricante, indicado na Figura 1.

Figura 1 - Etapas indicadas pelos fabricantes para utilizagdo das enzimas.

Fonte: Elaboragdo prépria das autoras (2018).

2.2.2 Determinacao da composicao do leite

A composicdo do leite foi avaliada utilizando o equipamento Master Mini ®, que utiliza da tecnologia de ultrassom
descrita por Venturoso et al. (2007) da seguinte forma: inicialmente aquecendo as amostras a 80°C, provocando agitacdo dos
solidos presentes no liquido e aumentando a frequéncia do som, enquanto a gordura, solubilizada pelo aquecimento, diminui a
velocidade do som.

2.2.3 Atividade de B-galactosidase em leite fluido

Nos ensaios em leite fluido, a atividade da enzima foi avaliada com base no abaixamento do ponto de congelamento
pela acdo da enzima B-galactosidase sobre a lactose com producéo de monossacarideos, conforme consta no informe técnico
do fabricante da enzima (Prozyn, 2007) e respaldado por diversos estudos com o mesmo fim (Cunha Et Al., 2007; Klein Et Al.,
2010; Santos Et Al., 2019; Ceroni; Vanin, 2021). O Grau de Hidrdlise (GH%), para cada tempo de reagdo, foi calculado
utilizando a Equagéo 1.

GH = (350,877 X Crioscopia final °H) — (crmsmym Emcm”ﬂ) )

000285

Os dados foram computados em planilha eletrdnica e submetidos a ANOVA, teste de Tukey a 5% para verificar se ha
diferenca estatistica entre as médias, e Analise de Regressdo para determinar os modelos de redugdo de lactose pela enzima
lactase.

*1 Para a verificacéo da atividade enzimatica, o repouso para atuagdo do produto, neste experimento, variou de 0 a 60 minutos.
*2 O equipamento Master Mini ® ja aquece a amostra a 80°C, desta forma, esta etapa foi realizada no préprio analisador eletrénico do leite.
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3. Resultados e Discussao
Para uma melhor compreensdo da eficiéncia das duas marcas de lactase avaliadas, o presente estudo ira, inicialmente,
apresentar os dados completos obtidos para as amostras de leite semidesnatado UHT submetidas a hidrélise de lactose pela

enzima Lactase (A) e Preparado Enzimatico contendo Lactase (B).

3.1 Leite UHT com adicdo daenzima Ae B
Os parametros fisico-quimicos e de composi¢cdo das amostras de leite semidesnatado UHT submetidos a hidrélise de
lactose pela enzima lactase comercial (A) e preparado enzimético contendo lactase (B) estdo dispostos nas Tabelas 1 e 2,

respectivamente.

Tabela 1 - Pardmetros fisico quimicos do leite semidesnatado UHT adicionado de enzima lactase comercial (A).

Lactose
Tempo Gordura SNG Estimada Proteina ~ Minerais  Densidade Crioscopia
(min) (%) (%) (%) (%) (%) (9/n) (°H)
0 1,24N8 9,492 5,20P 3,47NS 0,77NS 1034,56° -0,6142
5 1,24NS 9,482 5,19° 3,47NS 0,77Ns 1034,54° -0,6142
10 1,25N8 9,50° 5,22 3,48N8 0,77Ns 1034,59% -0,6152
15 1,27Ns 9,542 5,31% 3,49N8 0,78NS 1034,76% -0,6182
20 1,20N 9,492 5,20P 3,47NS 0,77Ns 1034,61% -0,6142
25 1,27Ns 9,542 5,31% 3,49NS 0,78NS 1034,76% -0,6182
30 1,20N 9,492 5,20P 3,47NS 0,77Ns 1034,61% -0,6142
35 1,26NS 9,552 5,323 3,49N8 0,78NS 1034,78% -0,6192
40 1,25N8 9,542 5,30% 3,49N8 0,78NS 1034,77% -0,6182
45 1,26N8 9,562 5,33% 3,49N8 0,78Ns 1034,82% -0,619°
50 1,26NS 9,562 5,342 3,50N8 0,78NS 1034,82% -0,6192
55 1,26N8 9,572 5,36% 3,50M8 0,78Ns 1034,88% -0,620°
60 1,28NS 9,602 5,432 3,52N8 0,78NS 1034,982 -0,6232

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey.
*NS: Néo significativo pela Analise de Variancia.
Fonte: Elaboragdo propria das autoras (2018).
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Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos do leite semidesnatado UHT adicionado de preparado enzimatico contendo lactase (B)

ao longo de 60 minutos.

Lactose
Tempo Gordura SNG Estimada Proteina Minerais  Densidade  Crioscopia
(min) (%) (%) (%) (%) (%) (9/1) (°H)

0 1,47NS 8,98° 5,062 3,372 0,75NS 1032,542 -0,580?
5 1,51N8 9,23% 4,75% 3,342 0,75Ns 1033,452 -0,5972
10 1,40N8 9,342 4,61° 3,422 0,76NS 1033,95? -0,605°
15 1,39N8 9,352 4,60° 3,422 0,76Ns 1033,99? -0,605P
20 1,39N8 9,382 4,56° 3,432 0,77NS 1034,06? -0,608°
25 1,41N8 9,412 4,56° 3,432 0,77NS 1034,08? -0,608"
30 1,41\ 9,382 4,540 3,442 0,77Ns 1034,172 -0,609°
35 1,42N8 9,422 4,50° 3,452 0,77NS 1034,25? -0,611°
40 1,41N8 9,442 4,49° 3,452 0,77Ns 1034,29? -0,612°
45 1,41N8 9,452 4,47° 3,462 0,77NS 1034,332 -0,613°
50 1,42N8 9,472 4,45 3,462 0,77Ns 1034,38? -0,614°
55 1,41N8 9,482 4,430 3,478 0,78NS 1034,442 -0,615°
60 1,41N8 9,492 4,430 3,478 0,78NS 1034,46° -0,615°

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey.
*NS: Ndo significativo pela Anélise de Variancia.
Fonte: Elaboragéo prdpria das autoras (2018).

No geral, os dados de composi¢do estdo de acordo com o que estabelece a legislacdo para Leite Semidesnatado UHT
(Brasil, 1996). Com rela¢do as mudangas nos componentes ao longo dos 60 minutos avaliados, é possivel observar que as
alteraces significativas aconteceram apenas nos teores de Solidos Ndo Gordurosos (SNG), Crioscopia, de Lactose estimada e
Densidade. Todos os parametros anteriormente citados se relacionam direta ou indiretamente & quantidade de lactose presente
na amostra: este aglcar compde a maior porcdo dos solidos ndao gordurosos (cerca de 55%) e a sua hidrolise em glicose +
galactose afeta a quantidade de solidos dissolvidos no leite (Santos, 2012; Ceroni; Vanin, 2021).

O teor de massa gorda e proteina ndo mostraram aumento significativo, apresentando ao final de 60 minutos,
acumulando 1,28% e 3,52% para enzima A, e 1,41% e 3,47% para a enzima B, respectivamente. Esses resultados encontram-se
dentro dos padrBes previstos para leites semidesnatados, sendo estabelecido 0,6% a 2,9% para gordura € no minimo 2,9% de
proteina (Brasil, 1996). Os dados representados nas Tabelas 1 e 2 demonstram que tanto a enzima lactase comercial quanto o
preparado enzimatico, que continha lactase, lipase e protease, além de ndo interferir na concentracdo de proteina e gordura, ndo
afetou significativamente os teores de minerais, que se mantiveram em uma média geral de 0,78% e 0,77%, respectivamente.

A variacdo dos valores obtidos para sélidos ndo gordurosos foi significativa, atingindo ao final do tempo analisado o
teor de 9,60% para enzima A e 9,49% para enzima B, valores estes que se encontram dentro dos padrdes exigidos pela
legislagdo em relacéo a leites semidesnatados (minimo 8,3%) (Brasil, 1996).

A legislacdo brasileira ndo apresenta pardmetro para crioscopia do leite UHT, designando apenas ao leite in natura e

pasteurizado (entre -0,530°H e -0,555°H) (Brasil, 2017). No entanto, Beloti et al. (2015) sugerem que o ponto de congelamento
5
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para o leite UHT esteja entre -0,545°H e -0,572°H, faixa que abrange os resultados do presente estudo. Deve-se ressaltar que,
considerando que o leite que passa por este tipo de tratamento térmico geralmente recebe adicdo de estabilizantes, havendo
consequente aumento nos sélidos dissolvidos, o que pode ocasionar a redugdo do ponto de congelamento (Fagnani et al.,
2014).

O indice crioscopico do leite é considerado uma propriedade coligativa, ou seja, depende unicamente das substancias
dissolvidas no mesmo, as quais sdo compostas por lactose e sais em sua maioria, sendo a primeira responsavel por 50% da
depressdo do ponto de congelamento (Czarnobay, 2017; Lima, 2014). Além disso, a hidrdlise da lactose e a dissociacdo de dois
outros aglcares, propicia um aumento no teor de sélidos do leite, 0 que pode ser observado na Tabela 2 e esse maior nimero de
particulas em solucéo promove a depressdo do ponto de congelamento do leite, afastando-o de zero (Czarnobay, 2017; Fagnani
etal., 2014).

Os valores expressos nas Tabelas 1 e 2, indicam que houve alteracdo significativa no teor de sélidos totais para as
amostras adicionadas de lactase e de preparado enziméatico contendo lactase. Com relagdo a densidade do leite, este pardmetro
mostrou discreta variagdo durante o mesmo periodo de tempo, passando de 1034,56 g/L no tempo O para 1034,98 g/L apds 1
hora da adicdo de lactase. Esse discreto aumento provavelmente deveu-se ao desdobramento da lactose nos seus
monossacarideos precursores. O mesmo ocorreu no estudo de Ferreira et al. (2016), em que a densidade antes da hidrdlise da
lactose era 1032,12 g/L e deslocou-se para 1.032,20 g/L, sendo observado que a rea¢do nao teve tanta interferéncia na relacéo
massa e volume.

E esse aumento da densidade pode em parte explicar a reducdo do ponto crioscopico das amostras de leite analisadas
durante 0 mesmo periodo de tempo, dado que o fato da densidade oscilar est4 essencialmente relacionado a massa e de que a
crioscopia varia de acordo com a concentragdo de ions (Fagnani et al., 2014).

O teor de lactose foi estimado pelo célculo do grau de reducédo de lactose, em funcdo do ponto de congelamento, e
solido totais do leite uma vez que a hidrolise da lactose estéd relacionada com consequente aumento dos aglcares redutores
galactose e glicose, interferindo no parametro citado. De maneira semelhante, Trevisan (2008) observou em seu estudo que
com a utilizacdo de lactase, houve a reducédo de cerca de 33% do ponto de congelamento do leite, afirmando que a remog&o da
lactose provoca a redugdo do ponto crioscdpico. O grau de reducdo observado no presente estudo, por outro lado, ndo alcangou
tais valores, ficando abaixo de 15%.

Os teores de lactose estimada encontram-se dentro do minimo estabelecido para leite fluido (minimo de lactose 4,3%),
padréo utilizado, uma vez que este parametro ndo é abordado na legislacéo especifica para leite UHT (Brasil, 2017). A reducéo
significativa nos valores para a concentragdo deste aglcar a partir dos 5 minutos indica a atividade enzimatica, no entanto 0s
valores encontrados apés 60 minutos tanto para a enzima A quanto para a enzima B sdo superiores ao que se espera de um
alimento que sofreu hidrolise enzimatica do referido acUcar.

A legislacdo determina que séo considerados produtos zero, isento ou sem lactose, aqueles que prontos para consumo
possuem quantidade igual ou inferior a 100 miligramas por 100 gramas ou mililitros do alimento (Brasil, 2017). Os teores de
lactose estimados para o produto “pronto para o consumo” conforme o indicado pelo fabricante, ainda tem capacidade de
provocar reagdo clinica moderada a severa em individuos portadores da condi¢do em questao.

Os resultados que apresentam a reducdo do teor de lactose no leite semidesnatado UHT adicionado de enzima lactase

comercial (A) e de preparado enzimatico contendo lactase (B) ao longo de 60 minutos estdo dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Reducéo (%) da lactose em relagdo ao teor inicial para leite semidesnatado UHT adicionado de enzima lactase

comercial (A) e de preparado enzimatico contendo lactase (B) ao longo de 60 minutos.

Tempo em minutos

0 5 10 15 20 25 30

Preparado Enzimético 0,00°  -6,17%  -890*  -9,088  -9,81*  -9,81* -10,35

Lactase Comercial 0,00? 0,182 -0,18%  -1,45° 0,18 -1,452 0,182

Tempo em minutos (continuacéo)

35 40 45 50 55 60

Preparado Enzimético -11,08* -11,26* -11,62* -11,98* -12,53* -12,53%

Lactase Comercial -1,632 -1,278 -1,632 -1,822 -2,182 -3,098

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey.
Fonte: Elaboracdo prdpria das autoras (2018).

Na Figura 2 estdo representadas graficamente a reducdo do teor de lactose do leite quando em contato com as duas
enzimas em funcdo do tempo.

Figura 2 - Reducéo (%) da lactose em relacéo ao teor inicial para leite semidesnatado UHT adicionado de enzima lactase

comercial (A) e de preparado enzimatico contendo lactase (B) ao longo de 60 minutos.
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Fonte: Elaboragdo prépria das autoras (2018).

Ao longo dos 60 minutos estudados, o preparado enzimatico apresentou maior atividade hidrolitica sobre a lactose,
mostrando reducdo significativa logo nos primeiros 5 minutos. Por outro lado, a lactase comercial ndo demonstrou redugéo
significativa no teor de lactose em nenhum momento dentro do periodo estudado.

A reducdo maxima alcancada para o preparado enzimatico foi de 12,53% aos 60 minutos, valor ainda abaixo do

prometido pelo fabricante, que segundo instrugdes da embalagem, oferece um produto apto para o consumo por individuos
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intolerantes a lactose, apds 15 minutos de contato da enzima com o leite. Porém os dados da figura 2 ilustram que neste tempo
0 grau de redugdo alcancado foi de apenas 9,08%.

Araljo (2015) também avaliou duas marcas de lactase comercial sob diferentes temperaturas e encontrou melhor
atividade enzimatica a temperatura de 25°C, com redugdo, apés 60 minutos, de 41%, resultado maior do que o obtido neste
experimento, mas é importante considerar que as marcas avaliadas ndo foram as mesmas e a metodologia usada para
determinar o teor de lactose foi pelo método de Fehling.

Da Silva Campos e colaboradores (2015), em estudo do comportamento da lactase submetida a diversas temperaturas,
apresentou hidrdlise de lactose de 90% em temperatura de 20°C em 5 horas de experimento.

A anélise de regressdo permitiu estabelecer um modelo confiavel (R?:0,9959) apenas para o preparado enzimatico e
conforme este modelo matematico, a redugdo de 90% do teor de lactose seria obtida ap6s 120 minutos de contato da enzima

com o leite, o dobro do tempo estudado e 8 vezes superior ao indicado pelo fabricante.

4. Concluséo

O processo de hidrdlise enzimética da lactose ndo exerceu mudanga significativa sobre os teores de gordura, proteinas
e minerais. No entanto, houveram mudancas significativas nos parametros de sélidos ndo gordurosos, crioscopia, densidade,
lactose estimada e reducdo de lactose, de modo que, a reducdo de lactose esperada era de no minimo 90% para ser considerado
deslactosado. Contudo, a méxima reduc&o obtida foi de 12,53% no tempo de 60 minutos, sendo que a instrugdo disponibilizada
pelos fabricantes das duas marcas de enzimas orienta o consumidor a adicionar o produto ao alimento, homogeneizar por 3
minutos e com 15 minutos consumi-lo.

Observado que o teor de lactose ndo foi reduzido até a quantidade considerada segura para pessoas com intolerancia,
torna-se temerdria a utilizacao desses produtos, que se consumidos podem ocasionar rea¢fes brandas ou graves nos individuos
com a patologia.

Ademais, ressaltamos a necessidade da continuidade de estudos visando a hidrélise da lactose do leite, ampliando as

possibilidades industriais no desenvolvimento de produtos para individuos intolerantes a lactose.
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