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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 19

AVALIAQAQ DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA,
CONCENTRACAO DE ENZIMA E TEMPO DE REACAO

Poline Wilke
Universidade Federal do Parana

Palotina - Parana

Karen Jaqueline Haselroth
Universidade Federal do Parana
Palotina - Parana

Raquel Stréher

Universidade Federal do Parana, Departamento
de Engenharias e Exatas

Palotina - Parana

RESUMO: O leite é um alimento altamente
consumido, especialmente durante a inféncia,
devidoaimportanciade suasproteinas. Oacucar
predominante é a lactose — um dissacarideo
composto por glucose e galactose que tem
sua ligacéo glicosidica rompida pela agéo da
enzima lactase. Apds a fase de amamentacgao,
ocorre uma diminuicdo da atividade enzimatica,
provocando sintomas de intoleréncia a lactose.
Devido a isso e a importancia do consumo de
leite, 0 mercado de produtos com baixo teor de
lactose tem crescido, permitindo que pessoas
intolerantes consumam produtos lacteos. Para
romper as moléculas de lactose pode-se utilizar
a hidrélise quimica ou enzimatica — a quimica
requer condigoes extremas de pH e temperatura
e, portanto, a enzimatica € mais apropriada
para produtos alimenticios. Para quantificar
0 agucar do leite, o método de Lane-Eynon é

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2

NA HIDROLISE DA LACTOSE

muito utilizado para analisar a porcentagem de
glicidios redutores presentes. Muitos fatores
influenciam na reacdo de hidrélise. Neste
trabalho objetivou-se avaliar a influéncia da
temperature, concentracado de enzima e tempo
de reacdo na hidrolise da lactose utilizando
uma enzima comercial. Foram avaliadas trés
diferentes concentragdes de enzima (0,2, 0,4 e
0,8 g.L"), trés temperaturas (25, 40 e 60 °C) em
intervalos de 1 hora (ap6s 1, 2, 3 e 4 horas de
reacao). A condicdo que apresentou o melhor
resultado foi utilizando 0,8 g.L' da enzima
lactase a 40°C depois de 4 horas de reacgao,
alcancando 99,6% de rendimento da hidrdlise.
Esse valor se encaixa nos padrdes requeridos
pela legislacao brasileira para que o leite seja
considerado “sem lactose”.

PALAVRAS-CHAVE:
lactase, carboidratos redutores.

Intolerdncia a lactose,

ABSTRACT: Milk is a food highly consumed
especially during the childhood due to the
importance of their proteins. The predominant
milk sugar is lactose - a disaccharide composed
by glucose and galactose that has the glycosidic
connection disrupted by the enzyme lactase.
After breastfeeding usually occurs a decrease
in the enzyme activity, that causes symptoms
of lactose intolerance. Because of this and the
importance of milk consumption, the market
for low-lactose products has been increasing,
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allowing intolerant people to consume dairy products. To disrupt the lactose molecules
can be used the enzymatic or chemical hydrolysis - the chemical requires extreme pH
and temperature conditions, so the enzymatic hydrolysis is the most appropriate for
food products. To quantify the milk sugar the Lane-Eynon method is widely used, which
enables to analyze the percentage of reducing carbohydrates presents in the sample.
Many factors can influence the hydrolysis reaction. In this work was evaluated the
influence of temperature, enzyme concentration and reaction time on lactose hydrolysis
using a commercial lactase enzyme. Were evaluated three different concentrations of
enzyme (0.2,0.4 and 0.8 g.L ™), three temperatures (25, 40 and 60 °C) at 1 hour intervals
(after 1, 2, 3 and 4 hours of reaction). The condition that showed the best result was the
one with 0.8 g.L"" lactase enzyme at 40 °C after 4 hours reaction obtaining a hydrolysis
yield of 99.6%. This value fits on the standard required by brazilian law, then the milk
can be considered “lactose free”.

KEYWORDS: Lactose intolerance, lactase, reducing carbohydrates.

11 INTRODUCAO

O leite € uma importante fonte de alimento para os mamiferos, pois apresenta
alto valor nutritivo, sendo rico em proteinas, minerais, vitaminas e carboidratos. Além
disso, é de facil acesso & grande parte da populagdo (TEO, 2002; FOPPA et al., 2009).
Além disso, € uma importante fonte de calcio, proteina, potassio, fésforo, magnésio e
zinco, que sao fundamentais na manutencéo dos processos fisioldgicos, e por isso é
tdo importante na alimentac&o de criancas (TEO, 2002).

Apesar de possuir uma grande quantidade de lipideos, € pela qualidade das
proteinas presentes neste alimento que ele é tdo consumido; dentre as proteinas
presentes, destacam-se a caseina (que corresponde a cerca de 85% das proteinas),
globulina e albumina (BOBBIO; BOBBIO, 1992).

Este € um alimento que apresenta algumas propriedades caracteristicas, como
sabor ligeiramente adocicado (principalmente devido ao teor de lactose), cor branco-
amarelada e opaca, viscosidade média de 2,2 a 20 °C, seu ponto de fusao ocorre
aproximadamente a -0,55 °C e de ebulicdo a 100,17 °C, e seu pH varia de 6,5 a 6,7
(BRITO; BRITO, 1998).

Segundo o Decreto n° 30691 de 20 de marco de 1952, o leite considerado normal
apresenta, entre outras caracteristicas, acidez entre 15 e 20 graus Dornic, densidade
a 15 °C entre 1,028 e 1,033, teor de lactose de no minimo 4,3% e indice crioscdpico
minimo de -0,55 °C (BRASIL, 1952).

Os maiores componentes do leite sédo agua, proteina, gordura e carboidrato
(lactose). A quantidade de cada um destes componentes pode ter algumas variacoes,
especialmente as proteinas e a gordura, mesmo entre animais da mesma raca; porém
a lactose se mantém praticamente constante entre as ragas, variando seu teor apenas
quando comparando leites de espécies diferentes (GONZALEZ; CAMPOS, 2003).
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O carboidrato predominante no leite é a lactose (C12H22011), um dissacarideo
composto por glicose e galactose; é considerado por muitos autores como o0 Unico
acucar ali presente pois a quantidade de outros carboidratos é tdo pequena que pode
ser desconsiderada (SENER; APAR; OZBEK, 2006).

Os carboidratos sao a principal fonte de energia em uma dieta comum,
representando cerca de 60% de seu valor cal6rico diario. O tipo de carboidrato
consumido varia de acordo com a diversidade da dieta, porém, em criancas em fase
de aleitamento materno, a lactose é o tipo predominante de agticar consumido (TEO,
2002).

Este acucar é sintetizado nas células da glandula mamaria e € composto por
dois monossacarideos: glicose e galactose, unidos por uma ligagdo glicosidica (-
1-4) (SANTOS et al., 2014). Ele € hidrolisado pela enzima intestinal B-galactosidase,
liberando seus componentes para absor¢do na corrente sanguinea; a atividade desta
enzima é alta no periodo de amamentacéo, mas diminui apés o desmame (BARBOSA;
ANDREAZZI, 2011).

A lactose apresenta mesma férmula molecular da sacarose (C12H22011)
diferindo apenas na sua configuragao molecular. Porém, ao contrario da sacarose,
a lactose possui uma hidroxila anomérica livre, e por isso é considerado um agucar
redutor e a sacarose nao (VALSECHI, 2001).

Os acucares redutores (ou glicidios redutores) sao assim classificados por
possuirem grupos que se oxidam em solucdes alcalinas se estes estiverem na
presenca de agentes oxidants (CAMPQOS et al., 2014).

Segundo Foppa et al. (2009), as propriedades que se destacam na lactose séo
as seguintes: na crianca em fase de amamentacdo ela exerce uma acgéo positiva
sobre sua flora latica intestinal, constitui uma importante fonte de energia, contribui
para a acidificacéo do tubo e auxilia a assimilacado de algumas substancias tais como
proteinas e colesterol.

Porém, uma grande desvantagem da lactose é o fato de ela ndo ser facilmente
degradada por grande parte da populacéao humana apés a fase de aleitamento materno,
ocasionando sintomas de intolerancia a lactose (PRETTO et al., 2002; MATTAR,;
MAZQO, 2010). De acordo com Pereira et al. (2012), estima-se que cerca de 65% da
populacédo mundial apresenta algum grau de intolerancia a lactose.

Para evitar os problemas ocasionados pela intolerancia a lactose é recomendado
qgue os individuos intolerantes deixem de consumir leite; porém, assim, deixariam de
usufruir de outros beneficios que o leite traz a saude humana. Portanto, torna-se
necessario o desenvolvimento de métodos que diminuam a quantidade deste agucar,
como o leite com baixo teor de lactose, onde esta é hidrolisada (CUNHA et al., 2007).

A hidrolise da lactose € a quebra desta molécula em glicose e galactose. Apds
o rompimento da molécula, estes componentes monossacaridicos sao liberados para
absorcéo na corrente sanguinea; em seguida sao transportados até o figado, onde a
galactose é convertida em glicose, principal combustivel metabdlico de muitas células
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(SANTOS et al., 2014).

Além da enorme vantagem proporcionada as pessoas intolerantes a lactose
permitindo-as o consumo de leite e seus derivados, a hidrolise deste agucar também
traz outros beneficios aos alimentos. Este processo ajuda a prevenir a cristalizacao
de diversos produtos lacteos, como o doce de leite, leite condensado e misturas
para sorvetes, melhora as caracteristicas organolépticas destes alimentos, da mais
cremosidade ao sorvete e diminui o tempo de maturacéo de alguns tipos de queijos
(SANTIAGO et al., 2004).

A lactose pode ser hidrolisada por processos acidos ou enzimatico. A hidrélise
acida € um processo que apresenta um alto grau de conversdao em um tempo muito
curto; porém, pode provocar a desnaturagao de proteinas, a formacao de subprodutos
indesejados, além de uma coloracdo marrom na solugao e, porisso, ndo é recomendado
em produtos alimenticios (CARMINATTI, 2001).

Ja o processo enzimatico € menos severo, realizado em condi¢gdes mais amenas
de temperatura e pH (SENER; APAR; OZBEK, 2006). Este método ndo necessita de
tratamento prévio e os produtos obtidos preservam as qualidades da matéria-prima
aumentando apenas a sua dogura. Este tipo de hidrélise é utilizado em escala industrial,
uma vez que, devido ao fato de ndo necessitar de condi¢coes extremas de temperatura
ou pH, permite uma maior economia energética (LONGO, 2006).

A hidrolise enzimatica da lactose em glicose e galactose é catalisada por enzimas
chamadas [3-galactosidases (E.C. 3.2.1.108) também conhecidas como lactases. Essa
enzima pode ser obtida através de diversas fontes: plantas, animais, bactérias, fungos
e leveduras (CUNHA et al., 2008) e é classificada como uma hidrolase pelo tipo de
reacdo que catalisa. E uma enzima que fica situada no enterécito, um tipo de célula
epitelial (JUNIOR; KASHIWABARA; SILVA, 2013).

A lactase age no leite, quebrando a ligacao da lactose utilizando uma molécula
de agua e produzindo glicose e galactose, agucares mais soluveis e de absorcéao mais
rapida (LONGO, 2006).

As propriedades da lactase dependem da fonte ao qual ela foi extraida - enzimas
de diferentes fontes apresentam diferentes resisténcias a pH e temperatura, o que é
muito importante para os processos industriais a que sao expostos os alimentos que
no final irdo apresentar um teor reduzido de lactose (PEREIRA et al., 2012).

Segundo Tremarin (2007), nem todas as fontes de lactase sdo consideradas
seguras e, quando as aplicacées envolvem a industria alimenticia € recomendado
trabalhar com enzimas reconhecidas pelo GRAS (Generally Recognize as Safe, uma
designacao da FDA — Food and Drug Administration — para substéncias ou aditivos
adicionados aos alimentos). Atualmente este “status” é valido apenas para Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis. Apesar de
a bactéria Echerichia coli ser muito estudada, ndo é recomendado o uso da lactase
proveniente desta espécie em alimentos devido aos problemas de toxidade com

extratos brutos de coliformes.
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Porém, para a legislacéo brasileira, de acordo com a Resolugéo RDC (Resolucéo
de Diretoria Colegiada) n° 348/2003, a enzima lactase utilizada em produtos alimenticios
deve ser apenas de origem microbiana, proveniente da levedura Kluyveromyces lactis
(BRASIL, 20083).

A hidrélise enzimatica envolve a formagcdo de sacarideos como produtos
intermediarios. Este método pode ser utilizado em batelada, recuperado por membrana
ou com a enzima imobilizada; quando utilizada a batelada para fazer a reacéo, a
enzima € perdida quando ocorre a pasteurizacdo (CARMINATTI, 2001). A figura 2
mostra a rea¢do enzimatica da hidrolise da lactose:

CHzCHl

HO O
. HO
Lactose Glucose  Galactose

FIGURA 2 — Hidrélise da lactose pelo método enziméatico.
FONTE: Adaptado de HELD (2001).

A concentracao de carboidratos presente em uma amostra pode ser determinada
por titulagdo, crioscopia, gravimetria ou por espectrofotometria. Um dos métodos
titulométricos bastante utilizados € o método de Lane-Eynon, que baseia-se na redugao
de um volume conhecido de reagente de Fehling em que o ponto final da titulacédo é
indicado pelo azul de metileno reduzido por um excesso de agucar redutor. Ao final da
titulacéo, o liquido passa de azul para incolor, mas é possivel notar a presenca de um
precipitado vermelho tijolo devido ao fato de que os sais cupricos, em solucéo tartarica
alcalina, transformam-se em sais cuprosos vermelhos que precipitam (DEMIATE et
al., 2002). O tartarato de sodio e potassio forma um sal com o Cu+2 (azul anil); este
sal posteriormente sofre reducéo a tartarato e 6xido cuproso (Cu20, com coloragéao
vermelho tijolo) que precipita e o agucar redutor é oxidado originando um sal sodico
(TAVARES et al., 2010). Este método é o recomendado pelo Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2006).

Para que este método apresente maior exatidao, dois fatores sdo de extrema
importéancia: a solugdo deve ficar constantemente em ebulicdo durante a titulacéo
(pois caso contrario o 6xido de cobre (ll) que foi formado pode ser novamente oxidado
e a solucéo volta a ficar azul); e a titulagdo n&o pode passar de 3 minutos para nao
haver a decomposicédo dos acucares devido ao aquecimento prolongado (TAVARES
et al., 2010).

Ha ainda diversos fatores que influenciam no processo de hidrélise como pH,
temperatura, concentracéo da enzima e tipo de leite utilizado. Dentre estes fatores, a
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concentracéo da enzima e temperatura tem sido os mais estudados.

Estudos recentes indicam que a hidrélise da lactose através de métodos
enzimaticos é uma excelente alternativa as pessoas intolerantes a lactose, pois estas
podem consumir produtos lacteos hidrolisados com uma redug¢ao consideravel dos
sintomas indesejaveis (CUNHA et al., 2008; MATTAR; MAZO, 2010; SANTOS, 2014).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia da concentragcéo
da enzima lactase, da temperatura e do tempo de reacao sobre a hidrélise da lactose
em leite semidesnatado.

2| PARTE EXPERIMENTAL

Foi utilizado leite UHT tipo A, semidesnatado, proveniente de um laticinio da
regido oeste do Parana, obtido em estabelecimento comercial da cidade de Palotina,
no Parand, e transportado a Universidade Federal do Parana — Setor Palotina. As
embalagens pertenciam ao mesmo lote. Optou-se por utilizar um leite com menor teor
de gordura para que esta n&o interferisse na reacéo de hidroélise.

A enzima utilizada foi a lactase da empresa Prozyn® sob a forma de um liquido de
cor amarelada. Esta enzima é obtida através da fermentacéo de uma cepa selecionada
e especifica de Kluyveromyces lactis. De acordo com informagdes técnicas da marca,
esta enzima pode atuar em ampla faixa de temperatura, de 5 a 40 °C. Durante o
periodo de experimentos a enzima foi mantida sob refrigeracéao.

Os ensaios de hidrélise enzimatica foram realizados utilizando-se 100 mL de
leite em frascos do tipo erlenmeyer mantidos sob controle de temperatura em banho
metabdlico do tipo Dubnoff com agitacéo de 100 rpm.

Foram testadas as varidveis: temperatura (25, 40 e 60 °C), concentracao de
enzima (0,2, 0,4, e 0,8 g.L'") e tempo de reagéo (1, 2, 3 e 4 horas), de acordo com 0s
9 tratamentos apresentados na Tabela 1:

Ensaio Temperatura (°C) Concentracao da enzima (g.L™)
1 25 0,2
2 25 0,4
3 25 0,8
4 40 0,2
5 40 0,4
6 40 0,8
7 60 0,2
8 60 0,4
9 60 0,8

TABELA 1. Condicdes das variaveis utilizadas durante os experimentos.
FONTE: O autor (2016).
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Os valores de temperatura e concentragdo escolhidos foram baseados em dados
encontrados na literatura (LONGO, 2006; CUNHA et al., 2007; TREVISAN, 2008;
FAEDO, 2013) além das informacgdes fornecidas pela ficha técnica da enzima. Os
ensaios foram realizados em triplicata e, a cada hora, eram retirados 10 mL de cada
amostra para posterior titulacdo. As amostras ficaram 4 horas em banho-maria. Ap6s
esse periodo, as amostras eram colocadas em outro banho termostatico, a 95 °C por
15 minutos, para inativacéo da enzima.

As analises de glicidios redutores foram realizadas pelo método Lane-Eynon,
recomendado pela Instrugcdo Normativa n° 68 (BRASIL, 2006). O método baseia-se na
reducao dos ions cupricos (Cu*?) a ions cuprosos (Cu*) pelo agucar redutor em meio
alcalino quente.

A determinacdo dos acucares redutores foi realizada conforme descrito na
Instrucdo Normativa n° 68/2006. Primeiro foi realizada a padronizacéo das solugdes
de Fehling A e B utilizando 0,5002 g de glicose previamente seca em estufa a 70°C
durante 1 hora.

Entéo as amostras de leite com a enzima foram colocadas em banho termostético
com a temperatura ajustada conforme cada ensaio.

A cada hora eram retirados 10 mL de cada ensaio e transferidos para baldo
volumétrico de 250 mL, onde eram adicionados 5 mL de solucéo de ferrocianeto de
potassio a 15% e 5 mL de solug¢ao acetato de zinco a 30% e o volume era completado
com agua destilada. A solucéo era deixada em repouso por alguns minutos para
sedimentar e em seguida era filtrada em papel filtro. O filtrado era recebido em
erlenmeyer de 250 mL e transferido para bureta de 25 mL.

Em erlenmeyer de 125 mL eram adicionados 5 mL de cada uma das solugdes de
FehlingAe Be40mLde 4guadestilada. Esta solugcéo eraaquecidaem placaaquecedora
até ebulicdo e entdo comecava a titulagcdo, gotejando a amostra sem agitacéo até que
o liquido ficasse levemente azulado. Sem parar a titulacdo, era adicionada uma gota
de azul de metileno a 1%. Atitulacdo acaba quando ha a descoloragao do indicador — 0
liquido fica transparente com um precipitado vermelho-tijolo.

Por meio da quantidade de solucéo utilizada na titulagdo, foi calculada a
quantidade de glicidios redutores presentes em cada amostra, conforme mostra a
equacéo 1, onde T é o titulo de Fehling (obtido pela padronizacédo das solucbes de
Fehling com a glicose), V é o volume gasto na titulagdo em mililitros e m € a massa da
amostra em gramas :

100x250x (%)

Yxm

% de glicidios redutores em glicose =

EQUACAO 1 - % de glicidios redutores em glicose.
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Considerando que a lactose seja o0 Unico agucar presente no leite e que esta
represente 100% dos glicidios redutores presentes no inicio da reacédo, calculou-
se, para cada amostra retirada a cada hora, o rendimento de hidrélise a partir da
quantificacéo de glicidios redutores em glicose.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se a quantificagéo dos glicidios redutores em lactose por meio do método
de Lane-Eynon e obteve-se um teor de lactose de 4,84% para o leite semidesnatado
utilizado nos experimentos. Este valor esta em conformidade com o Decreto n° 30.691,
citado anteriormente, que determina que o leite normal contenha no minimo 4,3% de
lactose em sua composicao (BRASIL, 1952).

Os valores de glicidios redutores em glicose foram calculados a partir da equacéo
1 a cada hora.

Como a lactose pode ser considerada o unico agucar presente no leite, por meio
da analise de glicidios redutores em glicose é possivel chegar a uma porcentagem
de rendimento da hidrOlise para cada amostra. A figura 2 mostra o rendimento de
hidrélise de cada ensaio ao longo das 4 horas de reagao:

—8—-0,2g/La25°C
—#4—0,2g/La40°C
—0—0,2g/La60°C

—%—0,4g/La25°C
—%—0,4g/La40°C

« 04g/La60°C
75 —+—0,8g/La25°C

Rendimento da hidrélise (%)

—=—0,8g/La40°C
70
0,8g/L a60°C

65

Tempo (h)

FIGURA 2 - Rendimento alcangado nos ensaios a cada hora.
FONTE: O autor (2016).

Exceto pelos ensaios 2 e 4, todos os demais apresentaram maior porcentagem
de rendimento de hidrélise no tempo final de reacdo (4 horas). Conforme mostra a
tabela 2 o ensaio que obteve maior rendimento de hidrélise correspondeu ao ensaio 6
(0,8 g.L'" a 40 °C) depois de 4 horas de reacgao.
213
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Ensaio Rendimento da hidrélise (%)
1 81,8

88,6

89,0

88,4

97,3

99,6

83,1

82,2

87,2

© 0O NoO a s~ OWNDN

TABELA 2. Rendimento da reacéo de hidrélise ap6s 4 horas de reacgéao.
FONTE: O autor (2016).

Estudos realizados por Holsinger e Kligerman (1991) mostraram que com uma
reducéo de 70% no teor de lactose do leite é possivel reduzir significativamente os
sintomas provocados pela intolerancia a lactose. Ja de acordo com a ficha técnica da
enzima utilizada, o leite pode ser considerado “deslactosado” se houver uma redugéao
de 90% no teor de lactose. Dentre os ensaios realizados o ensaio 5 alcancgou esta
reducao apos 4 horas de reacado e 0 ensaio 6 alcancou a partir da 2% hora de reacao.

Porém essas porcentagens de reducdo ainda ndo atendem a legislacao e
dependendo do grau de intolerancia apresentado, podem ainda nao ser o suficiente,
ocasionando desconforto quando o leite € ingerido. De acordo com a Portaria n° 29/98
(BRASIL, 1998), alimentos destinados a dietas com restricdo de dissacarideos - que
€ 0 caso de pessoas intolerantes a lactose - devem conter um méximo de 0,5 g do
acucar para cada 100 g do produto final, ou seja, 0,5%. Este valor foi alcancado em
dois ensaios, em que utilizou-se 0,4 g.L " € 0,8 g.L" de lactase, a uma temperatura de
40 °C. Em ambos os ensaios, este valor foi atingido ja na terceira hora de reacao.

O ensaio que apresentou melhores resultados foi o que utilizou 0,8 g.L" de
enzima a uma temperatura de 40 °C. O tempo se mostrou significativo para um
melhor rendimento da rea¢do, uma vez que em quase todos os ensaios 0s melhores
resultados foram alcancados ap6s 4 horas de reacdo. Apenas nos ensaios 2 e 4 0
rendimento maximo para estas duas condi¢des foi alcangado apés 3 horas de reacéo,
nédo havendo diferenca para a quarta hora.

Realizou-se uma andlise estatistica dos dados obtidos por meio do software
STATISTICA® versédo 10 com o objetivo de averiguar as varidveis concentracéo de
enzima, temperatura e tempo de reacdo em relagao ao efeito rendimento da hidrélise.

As estimativas dos efeitos principais e de interacdo entre as variaveis estéo
apresentadas na tabela 3, juntamente com os valores obtidos para o erro padrao,
p-valor, valores dos coeficientes das variaveis no modelo e coeficiente de determinacéo
do modelo R2 com um nivel de significancia (a=0,05). Os valores destacados em italico
mostram os efeitos significativos para o intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).
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TABELA 3. Estimativa dos efeitos para o rendimento da hidrolise para os ensaios variando a
quantidade de enzima empregada (c), o tempo de reacéo (h) e a tempratura (1).

Variavel p-valor Coeficiente Erro

Intercepto  0,000000 23,8128 0,700136
H 0,000000 6,2563 0,681846

H? 0,113647 -0,4014 1,131539

(o 0,000000 50,1567 0,616934

c? 0,000000 - 39,2593 1,222202

T 0,000555 1,9669 0,621370

T? 0,000000 -0,0229 1,092749
HxC 0,477870 0,6424 0,811469
HxT 0,139958 - 0,0233 0,823563
CxT 0,418661 - 0,0571 0,738259

R2 =0,8503.

FONTE: O autor (2016).

Por meio da analise do Grafico de Pareto é possivel visualizar que, dentre as
variaveis estudadas, o tempo na forma quadratica assim como as interagdes entre

as variaveis sao néao significativas, como mostra a figura 3. J4 as variaveis tempo de
reacao na forma linear e as formas quadraticas e lineares das variaveis temperatura e
concentracao de enzima podem ser consideradas significativas na faixa avaliada dos

parametros.

Pareto Chart of Standardized Effects; Varniable: Rendimento da Reacao

(1)Tempo(L)

Temperatura(Q)

(2)Concentracdo(L)
Concentragao(Q) |
(3)Temperatura(l)

Tempo(Q) |

1Lby3L }

2Lby3L

1Lby2L }

DV: Rendimento da Reacdo

3 factors, 1 Blocks, 108 Runs; MS Residual=6,828696

-5,78191

3,57

-1,59628

-1,48801

-812173

S

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 3 - Grafico de Pareto obtido para o do rendimento da hidrélise da lactose em fun¢éo da
concentracdo de enzima, da temperatura e do tempo de reacgéo.

FONTE: O autor (2016)
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A andlise de variéncia através do teste F é apresentada na Tabela 4, em que
F (0,055;9;98) =1,97. Observando os dados obtidos na Tabela 4 para a regresséao,

regressao

F € maior que o F

calculado

e possui uma razao F /F maior que 4. Desta

tabelado calculado’ * tabelado

forma, o modelo proposto é valido sendo possivel escrever o modelo matematico em
funcdo das variaveis avaliadas.

sSQ GL MQ

calculado
Regressao 3803,810 9 422,646 61,8916
Erro 209212 o5 gg29

Total SS  4473,022 107

TABELA 4. Andlise de variancia obtida para os ensaios de determinag¢édo do rendimento da
hidrolise da lactose em 4 horas de reacgéao.

FONTE: O autor (2016).

Para os dados obtidos, propde-se um modelo para o rendimento (R) alcancado
pela hidrélise, tendo como variaveis a concentracéo de enzima utilizada na reacao (C),
o tempo da reacao (H) e a temperatura (T), mostrado na equacgao 2:

R =23,8128 + 6,2563 H—0,4014 H?+ 50,1567 C — 39,2593 C? + 1,9669 T — 0,0229 T? +
0,6424 HxC —0,0233 HxT — 0,0571 CxT

EQUACAO 2 — Modelo para o rendimento alcancado pela hidrélise da lactose.

As FIGURAS 4, 5, 6 e 7 apresentam as superficies de resposta do rendimento
da reacdo avaliada em fungcdo da quantidade de enzima utilizada na reacéo e da
temperatura apés 1, 2, 3 e 4 horas de reacao, respectivamente.

Nota-se que para valores elevados de concentracao da enzima e maiores tempos
de reacdo sao obtidos maiores valores de rendimento da hidrolise. A temperatura
segue o mesmo comportamento até 40 °C, mas o rendimento decai apds esse valor —
0 que ja era esperado, pois a faixa de temperatura adequada para esta enzima é entre
5e 40 °C.
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Fitted Surface; Variable: Rendimento da Reacdo
3 factors, 1 Blocks, 108 Runs; MS Residual=6, 828696
DV: Rendimento da Reacdo
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FIGURA 4 - Superficie de resposta do rendimento da reac¢do avaliada em funcao da quantidade
de enzima utilizada na reacao e da temperatura apos 1 hora de reacéo.

FONTE: O autor (2016).

Fitted Surface; Variable: Rendimento da Reacdo
3 factors, 1 Blocks, 108 Runs; MS Residual=6 828696
DV: Rendimento da Reac3o
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FIGURA 5 - Superficie de resposta do rendimento da reacédo avaliada em funcao da quantidade
de enzima utilizada na reacao e da temperatura apo6s 2 horas de reacgéo.

FONTE: O autor (2016).
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Fitted Surface; Variable: Rendimento da Reacdo
3 factors, 1 Blocks, 108 Runs; MS Residual=6 828696
DV: Rendimento da Reacao
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FIGURA 6 - Superficie de resposta do rendimento da reacdo avaliada em funcao da quantidade
de enzima utilizada na reacao e da temperatura ap6s 3 horas de reacgéo.

FONTE: O autor (2016).

Fitted Surface; Variable: Rendimento da Reacdo
3 factors, 1 Blocks, 108 Runs; MS Residual=6,828696
DV: Rendimento da Reacao
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FIGURA 7 - Superficie de resposta do rendimento da reacdo avaliada em funcao da quantidade
de enzima utilizada na reacao e da temperatura ap6s 4 horas de reagéo.

FONTE: O autor (2016).

O maior rendimento de hidrélise alcang¢ado utilizando-se a maior concentracao de

enzima esta coerente, uma vez que, segundo Carminatti (2001), a maior quantidade
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de sitios ativos disponiveis favorece o grau de converséo da lactose.

Cunhae colaboradores (2007) testaram a eficiéncia da enzima lactase incorporada
em filme de base celulésica para a hidrélise da lactose em duas faixas de temperatura,
7 °C e 25 °C, alcangando, respectivamente, 85% e 100% de hidrolise ap6s 24 horas de
reacao. Esses resultados foram alcangados utilizando-se 100 cm2 de filme preparados
com 1,5 mL da enzima lactase, inoculados em 100 mL de leite.

Spadoti e colaboradores (2010) utilizaram a enzima lactase em uma concentracéo
de 0,4 mL.L"" a uma temperatura de 10 °C com o objetivo de alcancar um minimo de
90% de hidrélise da lactose do leite. Para atingir este propésito, a amostra foi mantida
21 horas sob essas condicoes.

Em um estudo que buscava avaliar a producao de queijo Minas Frescal com baixo
teor de lactose, Back e colaboradores (2013) alcangaram uma reducgéo de 87,72% da
lactose do leite utilizando 0,9 g.L' de lactase a 5 °C em 24 horas de reacgéo.

Faedo e colaboradores (2013) utilizaram processos de separagédo de membranas
associados a hidrélise enzimatica da lactose. Os autores utilizaram 0,8 g.L" de lactase
a 6 °C por 15 horas alcangando uma reducéao de 93,34% do teor de lactose.

Todos os estudos citados acima utilizaram um tempo muito maior de reacéo
de hidrdlise da lactose. Neste trabalho, mesmo com apenas 4 horas, alcangou-se
um rendimento de hidrolise de quase 100%, mostrando-se mais eficiente quando
comparado com os anteriores.

Longo (2006) atingiu cerca de 88% de hidrélise da lactose do leite para posterior
producao de iogurte com 0,8 g.L' de enzima a 40 °C ap6s 4 horas de reacao. Nestas
mesmas condi¢cdes, a hidrolise alcangcada neste experimento foi de 99,6%, se
mostrando a condicdo mais adequada para a reducéo do teor de lactose no leite.

Conforme apresentado acima, temperaturas mais baixas do que aquelas indicadas
pela literatura podem ser utilizadas para alcancar uma alta conversao da lactose em
glicose e galactose. Porém, necessitam de um tempo muito maior de reacao podendo
tornar-se inviavel em escala industrial.

41 CONCLUSAO

Com base no estudo realizado é possivel concluir que tanto a concentracéo
de enzima quanto o tempo de reacgao influenciaram positivamente o rendimento da
hidrélise, possibilitando, assim, um produto que atenda as necessidades das pessoas
que possuem intolerdncia a lactose. A variavel temperatura também influenciou
positivamente a reacao até a faixa de 40 °C — valor este que esta proximo ao ideal
para a enzima lactase utilizada.

Obteve-se ainda um modelo que fornece uma boa estimativa do rendimento da
hidrélise, satisfazendo a predicdo dos dados experimentais.

Por meio dos dados obtidos pode-se afirmar que o processo de hidrolise da
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lactose utilizado foi eficiente. Com relagdo a melhor condigdo para este experimento,
nota-se que o ensaio 6 — 0,8 g.L ' de enzima a 40 °C - apresentou, apos 4 horas,
uma redugao de 99,6% no teor da lactose. Tanto este ensaio quanto o ensaio 5
apresentaram apos a terceira hora de reagcdo menos de 0,5% de lactose na amostra
de leite, enquadrando-se no padrao exigido pela legislacao para o leite ser considerado
“sem lactose”. Sendo assim, o leite hidrolisado sob essas condi¢cbes pode ser utilizado
por pessoas que possuem intolerancia a lactose.
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