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APRESENTAÇÃO

	 A obra “Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Com 96 capítulos apresenta uma 
visão holística e integrada da grande área das Ciências Biológicas e da Natureza, com 
produção de conhecimento que permeiam as mais distintas temáticas dessas grandes 
áreas.

	 Os 96 capítulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade 
acadêmico-científica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente 
em geral (físico, biológico e antrópico), suprindo lacunas que possam hoje existir e 
contribuindo para que os profissionais tenham uma visão holística e possam atuar em 
diferentes regiões do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Análise Crítica 
das Ciências Biológicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciências Biológicas 
como da Natureza (principalmente química, física e biologia) e suas tecnologias 
são fundamentais para promoção do desenvolvimento de saberes, competências e 
habilidades para a investigação, observação, interpretação e divulgação/interação 
social no ensino de ciências (biológicas 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 
informações que o livro traz, e que, o mesmo possa atuar como um veículo adequado 
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciências Biológicas e da Natureza, com 
base nos resultados aqui dispostos. 

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA, 
CONCENTRAÇÃO DE ENZIMA E TEMPO DE REAÇÃO 

NA HIDRÓLISE DA LACTOSE

CAPÍTULO 19

Poline Wilke 
Universidade Federal do Paraná

Palotina - Paraná

Karen Jaqueline Haselroth
Universidade Federal do Paraná

Palotina - Paraná

Raquel Ströher
Universidade Federal do Paraná, Departamento 

de Engenharias e Exatas
Palotina - Paraná

RESUMO:  O leite é um alimento altamente 
consumido, especialmente durante a infância, 
devido à importância de suas proteínas.  O açúcar 
predominante é a lactose – um dissacarídeo 
composto por glucose e galactose que tem 
sua ligação glicosídica rompida pela ação da 
enzima lactase. Após a fase de amamentação, 
ocorre uma diminuição da atividade enzimática, 
provocando sintomas de intolerância à lactose. 
Devido à isso e à importância do consumo de 
leite, o mercado de produtos com baixo teor de 
lactose tem crescido, permitindo que pessoas 
intolerantes consumam produtos lácteos. Para 
romper as moléculas de lactose pode-se utilizar 
a hidrólise química ou enzimática – a química 
requer condições extremas de pH e temperatura 
e, portanto, a enzimática é mais apropriada 
para produtos alimentícios. Para quantificar 
o açúcar do leite, o método de Lane-Eynon é 

muito utilizado para analisar a porcentagem de 
glicídios redutores presentes. Muitos fatores 
influenciam na reação de hidrólise. Neste 
trabalho objetivou-se avaliar a influência da 
temperature, concentração de enzima e tempo 
de reação na hidrólise da lactose utilizando 
uma enzima comercial. Foram avaliadas três 
diferentes concentrações de enzima (0,2, 0,4 e 
0,8 g.L-1), três temperaturas (25, 40 e 60 ºC) em 
intervalos de 1 hora (após 1, 2, 3 e 4 horas de 
reação). A condição que apresentou o melhor 
resultado foi utilizando 0,8 g.L-1 da enzima 
lactase a 40ºC depois de 4 horas de reação, 
alcançando 99,6% de rendimento da hidrólise. 
Esse valor se encaixa nos padrões requeridos 
pela legislação brasileira para que o leite seja 
considerado “sem lactose”.
PALAVRAS-CHAVE: Intolerância à lactose, 
lactase, carboidratos redutores.

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-1), 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-1 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.

1 | 	INTRODUÇÃO

O leite é uma importante fonte de alimento para os mamíferos, pois apresenta 
alto valor nutritivo, sendo rico em proteínas, minerais, vitaminas e carboidratos. Além 
disso, é de fácil acesso à grande parte da população (TÉO, 2002; FOPPA et al., 2009). 
Além disso, é uma importante fonte de cálcio, proteína, potássio, fósforo, magnésio e 
zinco, que são fundamentais na manutenção dos processos fisiológicos, e por isso é 
tão importante na alimentação de crianças (TÉO, 2002). 

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

Este é um alimento que apresenta algumas propriedades características, 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 fusão ocorre 
aproximadamente a -0,55 °C e de ebulição 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 março de 1952, o leite considerado normal 
apresenta, entre outras características, acidez entre 15 e 20 graus Dornic, densidade 
a 15 °C entre 1,028 e 1,033, teor de lactose de no mínimo 4,3% e índice crioscópico 
mínimo de -0,55 °C (BRASIL, 1952).

Os maiores componentes do leite são água, proteína, gordura e carboidrato 
(lactose). A quantidade de cada um destes componentes pode ter algumas variações, 
especialmente as proteínas e a gordura, mesmo entre animais da mesma raça; porém 
a lactose se mantém praticamente constante entre as raças, variando seu teor apenas 
quando comparando leites de espécies diferentes (GONZÁLEZ; CAMPOS, 2003).
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O carboidrato predominante no leite é a lactose (C12H22O11), um dissacarídeo 
composto por glicose e galactose; é considerado por muitos autores como o único 
açúcar ali presente pois a quantidade de outros carboidratos é tão pequena que pode 
ser desconsiderada (SENER; APAR; ÖZBEK, 2006).

Os carboidratos são a principal fonte de energia em uma dieta comum, 
representando cerca de 60% de seu valor calórico diário. O tipo de carboidrato 
consumido varia de acordo com a diversidade da dieta, porém, em crianças em fase 
de aleitamento materno, a lactose é o tipo predominante de açúcar consumido (TÉO, 
2002).

Este açúcar é sintetizado nas células da glândula mamária e é composto por 
dois monossacarídeos: glicose e galactose, unidos por uma ligação glicosídica (β-
1→4) (SANTOS et al., 2014). Ele é hidrolisado pela enzima intestinal β-galactosidase, 
liberando seus componentes para absorção na corrente sanguínea; a atividade desta 
enzima é alta no período de amamentação, mas diminui após o desmame (BARBOSA; 
ANDREAZZI, 2011).

A lactose apresenta mesma fórmula molecular da sacarose (C12H22O11) 
diferindo apenas na sua configuração molecular. Porém, ao contrário da sacarose, 
a lactose possui uma hidroxila anomérica livre, e por isso é considerado um açúcar 
redutor e a sacarose não (VALSECHI, 2001).

Os açúcares redutores (ou glicídios redutores) são assim classificados por 
possuírem grupos que se oxidam em soluções alcalinas se estes estiverem na 
presença de agentes oxidants (CAMPOS et al., 2014).

Segundo Foppa et al. (2009), as propriedades que se destacam na lactose são 
as seguintes: na criança em fase de amamentação ela exerce uma ação positiva 
sobre sua flora lática intestinal, constitui uma importante fonte de energia, contribui 
para a acidificação do tubo e auxilia a assimilação de algumas substâncias tais como 
proteínas e colesterol.

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

Para evitar os problemas ocasionados pela intolerância à lactose é recomendado 
que os indivíduos intolerantes deixem de consumir leite; porém, assim, deixariam de 
usufruir de outros benefícios que o leite traz à saúde humana. Portanto, torna-se 
necessário o desenvolvimento de métodos que diminuam a quantidade deste açúcar, 
como o leite com baixo teor de lactose, onde esta é hidrolisada (CUNHA et al., 2007).

A hidrólise da lactose é a quebra desta molécula em glicose e galactose. Após 
o rompimento da molécula, estes componentes monossacarídicos são liberados para 
absorção na corrente sanguínea; em seguida são transportados até o fígado, onde a 
galactose é convertida em glicose, principal combustível metabólico de muitas células 
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(SANTOS et al., 2014).
Além da enorme vantagem proporcionada às pessoas intolerantes à lactose 

permitindo-as o consumo de leite e seus derivados, a hidrólise deste açúcar também 
traz outros benefícios aos alimentos. Este processo ajuda a prevenir a cristalização 
de diversos produtos lácteos, como o doce de leite, leite condensado e misturas 
para sorvetes, melhora as características organolépticas destes alimentos, dá mais 
cremosidade ao sorvete e diminui o tempo de maturação de alguns tipos de queijos 
(SANTIAGO et al., 2004).  

A lactose pode ser hidrolisada por processos ácidos ou enzimático. A hidrólise 
ácida é um processo que apresenta um alto grau de conversão em um tempo muito 
curto; porém, pode provocar a desnaturação de proteínas, a formação de subprodutos 
indesejados, além de uma coloração marrom na solução e, por isso, não é recomendado 
em produtos alimentícios (CARMINATTI, 2001).

 Já o processo enzimático é menos severo, realizado em condições mais amenas 
de temperatura e pH (SENER; APAR; ÖZBEK, 2006). Este método não necessita de 
tratamento prévio e os produtos obtidos preservam as qualidades da matéria-prima 
aumentando apenas a sua doçura. Este tipo de hidrólise é utilizado em escala industrial, 
uma vez que, devido ao fato de não necessitar de condições extremas de temperatura 
ou pH, permite uma maior economia energética (LONGO, 2006).

A hidrólise enzimática da lactose em glicose e galactose é catalisada por enzimas 
chamadas β-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 
reação que catalisa. É uma enzima que fica situada no enterócito, um tipo de célula 
epitelial (JUNIOR; KASHIWABARA; SILVA, 2013).

A lactase age no leite, quebrando a ligação da lactose utilizando uma molécula 
de água e produzindo glicose e galactose, açúcares mais solúveis e de absorção mais 
rápida (LONGO, 2006).

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

Segundo Tremarin (2007), nem todas as fontes de lactase são consideradas 
seguras e, quando as aplicações envolvem a indústria alimentícia é recomendado 
trabalhar com enzimas reconhecidas pelo GRAS (Generally Recognize as Safe, uma 
designação da FDA – Food and Drug Administration – para substâncias ou aditivos 
adicionados aos alimentos). Atualmente este “status” é válido apenas para Aspergillus 
niger, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis. Apesar de 
a bactéria Echerichia coli ser muito estudada, não é recomendado o uso da lactase 
proveniente desta espécie em alimentos devido aos problemas de toxidade com 
extratos brutos de coliformes.



Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza  2 Capítulo 19 210

Porém, para a legislação brasileira, de acordo com a Resolução RDC (Resolução 
de Diretoria Colegiada) nº 348/2003, a enzima lactase utilizada em produtos alimentícios 
deve ser apenas de origem microbiana, proveniente da levedura Kluyveromyces lactis 
(BRASIL, 2003).

A hidrólise enzimática envolve a formação de sacarídeos como produtos 
intermediários. Este método pode ser utilizado em batelada, recuperado por membrana 
ou com a enzima imobilizada; quando utilizada a batelada para fazer a reação, a 
enzima é perdida quando ocorre a pasteurização (CARMINATTI, 2001). A figura 2 
mostra a reação enzimática da hidrólise da lactose:

 

FIGURA 2 – Hidrólise da lactose pelo método enzimático.
FONTE: Adaptado de HELD (2001).

A concentração de carboidratos presente em uma amostra pode ser determinada 
por titulação, crioscopia, gravimetria ou por espectrofotometria. Um dos métodos 
titulométricos bastante utilizados é o método de Lane-Eynon, que baseia-se na redução 
de um volume conhecido de reagente de Fehling em que o ponto final da titulação é 
indicado pelo azul de metileno reduzido por um excesso de açúcar redutor. Ao final da 
titulação, o líquido passa de azul para incolor, mas é possível notar a presença de um 
precipitado vermelho tijolo devido ao fato de que os sais cúpricos, em solução tartárica 
alcalina, transformam-se em sais cuprosos vermelhos que precipitam (DEMIATE et 
al., 2002). O tartarato de sódio e potássio forma um sal com o Cu+2 (azul anil); este 
sal posteriormente sofre redução a tartarato e óxido cuproso (Cu2O, com coloração 
vermelho tijolo) que precipita e o açúcar redutor é oxidado originando um sal sódico 
(TAVARES et al., 2010). Este método é o recomendado pelo Ministério da Agricultura 
(BRASIL, 2006).

Para que este método apresente maior exatidão, dois fatores são de extrema 
importância: a solução deve ficar constantemente em ebulição durante a titulação 
(pois caso contrário o óxido de cobre (II) que foi formado pode ser novamente oxidado 
e a solução volta a ficar azul); e a titulação não pode passar de 3 minutos para não 
haver a decomposição dos açúcares devido ao aquecimento prolongado (TAVARES 
et al., 2010).

Há ainda diversos fatores que influenciam no processo de hidrólise como pH, 
temperatura, concentração da enzima e tipo de leite utilizado.  Dentre estes fatores, a 
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concentração da enzima e temperatura tem sido os mais estudados. 
Estudos recentes indicam que a hidrólise da lactose através de métodos 

enzimáticos é uma excelente alternativa às pessoas intolerantes à lactose, pois estas 
podem consumir produtos lácteos hidrolisados com uma redução considerável dos 
sintomas indesejáveis (CUNHA et al., 2008; MATTAR; MAZO, 2010; SANTOS, 2014).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi estudar a influência da concentração 
da enzima lactase, da temperatura e do tempo de reação sobre a hidrólise da lactose 
em leite semidesnatado.

2 | 	PARTE EXPERIMENTAL

Foi utilizado leite UHT tipo A, semidesnatado, proveniente de um laticínio da 
região oeste do Paraná, obtido em estabelecimento comercial da cidade de Palotina, 
no Paraná, e transportado à Universidade Federal do Paraná – Setor Palotina. As 
embalagens pertenciam ao mesmo lote. Optou-se por utilizar um leite com menor teor 
de gordura para que esta não interferisse na reação de hidrólise. 

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

Os ensaios de hidrólise enzimática foram realizados utilizando-se 100 mL de 
leite em frascos do tipo erlenmeyer mantidos sob controle de temperatura em banho 
metabólico do tipo Dubnoff com agitação de 100 rpm. 

Foram testadas as variáveis: temperatura (25, 40 e 60 °C), concentração de 
enzima (0,2, 0,4, e 0,8 g.L-1) e tempo de reação (1, 2, 3 e 4 horas), de acordo com os 
9 tratamentos apresentados na Tabela 1:

Ensaio Temperatura (°C) Concentração da enzima  (g.L-1)
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. Condições das variáveis utilizadas durante os experimentos.
FONTE: O autor (2016).
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Os valores de temperatura e concentração escolhidos foram baseados em dados 
encontrados na literatura (LONGO, 2006; CUNHA et al., 2007; TREVISAN, 2008; 
FAEDO, 2013) além das informações 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 titulação. As amostras ficaram 4 horas em banho-maria. Após 
esse período, as amostras eram colocadas em outro banho termostático, a 95 °C por 
15 minutos, para inativação da enzima.

As análises de glicídios redutores foram realizadas pelo método Lane-Eynon, 
recomendado pela Instrução Normativa nº 68 (BRASIL, 2006). O método baseia-se na 
redução dos íons cúpricos (Cu+2) a íons cuprosos (Cu+) pelo açúcar redutor em meio 
alcalino quente. 

A determinação dos açúcares redutores foi realizada conforme descrito na 
Instrução Normativa n° 68/2006. Primeiro foi realizada a padronização das soluções 
de Fehling A e B utilizando 0,5002 g de glicose previamente seca em estufa a 70°C 
durante 1 hora. 

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

A cada hora eram retirados 10 mL de cada ensaio e transferidos para balão 
volumétrico de 250 mL, onde eram adicionados 5 mL de solução de ferrocianeto de 
potássio a 15% e 5 mL de solução acetato de zinco a 30% e o volume era completado 
com água destilada. A solução 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 soluções de 
Fehling A e B e 40 mL de água destilada. Esta solução era aquecida em placa aquecedora 
até ebulição e então começava a titulação, gotejando a amostra sem agitação até que 
o líquido ficasse levemente azulado. Sem parar a titulação, era adicionada uma gota 
de azul de metileno a 1%. A titulação acaba quando há a descoloração do indicador – o 
líquido fica transparente com um precipitado vermelho-tijolo.

Por meio da quantidade de solução utilizada na titulação, foi calculada a 
quantidade de glicídios redutores presentes em cada amostra, conforme mostra a 
equação 1, onde T é o título de Fehling (obtido pela padronização das soluções de 
Fehling com a glicose), V é o volume gasto na titulação em mililitros e m é a massa da 
amostra em gramas :

EQUAÇÃO 1 - % de glicídios redutores em glicose.



Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza  2 Capítulo 19 213

Considerando que a lactose seja o único açúcar presente no leite e que esta 
represente 100% dos glicídios redutores presentes no início da reação, calculou-
se, para cada amostra retirada a cada hora, o rendimento de hidrólise a partir da 
quantificação de glicídios redutores em glicose.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Realizou-se a quantificação dos glicídios 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 está em conformidade com o Decreto n° 30.691, 
citado anteriormente, que determina que o leite normal contenha no mínimo 4,3% de 
lactose em sua composição (BRASIL, 1952). 

Os valores de glicídios redutores em glicose foram calculados a partir da equação 
1 a cada hora.

Como a lactose pode ser considerada o único açúcar presente no leite, por meio 
da análise de glicídios redutores em glicose é possível chegar a uma porcentagem 
de rendimento da hidrólise para cada amostra.  A figura 2 mostra o rendimento de 
hidrólise de cada ensaio ao longo das 4 horas de reação:

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

Exceto pelos ensaios 2 e 4, todos os demais apresentaram maior porcentagem 
de rendimento de hidrólise no tempo final de reação (4 horas). Conforme mostra a 
tabela 2 o ensaio que obteve maior rendimento de hidrólise correspondeu ao ensaio 6 
(0,8 g.L-1 a 40 °C) depois de 4 horas de reação.
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Ensaio Rendimento da hidrólise (%)
1 81,8
2 88,6
3 89,0
4 88,4
5 97,3
6 99,6
7 83,1
8 82,2
9 87,2

TABELA 2. Rendimento da reação de hidrólise após 4 horas de reação.
FONTE: O autor (2016).

Estudos realizados por Holsinger e Kligerman (1991) mostraram que com uma 
redução de 70% no teor de lactose do leite é possível reduzir significativamente os 
sintomas provocados pela intolerância à lactose. Já de acordo com a ficha técnica da 
enzima utilizada, o leite pode ser considerado “deslactosado” se houver uma redução 
de 90% no teor de lactose. Dentre os ensaios realizados o ensaio 5 alcançou esta 
redução após 4 horas de reação e o ensaio 6 alcançou a partir da 2ª hora de reação.

Porém essas porcentagens de redução ainda não atendem a legislação e 
dependendo do grau de intolerância apresentado, podem ainda não ser o suficiente, 
ocasionando desconforto quando o leite é ingerido. De acordo com a Portaria n° 29/98 
(BRASIL, 1998), alimentos destinados a dietas com restrição de dissacarídeos - que 
é o caso de pessoas intolerantes à lactose - devem conter um máximo de 0,5 g do 
açúcar para cada 100 g do produto final, ou seja, 0,5%. Este valor foi alcançado em 
dois ensaios, em que utilizou-se 0,4 g.L-1 e 0,8 g.L-1 de lactase, a uma temperatura de 
40 °C. Em ambos os ensaios, este valor foi atingido já na terceira hora de reação.

O ensaio que apresentou melhores resultados foi o que utilizou 0,8 g.L-1 de 
enzima a uma temperatura de 40 °C. O tempo se mostrou significativo para um 
melhor rendimento da reação, uma vez que em quase todos os ensaios os melhores 
resultados foram alcançados após 4 horas de reação. Apenas nos ensaios 2 e 4 o 
rendimento máximo para estas duas condições foi alcançado após 3 horas de reação, 
não havendo diferença para a quarta hora.

Realizou-se uma análise estatística dos dados obtidos por meio do software 
STATISTICA® versão 10 com o objetivo de averiguar as variáveis concentração de 
enzima, temperatura e tempo de reação em relação ao efeito rendimento da hidrólise.

As estimativas dos efeitos principais e de interação entre as variáveis estão 
apresentadas na tabela 3, juntamente com os valores obtidos para o erro padrão, 
p-valor, valores dos coeficientes das variáveis no modelo e coeficiente de determinação 
do modelo R2 com um nível de significância (α=0,05). Os valores destacados em itálico 
mostram os efeitos significativos para o intervalo de confiança de 95% (p-valor < 0,05).
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Variável p-valor Coeficiente Erro
Intercepto 0,000000 23,8128 0,700136

H 0,000000 6,2563 0,681846
H2 0,113647 - 0,4014 1,131539
C 0,000000 50,1567 0,616934
C2 0,000000 - 39,2593 1,222202
T 0,000555 1,9669 0,621370
T2 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

TABELA 3. Estimativa dos efeitos para o rendimento da hidrólise para os ensaios variando a 
quantidade de enzima empregada (c), o tempo de reação (h) e a tempratura (t).

R2 = 0,8503.

FONTE: O autor (2016).

Por meio da análise do Gráfico de Pareto é possível visualizar que, dentre as 
variáveis estudadas, o tempo na forma quadrática assim como as interações entre 
as variáveis são não significativas, como mostra a figura 3. Já as variáveis tempo de 
reação na forma linear e as formas quadráticas e lineares das variáveis temperatura e 
concentração de enzima podem ser consideradas significativas na faixa avaliada dos 
parâmetros.

FIGURA 3 - Gráfico de Pareto obtido para o do rendimento da hidrólise da lactose em função da 
concentração de enzima, da temperatura e do tempo de reação.

FONTE: O autor (2016)
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A análise de variância através do teste F é apresentada na Tabela 4, em que 
Fregressão (0,055;9;98) = 1,97. Observando os dados obtidos na Tabela 4 para a regressão, 
Fcalculado é maior que o Ftabelado e possui uma razão Fcalculado/Ftabelado maior que 4. Desta 
forma, o modelo proposto é válido sendo possível escrever o modelo matemático em 
função das variáveis avaliadas.

SQ GL MQ Fcalculado

Regressão 3803,810 9 422,646 61,8916

Erro 669,212 98 6,829

Total SS 4473,022 107

TABELA 4. Análise de variância obtida para os ensaios de determinação do rendimento da 
hidrólise da lactose em 4 horas de reação.

FONTE: O autor (2016).

Para os dados obtidos, propõe-se um modelo para o rendimento (R) alcançado 
pela hidrólise, tendo como variáveis a concentração de enzima utilizada na reação (C), 
o tempo da reação (H) e a temperatura (T), mostrado na equação 2:

R  = 23,8128 + 6,2563 H – 0,4014 H2 + 50,1567 C – 39,2593 C2 + 1,9669 T – 0,0229 T2 + 
0,6424 HxC – 0,0233 HxT – 0,0571 CxT

EQUAÇÃO 2 – Modelo para o rendimento alcançado pela hidrólise da lactose.

As FIGURAS 4, 5, 6 e 7 apresentam as superfícies de resposta do rendimento 
da reação avaliada em função da quantidade de enzima utilizada na reação e da 
temperatura após 1, 2, 3 e 4 horas de reação, respectivamente. 

Nota-se que para valores elevados de concentração da enzima e maiores tempos 
de reação são obtidos maiores valores de rendimento da hidrólise. A temperatura 
segue o mesmo comportamento até 40 °C, mas o rendimento decai após esse valor – 
o que já era esperado, pois a faixa de temperatura adequada para esta enzima é entre 
5 e 40 °C.
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FIGURA 4 - Superfície de resposta do rendimento da reação avaliada em função da quantidade 
de enzima utilizada na reação e da temperatura após 1 hora de reação.

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 5 - Superfície de resposta do rendimento da reação avaliada em função da quantidade 
de enzima utilizada na reação e da temperatura após 2 horas de reação.

FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 6 - Superfície de resposta do rendimento da reação avaliada em função da quantidade 
de enzima utilizada na reação e da temperatura após 3 horas de reação.

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 7 - Superfície de resposta do rendimento da reação avaliada em função da quantidade 
de enzima utilizada na reação e da temperatura após 4 horas de reação.

FONTE: O autor (2016).

O maior rendimento de hidrólise alcançado utilizando-se a maior concentração de 
enzima está coerente, uma vez que, segundo Carminatti (2001), a maior quantidade 
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de sítios ativos disponíveis favorece o grau de conversão da lactose.
Cunha e colaboradores (2007) testaram a eficiência da enzima lactase incorporada 

em filme de base celulósica para a hidrólise da lactose em duas faixas de temperatura, 
7 °C e 25 °C, alcançando, respectivamente, 85% e 100% de hidrólise após 24 horas de 
reação. Esses resultados foram alcançados 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 concentração 
de 0,4 mL.L-1 a uma temperatura de 10 °C com o objetivo de alcançar um mínimo de 
90% de hidrólise da lactose do leite. Para atingir este propósito, a amostra foi mantida 
21 horas sob essas condições.

Em um estudo que buscava avaliar a produção de queijo Minas Frescal com baixo 
teor de lactose, Back e colaboradores (2013) alcançaram uma redução de 87,72% da 
lactose do leite utilizando 0,9 g.L-1 de lactase a 5 °C em 24 horas de reação.

Faedo e colaboradores (2013) utilizaram processos de separação de membranas 
associados à hidrólise enzimática da lactose. Os autores utilizaram 0,8 g.L-1 de lactase 
a 6 °C por 15 horas alcançando uma redução de 93,34% do teor de lactose.

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

Longo (2006) atingiu cerca de 88% de hidrólise da lactose do leite para posterior 
produção de iogurte com 0,8 g.L-1 de enzima a 40 °C após 4 horas de reação. Nestas 
mesmas condições, a hidrólise alcançada neste experimento foi de 99,6%, se 
mostrando a condição mais adequada para a redução do teor de lactose no leite.

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

4 | 	CONCLUSÃO

Com base no estudo realizado é possível concluir que tanto a concentração 
de enzima quanto o tempo de reação influenciaram positivamente o rendimento da 
hidrólise, possibilitando, assim, um produto que atenda às necessidades das pessoas 
que possuem intolerância à lactose. A variável temperatura também influenciou 
positivamente a reação até a faixa de 40 °C – valor este que está próximo ao ideal 
para a enzima lactase utilizada.

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

Por meio dos dados obtidos pode-se afirmar que o processo de hidrólise da 
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lactose utilizado foi eficiente. Com relação à melhor condição para este experimento, 
nota-se que o ensaio 6 – 0,8 g.L-1 de enzima a 40 °C -  apresentou, após 4 horas, 
uma redução de 99,6% no teor da lactose.  Tanto este ensaio quanto o ensaio 5 
apresentaram após a terceira hora de reação menos de 0,5% de lactose na amostra 
de leite, enquadrando-se no padrão exigido pela legislação para o leite ser considerado 
“sem lactose”. Sendo assim, o leite hidrolisado sob essas condições pode ser utilizado 
por pessoas que possuem intolerância à lactose.
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