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Utilizacdo da B-galactosidase na Hidrolise da Lactose do Leite em Baixa Temperatura

Use of p-galactosidase on Hydrolysis of Milk Lactose in Low Temperature

Tarllis Carolina Alvares da Silva Campos®;, Wilmar Kruger D’ Almeida®; Lina Casale Aragon Alegro®;
Salvador Massaguer Roig?; Hélio Hiroshi Suguimoto®*

Resumo

No segmento dos produtos lacteos, a hidrdlise da lactose ¢ amplamente estudada, seja pelo elevado indice de individuos com ma absorcao
da lactose, bem como pelo aspecto tecnologico envolvendo este agticar. Estima-se que mais de 58 milhdes de brasileiros sdo acometidos pela
hipolactasia, sendo que desses, mais de 37 milhdes apresentam intolerancia ao leite em decorréncia da deficiéncia na sintese de f-galactosidase,
enzima responsavel pela hidrolise da lactose no intestino. Quanto ao aspecto tecnoldgico, a hidrolise da lactose é um importante processo na
industria de alimentos, pois este dissacarideo possui baixa solubilidade e baixo poder adogante. Sabe-se que a temperatura 6tima de reacdo
da B-galactosidase produzida pela levedura Kluyveromyces lactis é 35 °C; contudo, essa ¢ a temperatura 6tima de desenvolvimento de varios
microrganismos deteriorantes e patogénicos. Assim, a fim de se evitar a multiplica¢do bacteriana no leite, a f-galactosidase tem sido utilizada em
temperatura abaixo do valor 6timo de reacdo dessa enzima. Com o exposto, o objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento dessa enzima
em diferentes temperaturas, principalmente a de refrigeragdo. Amostras de leite com a enzima foram incubadas nas diferentes temperaturas e a
concentragdo de glicose liberada foi quantificada pelo método de glicose-oxidase. A partir da regressdo linear da curva de glicose, calculou-se
a velocidade de hidrolise para cada tratamento. Nos tratamentos proximos a temperatura 6tima de rea¢do da enzima a hidrolise foi acima de
90% do total da lactose presente no leite. Nestas condi¢des a velocidade foi maior quando comparada com a utilizagdo de baixas temperaturas.
Porém, esses resultados foram melhorados quando foram adicionadas sobrecargas de f3-galactosidase nos leites incubados a 4 °C, tornando a
hidrolise da lactose viavel industrialmente em temperaturas de refrigeracdo, garantindo, assim, a qualidade microbiologica do leite.
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Abstract

In the dairy segment, the lactose hydrolysis is widely studied due to the high number of people who don 't absorb lactose properly, as well as to
the technological aspect involving this sugar. It is estimated that more than 58 million Brazilians are afflicted by hypolactasia, and among them,
more than 37 million have milk intolerance due to deficiency in the synthesis of f-galactosidase, an enzyme responsible for hydrolysis of lactose
in the intestine. As for the technological aspect, the hydrolysis of lactose is an important process in the food industry, because this disaccharide
has low solubility and low sweetness. It is known that the ideal temperature for reaction of f-galactosidase produced by yeast Kluyveromyces
lactis is 35 ° C, however, this is also the ideal temperature for the development of several spoilage and pathogenic microorganisms. Thus,
in order to avoid bacterial growth in milk, f-galactosidase has been used at temperatures below the ideal value. With that, the goal was to
study the behavior of this enzyme at different temperatures, especially refrigeration. Milk samples were incubated with the enzyme at different
temperatures and the concentration of glucose released was quantified by the glucose oxidase. From the linear regression curve of glucose,
we calculated the rate of hydrolysis for each treatment. In treatments near the ideal temperature for the enzyme hydrolysis reaction was over
90% of the lactose in milk. Under these conditions the speed was higher when compared with the use of low temperatures. However, these
results were improved when [-galactosidase was overused in the milk incubated at 4 ° C, making the hydrolysis of lactose in industrially viable
refrigeration temperatures, thus ensuring the microbiological quality of milk.
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1 Introducao

A lactose ¢ o principal carboidrato do leite, sendo o
constituinte predominante ¢ menos variavel em sua matéria

seca'?. E um dissacarideo composto por uma molécula de
glicose ligada a uma de galactose, que esta presente no leite
de todos os mamiferos na concentragdo de 2% a 10%, sendo
encontrada, no leite de vaca, com concentragdo média de 4,8%".

Esse carboidrato apresenta o mesmo peso molecular da
sacarose, diferindo desta na configuragdo molecular, no poder
edulcorante, na solubilidade e no poder redutor. A lactose
¢ cerca de dez vezes menos soluvel que a sacarose, 0 que
pode causar cristalizagdo e, conseqlientemente, problemas
tecnologicos durante o processamento de alguns produtos na
industria de laticinios®.

Do ponto de vista nutricional, a lactose promove a
absorc¢do de calcio e fosforo, o que é especialmente util em
formulagdes infantis. Porém, o alto nivel de lactose presente
no leite, restringe o consumo deste alimento por pessoas
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que apresentam intolerancia a esse dissacarideo, devido
a deficiéncia dessa enzima no intestino delgado e, como
conseqiiéncia, a incapacidade de digerir a lactose®.

Assim, ¢ de grande importancia nutricional ¢ comercial a
redugdo do teor de lactose no leite e em seus derivados, sendo
a hidrdlise enzimatica, com a utilizagdo da P-galactosidase,
um dos métodos mais interessantes para esta finalidade’.
A hidrolise da lactose realizada com essa enzima ¢ um
processo usado em escala industrial e que conduz a formagao
de produtos mais facilmente digeriveis, mais doces e que
previnem a cristalizacao da lactose na produgao, por exemplo,
de sorvetes e doces de leite®. Os queijos manufaturados com
leite contendo lactose hidrolisada maturam mais rapidamente
que aqueles produzidos com leite com lactose integra’.

Ahidrdlise enzimatica da lactose do leite pode ser realizada
de duas maneiras: 1) o leite cru ¢ esterilizado e, depois do
resfriamento, a lactase é adicionada e o leite é embalado
assepticamente; 2) o leite cru é pasteurizado e, apés o
resfriamento, alactase ¢ adicionada, sendo queahidrolise ocorre
no tanque de armazenamento. Assim que termina a hidrolise
da lactose, € realizada a esterilizacdo e o envase asséptico®.

O desenvolvimento de processos comerciais para o
isolamento de P-galactosidase a partir de diferentes fontes
microbianas aumentou as possibilidades de hidrdlise da
lactose. Varias f-galactosidases tém sido estudadas para a
elaboracdo de leite e produtos lacteos com lactose reduzida,
devido, principalmente, ao problema de intolerancia a lactose™.

As propriedades das -galactosidases, como temperatura e
pH 6timos, diferem de acordo com sua fonte € com o método
de preparacdo comercial. O pH 6timo pode variar de 3,0 a
7,5, e a temperatura 6tima, de 35 a 80 °C, dependendo de
qual microrganismo ela foi isolada'®. Uma B-galactosidase
comercial bastante utilizada na hidroélise da lactose do leite ¢
a derivada da levedura Kluyveromyces lactis. Segundo Gekas
e Lopez-Leiva!?, a faixa de pH 6tima para atividade dessa
enzima ¢ de 6,9-7,3, e a temperatura 6tima, 35 °C.

Apesar dessa temperatura 0tima de atividade da lactase,
sabe-se que manter o leite sob refrigera¢@o ¢ uma das principais
¢ mais antigas maneiras de se controlar a multiplica¢do de
microrganismos patogénicos e deteriorantes. Devido a grande
quantidade de nutrientes, ao pH préoximo ao neutro e a alta
atividade de agua, esse alimento ¢ bastante susceptivel ao ataque
de um grande numero de microrganismos, provenientes do
proprio animal, do homem e dos utensilios usados na ordenha!!.

Pelo exposto, o objetivo deste trabalho foi comparar o
comportamentodaf-galactosidasenahidrolisedalactosedoleite
incubado em diferentes temperaturas, variando entre 4 ¢ 40 °C.

2 Material e Métodos

Todos os experimentos foram realizados nos laboratorios
do Mestrado em Ciéncia e Tecnologia do Leite, na
Universidade Norte do Parand (UNOPAR).

2.1 Material

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados leite
UHT integral (Frimesa) e enzima [3-galactosidase derivada de
Kluyveromyces lactis (Maxilact® — L500).

2.2 Métodos
2.2.1 Hidrolise da lactose

A hidrdlise da lactose foi realizada adicionando-se 0,24
¢ da enzima B-galactosidase em aliquotas de 300 mL de leite
UHT integral, totalizando cinco amostras. Cada uma delas foi
incubada em uma das temperaturas: 4, 10, 20, 30 e 40 °C.
O tempo total do experimento variou para cada amostra, de
acordo com a temperatura de incubagdo. Na temperatura de 4
°C, também foi testado o efeito de sobrecarga de enzima apds
2, 4 ¢ 6 horas de hidrolise. Para isso, 0,24 g da enzima foi
adicionada inicialmente e 0,24 g, a cada duas horas. Todo o
experimento foi repetido trés vezes.

2.2.2 Amostragem

Foram retiradas aliquotas de 10 mL, em intervalos de
tempo variando de acordo com a temperatura de incubagao da
amostra. As aliquotas foram aquecidas a 95°C, durante cinco
minutos, para que a atividade da enzima fosse interrompida,
resfriadas e utilizadas para a determinag@o de glicose.

2.2.3 Determinacio da concentracio de glicose

A Determinacdo de glicose foi realizada pelo método
glicose-oxidase, utilizando-se o Kit Glicose P-P (Analisa®),
que se baseia na oxidagdo da glicose para acido gliconico e
peroxido de hidrogénio, pela glicose oxidase. A absorbancia
foi medida em 505 nm. Os resultados foram calculados em
mg/dL de glicose e expressos em porcentagem.

2.2.4 Analise dos dados

Para se avaliar o comportamento da lactase nas diferentes
temperaturas, foram calculadas as médias dos valores de
glicose obtidos nos trés experimentos € expressas nas curvas
de hidrolise. A partir desses dados, por regressdo linear, as
velocidades de hidrolise foram calculadas.

3 Resultados e Discussao

A lactose ¢ um dissacarideo que, quando submetido a agdo
da enzima lactase, ¢ quebrado em dois monossacarideos, a
glicose e a galactose. Desta forma, uma vez que a concentragao
de glicose ¢ inversamente proporcional a concentragdo de
lactose presente na amostra, neste trabalho, a porcentagem de
hidrolise no leite foi medida pela concentragdo de glicose.

A concentracdo de lactose na amostra do leite foi de 4,8%.
Portanto, se toda ela for hidrolisada a concentragdo maxima
de glicose sera de 2,4%. Este valor foi utilizado para o célculo
da eficiéncia da hidrdlise.

Nota-se, na figura 1, que as curvas de hidrolise foram

semelhantes nas amostras incubadas a 30 e 40 °C, atingindo a
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concentragao maxima de glicose proximo a 5 horas. A eficiéncia
de 90% de hidrolise da lactose foi alcangada nos tempos 3,5 ¢ 4
horasdeincubacio, respectivamente. Esseresultadoeraesperado,
uma vez que a temperatura 6tima de agdo da enzima utilizada
nesse trabalho, que proporciona uma maior atividade, ¢ 35 °C'°.
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Figura 1. Curva de hidrolise de lactose do leite incubado em
diferentes temperaturas.

Na temperatura de 20 °C, como a temperatura esta abaixo
da 6tima de reagdo da enzima, o tempo para alcangar 90% de
hidrolise foi de aproximadamente 7 horas.

Quando incubado em temperaturas bem mais baixas que a
ideal paraaenzima, a4 ea 10 °C, verificou-se que, mesmo apos
24 horas de reagdo, apenas 75% da lactose presente no leite
foi hidrolisada, 15% a menos que a necessaria para alcangar
o minimo exigido comercialmente para ser considerado leite
deslactosado ou baixa lactose, que ¢ acima de 90%.

Apartirdaregressaolineardosdadosdafigural,avelocidade
de hidrélise em cada amostra foi calculada. Na figura 2, os
valores de velocidade foram divididos em dois periodos: de 0
a2 horas, e de 2 a 4 horas. Esses periodos foram selecionados
por serem os de maior acdo da enzima [-galactosidase.
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Figura 2. Velocidade da hidrélise da lactose, expressa em
%glicose/h, em cada temperatura, durante as quatro primeiras
horas.

Em todas as temperaturas a maior velocidade de hidrdlise
ocorreu nas duas primeiras horas, sendo que nas temperaturas
de 30 e 40 °C, os valores foram de 0,84 e 0,77% glicose/hora,
respectivamente. Conforme a temperatura diminuiu, 0 mesmo
aconteceu com a velocidade de hidrolise, sendo que nas

temperaturas de 4 e 10 °C os valores foram de 0,33 e 0,35%
glicose/hora, respectivamente. Isso representa menos da
metade da velocidade das temperaturas consideradas Otimas
para ac¢do da enzima.

No periodo subseqiiente, entre 2 e 4 horas, a velocidade
de hidrolise da lactose nas diferentes temperaturas foi menor
que nas primeiras duas horas, variando entre 0,12 ¢ 0,23 %
glicose/h (figura 2), indicando uma acentuada diminuicao da
acdo enzimatica.

Considerando que a temperatura de 4 °C ¢ a mais
importante para fins de conservagdo do leite sob o aspecto
microbiologico, foi testada também a hidrélise com
sobrecargas de B-galactosidase. Quando foram adicionadas
sobrecargas de enzima, a cada duas horas, pdde-se observar
que, ap6s um periodo de 7 horas de hidrolise, 92% da lactose
foi hidrolisada, valor semelhante a obtida nas temperaturas de
30 e 40 °C (figuras 1 e 3). No leite com adigdo da enzima
somente no inicio do processo, observou-se a hidrolise de
47,1% de lactose, no mesmo periodo, mostrando a importancia
dessa sobrecarga de lactase durante o processo (figura 3).
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Figura 3. Curva de hidrolise da lactose do leite a 4 °C e com
sobrecarga de 3-galactosidase (4 °C + E) a cada 2 horas

Na Figura 4, observam-se as velocidades de hidrolise da
lactose no leite adicionado de lactase somente no inicio, € com
sobrecarga dessa enzima. Em ambos os casos a velocidade de
hidroélise nas duas primeiras horas foram iguais com valor de
0,33% glicose/h.
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Figura 4. Velocidade de hidrolise da lactose em leite a 4 °C com
e sem sobrecarga de (-galactosidase.
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No periodo entre duas a quatro horas, com a primeira
sobrecarga de enzima, a velocidade de hidrélise da lactose
foi de 3,4 vezes maior do que no leite em que a enzima foi
adicionada somente no inicio, com valor de 0,5% glicose/h.

Os resultados indicam que a sobrecarga de enzima ¢ uma
estratégia interessante para que a hidrdlise da lactose do
leite seja realizada em um curto periodo de tempo, portanto
mais viavel para a industria lactea, podendo ser realizada em
uma temperatura que evita a multiplicagdo da maioria dos
microrganismos patogénicos e deteriorantes, inclusive em leite
cru, com velocidade relativamente alta para essa temperatura,
levando a hidrélise quase total da lactose presente no leite.

4 Conclusao

A hidrdlise da lactose do leite em baixas temperaturas
¢ possivel, apesar da velocidade do processo se apresentar
diminuida, quando comparada com o uso da B-galactosidase
em temperaturas proximas da ideal dessa enzima. A sobrecarga
de enzima durante o processo de hidrolise a 4 °C possibilita
a utilizagdo da enzima com expressiva reducao de tempo de
reacdo tornando-a mais vidvel para a industria e garantindo a
qualidade microbioldgica do leite.
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