UFT |

Y A
UNIVERSIDADE FEPERAL DO TOCANTINS

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS

COORDENACAO DE ALIMENTOS
CURSO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

ANTONINA MADALENA SANTANA PONTES

ESTUDO ECONOMICO E CINETICO DE DUAS LACTASES COMERCIAIS

PALMAS -TO
2019



ANTONINA MADALENA SANTANA PONTES

ESTUDO ECONOMICO E CINETICO DE DUAS LACTASES COMERCIAIS

Trabalho de Conclusdo de Curso de graduacéo,
apresentado ao curso de Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal do
Tocantins como requisito para obtencdo do
titulo de Bacharel em Engenharia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Tarso da Costa Alvim

PALMAS -TO
2019



Dados Internacionais de Catalogacfio na Publicacio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Tocantins

PE14de Fontes, Antonina Madalena Santana.

Esztudo econdmico e cinético de duas lactases comerciais. F Antonina
MMadalena Santana Pontes. — Palmas, TO, 2019,

65 f.

Monografia Graduagio - Universidade Federal do Tocantins — Cimpus
Universitario de Palmas - Curso de Engenharia de Alimentos, 2019,

Orientador: Tarzo da Costa Alvim
Coorientaclora : Patricia Marting Guarda

1. Intolerdincia a lactoge. 2. Delineamento Central Composto Rotacional. 3.
Lactase. 4. Hidrolise. I. Titulo

CDD 664

TODOS O3 DIREITOS RESERNADOS — A reprodugio total ou parcial de gqualguer
forma ou por qualguer meio deste documento € autorizado desde que citada a fonte.
A wviolagio dos direitos do avtor (Lei n® 9.610/98) é crime estabelecido pelo artigo 184
do Cadigo Penal.

Elaborado pelo sistema de geraciio autemitica de ficha catalogrifica da UFT com os
dades formecides pelo(a) autor{a).




FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS

CURSO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada, aprova o Trabalho de Concluséo de Curso.

ESTUDO ECONOMICO E CINETICO DE DUAS LACTASES COMERCIAIS

Elaborado por

Antonina Madalena Santana Pontes

Como requisito para obtencdo do grau de Bacharel em Engenharia de Alimentos.

DATA DA APROVACAO 17/04/2019.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. (a) Ms. Patricia Martins Guarda

(Examinadora)

Prof. (0) Ms. Itamar Souza Reges

(Examinador)



“E acrescentou: Seja forte e corajoso! Maos ao
trabalho! N&o tenha medo nem desanime, pois
Deus o Senhor, o meu Deus, esta com vocé. Ele
ndo o deixara nem o abandonara até que se
termine toda a construgdo do templo do
Senhor”.

1 Cronicas 28, 20.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco & Deus pela permissdo de alcancar os meus objetivos.Por me
acompanhar, dar forcas e persisténcia em todos os dias da minha vida. Pelo cuidado e protecédo
durante toda essa caminhada.

Ao meu querido orientador Tarso Alvim. Obrigada por todo o conhecimento transferido
a mim, pela serenidade, cuidado, pela paciéncia, dedicacdo, sabedoria, competéncia e
disposicao constante para o desenvolvimento desse trabalho.

A minha améavel mae Leane Cristina, minha base, que sempre ao longo dessa cansativa
caminhada e cheia de obstaculos este ao meu lado. Por nunca me abandonar, por palavras de
conforto, pelas oracGes ao meu favor, por conselhos para seguir o caminho certo, por acreditar
que eu chegaria ao fim com éxito. obrigada mée por tudo. Te amo!

Ao0s meus pais Jailson, Leandre e Evaldo, que cada um com suas diferentes formas
esteve comigo, desde o inicio da minha vida até esse grande dia, obrigada pelo apoio
incondicional.

As minhas irmas Ana Clara e Emannuella pelo amor e companheirismo dedicados a
mim, que mesmo a distancia, sempre me apoiaram.

As minhas av6s Leonilia e Terezinha, por nunca deixaram faltar amor, carinho e
incentivos independente da distancia, por ajudar no que podiam para a realizacdo desse sonho.

A minha bisavé Olinda (in memoriam), por ter me ensinado valores que carrego comigo
em todos os momentos. Obrigada por me olhar e proteger dai do céu. Saudades eternas!

Ao meu namorado Cristévao Junior, que jamais me negou apoio, por todo amor,
dedicacdo, paciéncia, compreensdo e companheirismo. Obrigada amor, por aguentar tantas
crises de estresse e ansiedade. Por ouvir minhas lamentagdes e pelo suporte emocional.
Agradeco a Deus por ter colocado vocé em meu caminho e que possamos continuar felizes para
todo sempre, te amo!

Aos meus professores, por todo conhecimento e experiéncia repassada, sem vocés ndo
estaria fechando esse ciclo, vocés sdo de suma importancia para esse sucesso.

Ao casal Guarda, minha orientadora e meu co-orientador de iniciagdo cientifica, Patricia
e Emerson, pelo carinho, conhecimento, oportunidade e experiéncias na participacdo de
projetos. Meu eterno obrigada.

Ao casal Reges, por serem meus tutores dentro da faculdade. Obrigada Itamar e Cilene,
por todos os conselhos, conhecimento e direcionamento para 0 sucesso.

Aos meus amigos de turma “jilé doce”, em especial as minhas amigas, Ysnayla, Sara e



Lara, por todos 0s bons e dificeis momentos. Pessoas as quais me ajudaram muito nesses anos
de convivéncia. Obrigada pelo companheirismo, carinho, por sempre estarmos juntas, por néo
medirem esforcos para me ajudar.

Agradeco também, as minhas amigas Erika e Lara, principalmente nessa reta final,
estando sempre t&o perto de mim. VVocés me proporcionaram momentos incriveis. Obrigada por
compartilharmos sorrisos, lagrimas, aprendizado e aflicdes. Obrigada pelos incentivos,
conselhos e oracgdes, sendo sinais de eternidade na minha vida. Assim como ja dizia Padre Fabio
de Melo “Quem tem amigo tem um anjo”. Infinita gratidao.

Agradeco imensamente a minha colega do LAPEQ e também mais uma amiga que Deus
deu a honra de me conceder, Larissa Gualberto, 0 meu anjo! que desde do inicio sempre ficou
ao meu lado, sendo na vida pessoal e na faculdade, sem vocé ndo conseguiria ter finalizado esse
trabalho. Obrigada por sempre me acalmar, ou até mesmo por se desesperar junto comigo. Vocé
viveu todas as alegrias e aflicbes nessa reta final junto comigo. Obrigada amiga, por nunca
medir esforcos para me ajudar.

Aos meus amigos dos extremos “pipoco do trovao”, parceria da fé até as festas.
Obrigada por sempre me proporcionarem momentos de alegrias.

A toda equipe de trabalho do LAPEQ em especial ao Fabricio, Alvaro e Larissa, pelos
bons momentos de aprendizados juntos, e por ndo terem medido esfor¢os para me ajudar e,
acima de tudo, por nossa amizade.

Aos colaboradores Dener, Danylo e Gléndara, pela ajuda e apoio durante o experimento,
por todas as contribuicGes significativas e essenciais dadas a este trabalho.

Agradeco a minha supervisora do estagio curricular, Daphynni Moreira. Obrigada por
todo conhecimento, experiéncia, dedicacao, cuidado e paciéncia. Pelos momentos de alegria e
descontracdo que vivemos nesse periodo. Levo comigo um exemplo de pessoa e profissional a

se seguir.

A minha familia do EJC, obrigada pelos momentos junto a Jesus, e por todas as oracdes.
A todos que de alguma forma contribuiram direta ou indiretamente para a realizacéo
deste trabalho, 0 meu MUITO OBRIGADA!



RESUMO

A lactose € o principal agucar do leite, sendo dividida em glicose e galactose por acdo da enzima
lactase. Algumas pessoas tém deficiéncia dessa enzima no organismo, portanto, ocasionando a
intolerancia a lactose. Nesse contexto, ha a necessidade de se produzir alimentos zero lactose,
tendo em vista a necessidade da otimizagdo dos processos de fabricacdo, e também a produgéo
de alimentos de qualidade e seguros ao consumidor. Neste trabalho, avaliou-se a hidrdlise da
lactose pelas enzimas comerciais B-galactosidase de origem de levedura Kluyveromyces lactis,
e do fungo filamentoso Aspergillus oryzae. Nesse cenério, para o estudo da hidrolise da lactose
foi empregado um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), analisadas em 5 niveis
de variacdo para avaliar o efeito de diferentes fatores, sendo que concentracao e tempo foram
iguais para as duas lactases, e a temperatura partiu-se do ponto central, onde ocorre a maior
atividade de cada enzima. Paraa K. lactis utilizou-se temperaturas de 9,8; 20; 35; 50; e 60,2°C
e para A. oryzae 29,8; 40; 55; 70; e 80,2°C. Apds os ensaios serem executados conforme o
delineamento, realizou-se a quantificacdo da lactose por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, com detector de indice de refracdo (CLAE-IR). Os resultados foram avaliados pela
(ANOVA), e superficies de resposta, com limite de significancia de 5% (p<0,05). Os modelos
de regressdo de hidrolise da lactose explicaram adequadamente ao nivel de 95%, obtendo-se
uma variacao dos dados de R? = 0,8159, para a K. lactis e R? = 0,8895 para A. oryzae, levando
em consideracdo que os termos lineares (temperatura e concentracdo) e quadraticos
(temperatura) foram significativos nas duas enzimas. O maximo de hidrolise alcancado pelos
experimentos foi de 98,59% para K. lactis a 35°C e 94,14% para A. oryzae a 55°C, para ambas,
a concentracdo de 0,70%(v/v) e o tempo 195 minutos, foram os mesmo. Com essas variaveis,
gerou-se graficos de superficies de resposta, para analise das melhores condi¢des otimizadas
segundo o modelo experimental, sendo de 145 minutos para as duas, uma concentracdo de
0,49%(v/v) a 30,80°C para K. lactis (100%) e concentracdo de 0,51%(v/v) a 41,40°C para A.
oryzae (98,24%). Apesar dos altos valores de hidrdlise obtidos, apenas a K. lactis consegue
atender a RDC n°135/2017 para produtos zero lactose. Por conseguinte, o produto final
apresentou 0,07 g/100 ml, resultado abaixo do exigido. Entdo, levando em consideragéo que as
enzimas utilizadas foram adquiridas em comeércio local, o intuito é levar ao consumidor a
informacdo do custo-beneficio do produto utilizado no controle da intoleréncia a lactose que
nesse caso a K. lactis foi economicamente mais viavel.

Palavras-chave: Lactase, hidrolise, intolerancia a lactose, Delineamento Central Composto

Rotacional.



ABSTRATC

Lactose is the main sugar in milk, being divided into glucose and galactose by the action of the
enzyme lactase. Some people have deficiency of this enzyme in the body, therefore, causing
lactose intolerance. In this context, there is a need to produce zero lactose foods, due to the need
to optimize manufacturing processes, as well as the production of quality and safe food to the
consumer. In this work, the hydrolysis of lactose by the commercial enzymes [-galactosidase
of yeast origin Kluyveromyces lactis, and the filamentous fungus Aspergillus oryzae was
evaluated. In this scenario, a Rotational Composite Central Design (DCCR) was used to study
the hydrolysis of lactose, analyzed in 5 levels of variation to evaluate the effect of different
factors, and the concentration and time were the same for the two lactases, and the temperature
the central point where the highest activity of each enzyme occurs. For K. lactis, temperatures
of 9.8; 20; 35; 50; and 60.2°C and for A. oryzae 29.8; 40; 55; 70; and 80.2°C. After the tests
were carried out according to the design, the quantification of the lactose was performed by
High Efficiency Liquid Chromatography, with refractive index detector (HPLC-RID). The
results were evaluated by (ANOVA) and response surfaces, with significance limit of 5% (p
<0.05). The regression models of lactose hydrolysis adequately explained at the 95% level,
obtaining a variation of the data of R? = 0.8159, for K. lactis and R? = 0.8895 for A. oryzae,
taking into account that the linear (temperature and concentration) and quadratic (temperature)
terms were significant in both enzymes. The maximum hydrolysis reached by the experiments
was 98.59% for K. lactis at 35 ° C and 94.14% for A. oryzae at 55 ° C for both the concentration
0.70% (v/v) and the time 195 minutes, were the same. With these variables, response surface
graphs were generated to analyze the best optimized conditions according to the experimental
model, with 145 minutes for both, a concentration of 0.49% (v/v) at 30,80°C for K. lactis
(100%) and 0.51% (v/v) concentration at 41.40°C for A. oryzae (98.24%). Despite the high
hydrolysis values obtained, only K. lactis can meet RDC No. 135/2017 for zero lactose
products. Therefore, the final product had 0.07 g / 100 ml, a result below that required.
Therefore, taking into account that the enzymes used were purchased locally, the purpose is to
provide the consumer with the cost-benefit information of the product used to control lactose

intolerance, which in this case K. lactis was economically more viable.

Keywords: Lactase, hydrolysis, lactose intolerance, Rotational Compound Central Design.
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1 INTRODUCAO

O leite é apontado como um alimento rico, devido a diversidade dos componentes
nutricionais em sua composicdo. E uma mistura homogénea de &gua, proteinas, calcio,
carboidratos, gordura, vitaminas, entre outros, sendo estes considerados indispensaveis na dieta
humana (FERNANDES & MARICATO, 2010; RAMOS, 2016).

Dentre os carboidratos, o que se encontra em maior quantidade no leite, é a lactose, com
uma concentracio por volta de 5%. E um dissacarideo formado por dois monossacarideos, a
glicose e galactose, que sdo unidas por uma reacdo glicosidica (CASSOLI et al.,2010; BRITO
etal., 2015).

A separacdo da lactose em monossacarideos pode ser realizada por enzimas chamadas
lactases, sendo estas encontradas no intestino delgado. A lactase é encarregada por essa
hidrolise, para que a glicose e galactose sejam mais facilmente absorvidas pela mucosa
intestinal. Entretanto, muitas pessoas nao sintetizam a lactase no organismo, ocasionando assim
a intolerancia a lactose. (PERATI et al., 2016; MATTAR et al.,, 2010; RAMALHO &
GANECO, 2016).

Essa intolerancia se da pela incapacidade do organismo em digerir a lactose, isto devido
a reducdo total ou parcial da acdo da enzima lactase (BERNI, 2016). Cerca de 70% das pessoas
ao redor do mundo apontam algum grau de intolerancia a lactose, motivo esse relacionado
a genética, idade ou doenca (LULE et al., 2016; RAMALHO & GANECO, 2016).

Nesse contexto, ha a necessidade de se produzir alimentos “zero lactose”, para que as
pessoas intolerantes tenham uma alternativa de consumo de produtos derivados do leite e para
as industrias crescerem suas produg¢des com novos produtos. Essa necessidade aumenta a
importancia a efetivacdo de procedimentos analiticos competentes, e de baixo custo, para a
quantificacdo da lactose. Leva-se em consideracdo que essa hidrolise pode ser realizada de
diversas maneiras, tais como: fisica, quimica e enzimatica (PAIVA et al., 2018; RAMOS,
2016).

Visto que este mercado se amplia diariamente, a indUstria de alimentos visualiza entdo
a oportunidade de inovar, ampliar e aperfeicoar produtos de forma que atendam a necessidade
e a exigéncia tanto de consumidores com restricdo ao consumo de lactose como aos que visam
uma alimentacédo saudavel (MARINHO, 2014).

Frente a essas circunstancias, desenvolveu-se o presente trabalho com o propdsito de

colaborar com a seguranca alimentar e nutricional de intolerantes a lactose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar a eficiéncia e eficicia de duas enzimas com potencial para hidrolisar a lactose,
utilizando-se um planejamento estatistico do tipo Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), visando atender a RDC n° 135 de 08/02/2017.

2.2 Objetivos especificos
e Efetuar ensaios de hidrolise da lactase sob diferentes parametros.
e Acompanhar os resultados da hidrolise do leite integral UHT por meio da técnica
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).
e Submeter os resultados a analise pelo delineamento DCCR, visando a obtencao dos
Otimos da atividade enzimatica das referidas enzimas Aspergillus oryzae e

Kluyveromyces lactis para producao de produtos zero lactose.

e Efetuar o estudo econémico das condic¢des que atendem a RDC n°135/2017.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Composicéao do leite

A composicéo do leite pode sofrer alteracfes, mas uma referéncia padréo de leite € uma
combinacdo homogénea de 87,1% de agua, e demais substancias que se diversificam em 3,4%
de proteinas, 3,9 % de gordura, 4,9 % de carboidratos (actcares) e 0,7 % de sais minerais, além
de outras vitaminas (NOGUEIRA et al., 2018).

E um fluido branco-opaco, com poucas mudancas de cor, que sdo resultados da reflexéo
da luz nos glébulos de gordura, dos fosfatos insollveis e da caseina. Com um sabor
moderadamente doce, sendo consequéncia do equilibrio entre os diversos componentes, como
a lactose, que determina o sabor doce, 0 NaCl (salgado), a gordura e as proteinas (TONETTI,
2015).

Os componentes do leite sdo muito influenciados pela dieta e metabolismo do animal,
considerando que a sintese do leite nas glandulas mamarias exige fortemente do esforco
metabdlico. Os componentes desse fluido classificam-se em dois seguimentos, sendo que, 0s
primarios encontram-se a &gua, as proteinas, a gordura e a lactose, e 0s constituintes secundarios

entdo os minerais e as vitaminas (SILVA, 2015).

A agua é o composto mais abundante no leite, encontrando-se em forma de agua livre,
contribuindo como solvente, e como agua ligada, sendo adotado & substancias insollveis. De
acordo com o tipo de raca do gado, tempo de lactagdo e alimentacao, esses fatores levam a uma
variacdo do teor de 4gua no leite (BEHMER, 1999).

A gordura do leite é um conjunto de lipideos, constituida principalmente por
triglicerideos, na sua maioria (97 a 98%), 0s principais acidos graxos que contém na gordura
do leite sdo de cadeia curta, média ou longa podendo ser identificados no leite em diversas
quantidades. Esse € 0 componente energético fundamental, sendo responsavel por boa parte das
caracteristicas sensoriais do leite (PELIZZA, 2015).

A gordura contida no leite auxilia no transporte de vitaminas lipossollveis, colesterol e
outras substancias sollveis em gordura, como os carotenoides (provitamina A). O teor de
gordura no leite varia geralmente entre 3,5 e 5,3%, em razéo de diferencas entre racas, estagio
da lactacdo e de acordo com a alimentagéo dos animais (BARBOSA, 2017).
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Dentre os sélidos presentes no leite, as proteinas correspondem em torno de 3% e 4%
dos constituintes desse fluido. Essa porcentagem de proteina varia de acordo com a raca,
alimentacéo, clima e satde do animal entre outros, sendo que estes fatores sdo proporcionais a
quantidade de gordura encontrada no leite, significando que quanto maior a quantidade do teor
gordura, maior sera o teor de proteinas (BRITO et al., 2015; BARBOSA, 2017).

As proteinas mais importantes do leite sdo as caseinas e as proteinas do soro, ou
soroproteinas. As caseinas correspondem a cerca de 80% das proteinas totais e dividem-se em
varias fracdes alfasl-caseina, alfas2-caseina, beta-caseina, kapa-caseina e proteinas do soro,
beta-lactoglobulina e alfa-lactoalbumina. Sendo assim, as proteinas do soro equivalem a 20%
fechando assim, o total de proteinas do leite (SANTOS e FONSECA , 2007; BRITO etal., 2013;
BELOTI et al., 2015).

O leite € uma 6tima fonte dos principais sais minerais necessarios para a evolucao dos
jovens e representam 0,6 a 0,8 %. O calcio e o fosforo presentes no leite apresentam uma grande
disponibilidade. A vista disso, o leite é a principal fonte de célcio para o crescimento dos 0ssos
dos adolescentes e para a manutencdo da completude dos esqueletos dos adultos. Do mesmo
modo, é importante fonte de vitaminas, parte dessas, se unem com a gordura sendo, vitaminas
A, D, EeK, e parte fica na fase aquosa. Nesse alimento, sdo encontradas mais de dez vitaminas
diferentes entre si, que fazem parte do complexo B, apesar disso, a vitamina B2 ndo esta
disponivel, e as outras estdo presentes, mas, em pequenas porc¢des. Assim como, também é, uma
fonte de vitamina C (acido ascorbico), entretanto essa vitamina na presenca do calor € eliminada
(BRITO et al., 2015; KLOBITZ, 2014; GRANATO E NUNES, 2016).

32 Lactose

Os carboidratos fundamentais encontrados no leite sdo a lactose, a glicose e a galactose.
Dentre estes, 0 que se encontra em maior quantidade € a lactose, sendo sintetizada pelas
glandulas mamarias, vindo a ser o carboidrato de fonte de energia principal para os bebés
(CASSOLI etal., 2010; BRITO et al., 2015). A lactose no leite tem uma concentra¢do em torno
de 5% (4,7 a 5,2%), € um dos componentes que menos se submete a alteragdes, sendo 0 mais
estavel (BRITO et al., 2015).

A lactose é definida como principal carboidrato do leite, tendo uma concentracdo
variando de 0 a 10% em massa de acucar, sendo que a menor concentracdo de lactose
encontrada nesse alimento é no leite bovino, com uma variacdo de 4,4 a 5,2 % em massa,

estando diretamente ligada com a dieta do animal, tempo de lactacéo, raga, tais como: Jersey
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(5,1) e Zebu (5,1%) com maiores concentracdes, holandés (4,6%) e Ayrsshire (4,7%) com
teores mais baixos de lactose (SGARBIERI, 2012; TONETTI, 2015; MORZELLE, 2016).

E um dissacarideo higroscopico com o gosto adocicado (INDUSTRIA DE
LATICINIOS, (2018). Mas, de acordo com Gavilanes (2014) a sacarose € cinco vezes mais doce
que a lactose e, ao ser associado com 0s sais existentes no leite sdo causadores pelo sabor
exclusivo do leite. Com os dados do Ministério da Sadde (BRASIL, 2009), o ser humano pode
conter em seu leite, até 6,5 % de lactose na sua constitui¢do, enquanto os da vaca contem por
volta de 4,8 %. Os recém-nascidos na maioria sdo capazes de consumir 60 a 70 g desse
dissacarideo por dia, o que corresponde mil ml de leite materno. Porem, com o passar do tempo,
essa efetividade de absorver esse composto pode ser pouca pela menor geracao de enzimas que
hidrolisam este carboidrato, podendo desenvolver-se intolerancia (INDUSTRIA DE
LATICINIOS, 2018).

A “quebra” desses dissacarideos que se transformam em monossacarideos ¢ realizada
por enzimas especificas detectadas no tubo digestivo e sdo ativas para absorcdo depois da
hidrolise (VANDENPLAS, 2015). Esse carboidrato é hidrolisado pela enzima habitualmente
chamada lactase, ou quimicamente falando a B-galactosidase. A lactase é encarregada pela
hidrélise da lactose em dois agucares pequenos, tais como: glicose e galactose, que serdo
eliminadas pela mucosa intestinal, entretanto, varias pessoas apresentam deficiéncia ou
auséncia da enzima lactase no organismo, ocasionando o que conhecemos como “intolerancia

a lactose” (PERATI et al., 2016; MATTAR et al., 2010; LULE et al., 2016).

A lactose pode sofrer reacdes de Maillard, proveniente de escurecimento ndo enzimatico
mediante aquecimento, essa reacao € frequente em proteinas e actcares redutores em alimentos
(SGARBIERI, 2012). Em termos quimicos, a lactose é um dissacarideo composto por uma
molécula B-D-glicose e uma de B-D-galactose unidas por uma ligacdo glicosidica - 1,4
(SILVA, 2015). A figura (1) mostra a reacdo de formagao da lactose a partir da ligagéo entre os

monossacarideos:
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Figura 1 — Reacéo de formacéo da Lactose
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Fonte: SILVA, 2015.

A Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 135, de 08/02 de 2017 (ANVISA, 2017)
publicada no DOU n° 29, de 9 de fevereiro de 2017, altera a Portaria SVS/MS n° 29,a de
13/01/1998, regulamentando que a partir de 2019 os produtos, para regime com restricdo de
lactose sdo classificados como: produtos zero lactose e baixo teor de lactose. Os alimentos
considerados “isentos de lactose” contém quantidade de lactose igual ou menor a 0,1 g para
cada 100g ou 0,1 g para cada 100 ml do produto para 0 consumo, engquanto que os produtos
considerados “baixo teor de lactose” contém quantidade de lactose maior que 0,1 g para cada
100g ou 100 ml e igual ou menor do que 1g para cada 100g ou 100 ml do alimento final. A
RDC 135/2017 estabelece em conjunto que alimentos com essa restricdo, que respeitam a
classificacdo de “isentos de lactose”, devem conter na embalagem, proxima a denominagao do
alimento, a seguinte frase: “isento de lactose”, “zero lactose”, “0% lactose”, “sem lactose” ou
“ndo contém lactose”. Da mesma maneira que os alimentos que respeitam a classificacao de
“baixo teor de lactose” devem conter a escrita “baixo teor de lactose” ou “baixo em lactose”
préxima a denominacdo de venda (FREITAS et al., 2017). Esse grau maximo de 0,1% de
lactose é consideravelmente seguro para essas pessoas, e sendo baseado na experiéncia de
paises da Europa (ANVISA, 2017). Nesse caso, a reducdo do nivel de lactose nos produtos
deslactosados cresce ainda mais a importancia na aplicacdo de métodos analiticos eficientes e

de baixo custo para a quantificacéo da lactose (PAIVA et al., 2018).

33  Intolerancia a lactose

A intoleréncia a lactose € uma expressdo frequentemente utilizada para descrever a
incapacidade do organismo de digerir por toda a lactose. Ocasionado pelos baixos niveis e/ou
até mesmo a inexisténcia da enzima B-galactosidade na mucosa intestinal (FISCHER, 2010).

Nos ultimos anos, a lactase ganhou destaque entre os componentes do leite. Muitas

criancas e adultos apresentam intolerancia ou alergia a lactose e a inddstria corre atrés de
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solucgdes que possibilitem o consumo de leite sem o ingrediente causador desses sintomas
(INDUSTRIA DE LATICINIOS, 2018).

Neila Richards, professora do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, da
UFSM, do Rio Grande do Sul, esclarece que a lactose é um carboidrato mais comum encontrado
no leite, formada pela galactose e a glucose. Quando o intestino delgado ndo digere
devidamente a lactose, passa para o intestino grosso onde é fermentada pela microbiota do
c6lon. E uma doenga comum em que o organismo tem dificuldades de digerir a lactose, sendo
a principal causa as baixas concentracfes de beta-galoctosidase na parede da mucosa do
intestino delgado. Esse processo leva a producdo de acidos graxos de cadeia curta, além de
gases como Ha, CO,, e metano, provocando sintomas que incluem dor abdominal, cdlica,
diarreia e nauseas (INDUSTRIA DE LATICINIOS, 2018).

Cerca de 70% das pessoas do mundo apontam algum grau de intolerancia ou irregular
digestdo a lactose. Em média, a comunidade caucasoide mostra o nivel baixo de intolerancia a
lactose, e tratando-se dos povos negros apontam 50% e para outro lado, 0s asiaticos apontam
cerca de 100% da sua comunidade (LOMER et al., 2008; LULE et al., 2016).

E de suma importancia & compreens&o em relacio a distingao existente entre trés reagdes
organicas diretamente ligadas a lactose: sensibilidade, alergia, e intolerancia, que normalmente
sdo confundidas. A sensibilidade ¢ um retorno incomum do organismo e seus efeitos sdo
parecidos com os da alergia. A alergia ¢ a reacdo do organismo ligada a uma resposta
imunoldgica, ou seja, algum elemento alimentar comumente conhecidos como as proteinas do
leite, causando sintomas como, edema, coceiras e vomitos. Por outro lado, a intolerancia a
lactose esta relacionado a digestéo, absorcdo e o metabolismo de algum componente alimentar,
nesse caso € relacionado com a ndo absorcdo da lactose, sendo que esta ligada a ndo produgéo
da lactase (B-D-galactosidase) ou a diminui¢do da mesma no organismo (SOARES et al., 2016).
De outro modo, na intolerancia a lactose, a enzima encarregada por essa hidrolise apresenta
uma reducéo parcial ou total de sua atuagdo. Por esse motivo, este estado clinico tem sido cada
vez mais constante na populacdo mundial, ocasionando sintomas que podem estar dentre um
pequeno mal-estar até um choque anafilatico. Nesse ambito, a aceitacdo do leite e de seus
derivados por pessoas que encontram se com essa deficiéncia enzimatica pode variar de acordo
com o nivel de sua intolerancia (BRANNON et al., 2010; BERNI, 2016).

Em vista disso, a intolerancia a lactose pode ocorrer de trés modos, sendo eles:
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deficiéncias ontogenética, secundaria e congénita da enzima (TORRES et al, 2016). A
deficiéncia ontogenética ou hipolactasia priméria adulta é normalmente a mais encontrada na
populacdo. A sua principal caracteristica observada é a reducdo da acdo enzimatica despois do
desmame, manifestando-se por cerca dos 2 aos 15 anos. Essa diminui¢do na producéo de enzima
frequentemente estd correlacionada a fatores como a quantidade de lactose ingerida, idade,
genética, taxa de digestéo, etnia e cultura, condi¢Bes que estdo geneticamente determinadas e
permanentes, sendo que qualquer adulto sem idade especifica esta sujeito a adquiri-la.
(TORRES et al, 2016; SOARES et al., 2016; BRANCO et al., 2017).

A deficiéncia secundéaria ou adquirida pode ser temporaria, provocada pela morte das
células intestinais. Normalmente ocorre quando se tem diarreia, ou outras doencas como:
doenca celiaca, doenga de Chron, gastroenterites, etc. Essas etiologias ocasionam lesdo na
mucosa do intestino delgado, que destroem essas células. Apds o tratamento da doenca ou da
diarreia persistente, a mucosa intestinal se recompde e volta a produzir a lactase normalmente.
A diferenca da hipolactasia secundaria é que pode ser reversivel (TORRES et al., 2016;
RAMOS, 2016; SOARES et al., 2016; BRANCO et al., 2017).

Em contrapartida, a deficiéncia congénita é permanente, hereditaria. Ela é identificada
por uma imperfeicdo genética rara, na qual se manifesta em recém-nascidos, principalmente em
prematuros, logo depois da primeira ou segunda ingestdo de leite, ocasionando a incapacidade
da crianca de produzir a enzima. Isso exige a exclusdo por completo desse carboidrato dadieta
da crianga, garantindo-se assim uma vida normal (BRANCO et al., 2017; SILVA, 2015).

Caso a lactose néo for digerida, ou seja, hidrolisada pela enzima lactase, separando em
seus compostos menores, que séo a glicose e galactose, ela vai permanecer inteira no intestino
ndo sendo absorvida (figura 2). Isso pode ocasionar uma drenagem de agua para o tubo
intestinal, resultando em diarreia. Ao mesmo tempo, acontece a fermentacdo bacteriana por
bacterias da flora intestinal, produzindo gases e acidos, fazendo com que gere efeitos colaterais
como dor, inchagos e flatuléncia (FIGUEIREDO, 2014).



20

Figura 2 - Hidrdlise enzimatica da lactose no intestino delgado
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Fonte: FIGUEIREDO, 2014.

Os sintomas desse disturbio podem ser facilmente eliminados, pela retirada parcial ou
completa desse carboidrato do consumo de individuos intolerantes, ou seja, eliminagdo da
digestdo do leite e de produtos provindos do mesmo, levando-se em consideracdo o grau de
intolerancia (SILVA, 2015; FIGUEIREDO, 2014).

34  Lactase

De acordo com Gavilanes (2014), os dissacarideos e polissacarideos necessitam ser
hidrolisados a monossacarideos com a finalidade de uma féacil absor¢do na parede intestinal,
destarte, sdo encaminhados até a corrente sanguinea, para realizar sua atuaco metabdlica. A
vista disso, a enzima responsavel por essa hidrolise enzimatica da lactose ¢ a lactase (j3-
galactosidase), uma enzima que provoca a “quebra” dessa ligacdo quimica, fazendo-se um
dissacarideo em duas moléculas menores de acordo com a figura 3 (BRANNON et al., 2010;
MATTAR et al., 2010; LULE et al., 2016; BALIEIRO, 2014).
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Figura 3 - Representacdo da hidrolise da lactose catalisada pela B-galactosidase
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A lactose hidrolisada tem um leque de aplica¢6es nas industrias de alimentos, para uma
revolucdo de novos produtos, com a eliminacdo parcial ou total da lactose, direcionada a
pessoas intolerantes. Essa enzima € classificada de suma importancia nas industrias no
processamento de alimentos (HARJU et al., 2012). Além da vantagem de produzir um novo
alimento, também leva a inclusdo dessa parcela de intolerantes a usufruir de um produto
digerivel, aproveitando assim, 0s outros nutrientes presentes nesses alimentos, principalmente
no leite, como a proteina, o célcio, e vitaminas, evitando dessa forma, o desconforto, pela ndo
digestdo da lactose (FISCHER, 2010; GODOQY, 2016).

Na industria, as lactases mais aplicadas sdo obtidas a partir de fungos filamentosos,
leveduras ou bolores. Essa enzima tem varias origens, tais como: plantas, érgdos animais e
microrganismos. No ramo industrial os microrganismos sdo 0s mais utilizados, pois tendem a
alta produtividade e rendimento de cultivo. Além do que, eles ndo produzem produtos
considerados toxicos para o ser humano (TREVISAN, 2008; OLIVEIRA etal., 2011; GODOY,
2016).

A reducdo do nivel de lactose pode ser obtida por meio de alguns processos fisicos
usando procedimentos de separacdo por membranas, tais como: microfiltracdo, ultrafiltracao,
nano filtracdo e osmose inversa; processos quimicos com a hidrolise &cida e 0s processos
enzimaticos. O procedimento quimico utiliza acidos fortes como o cloridrico e o sulfrico,
juntamente com temperaturas entre 90 e 150°C por um tempo bem curto, tornando inviavel sua
aplicacdo na industria de alimentos, por suas extremas condicBes, que por sua vez podem
ocasionar alteragdes fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais nos alimentos (SILVA, 2015).

Em concordancia com Ramos (2016), a extracdo fisica da lactose gera alteracdes no
gosto e em perdas de minerais, vitaminas e no valor energético do leite e seus derivados. Para
esse alimento entdo, a catalise enzimatica € 0 mecanismo mais vantajoso para redugdo de
lactose. Nesse método, emprega-se a enzima B-D-galactosidase na forma livre ou imobilizada

onde sdo encontradas em diversas fontes. Exemplos de fontes microbianas de 3-D-
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galactosidase, bactérias: Arthrobacter, Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium,
Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Propionibacterium, Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Streptococcus,
Sulfolobus, Thermoanaerobacter, Thermus, Vibrio, Xanthomonas. Leveduras: Bullera,
Candida, Saccharomyces, Kluyveromyces. Fungos (filamentoso): Alternaria, Aspergillus,
Auerobasidium, Beauveria, Curvularia, Fusarium, Mucur, Neurospora, Paecilomyces,
Penicillum, Rhizobium, Sacharopolyspora, Scopulariopsis, Streptomyces, Trichoderma
(GODOY, 2016; FISHER, 2010).

Encontram-se diversas fontes microbianas dessa enzima chamada lactase para o uso no
ramo alimenticio, reconhecida como Generally Recognized as Safe (GRAS) (INDUSTRIA DE
LATICINIOS, 2018). As lactases tdo somente, podem ser usufruidas na elaboracdo de
alimentos, como assistente de tecnologia, quando reconhecida nas listas positivas determinadas
nos regulamentos da Resolucdo n°® 205/2006 e integrada com a resolucdo RDC n° 26/2009
(PEREIRA et al., 2012).

Alguns critérios sdo essenciais para a sua utilizacdo em processamento industriais,
dentre estes entdo: o intervalo do pH 6timo para a atividade enzimaética, a estabilidade térmica
e a eficiéncia real ao ser submetida a temperaturas baixas. Com o crescimento biotecnologico,
tém sido disponibilizadas enzimas com a capacidade de agir em meios e em diversas
caracteristicas, possibilitando seu uso em alimentos em diferentes faixas pHs, de modo eficaz
e seguro. De modo geral, as galactosidases de origem fungicas trabalham com pHs por volta de
2,5 e 5,4, ao passo que as galactosidase bacterianas ou leveduras agem mais na neutralidade,
em pHs entre 6,0 e 7,0. A maior parte dessas lactases, utilizadas em processos industriais, sao
originadas de Kluyveromyces sp. e Aspergillus sp. (INDUSTRIA DE LATICINIOS, 2018;
GODOY, 2016).

Figura 4 - Estrutura bidimensional da B-D-galactosidase do fungo Aspergillus oryzae

Fonte: PERISSINATO, 2016
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35 Meétodos para hidrdlise da lactose

Nesse ambito, a reducdo de lactose em produtos deslactosados aumenta mais ainda a
importancia na efetivacdo de procedimentos analiticos competentes, e de baixo custo para a
quantificacdo da lactose (PAIVA et al., 2018).

O uso de equipamentos e técnicas sensiveis é necessario, sendo estes capazes de definir
as quantidades desses carboidratos com rapidez, em leite e seus derivados lacteos (VASKOVA,
BUCKOVA, 2016). Torres et al (2016), definiram que a identificacdo e quantificacdo da
hidrolise pode ser realizada por métodos cromatograficos, enzimaticos, por cloramina T e por
crioscopia (PROZYN, 2010).

O indice crioscopico € bastante aplicado para prever a por¢ao da “quebra” da lactose
(CZARNOBAY et al., 2017). Para identificar pequenas taxas de lactose com grade precisao,
indica se utilizar a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia de troca
anidnica de alto desempenho com deteccdo amperométrica pulsada (TRANI et al., 2017
PERATI et al., 2016; SCHEPPINGEN-VAN et al., 2017).

351 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Em tese, € um processo de separacdo fisico-quimico, baseado na migracéo prolongada
da amostra a ser avaliada em uma fase estacionaria por meio de uma fase mével (SKOOG et
al., 2006). A cromatografia liquida € uma maneira rapida e bastante eficiente para a separacao
de componentes. Esse método ocorre por dentro de colunas fechadas, onde a parte liquida se
move, eluindo por uma fase estacionaria (FIGUEIREDO, 2012).

As conclusdes das analises sdo alcangadas rapidamente, por conta da alta pressdo interna
do sistema (FIGUEIREDO, 2012). Uma bomba garante uma vazao constante, isso fazendo com
que a separacdo desses componentes e o caminho dos solventes sejam rapidos. Podem ser
utilizados detectores de tipos variados, normalmente utilizando detectores ultravioleta, de
polarimetria, indice de refracdo, de fluorescéncia, e eletroquimicos (DEGANI et al., 1998).

A cromatografia € extensamente usada em varias areas, e em produtos lacteos, é o
método mais recomendado na deteccdo do grau de lactose (MONTI et al., 2017). Dispde de
muitas vantagens na sua aplicabilidade, comparado a outros procedimentos, devido a sua
capacidade de detectar carboidratos de modo concreto (PAIVA, et al., 2018). Dentre algumas
desvantagens da CLAE, estdo a utilizacdo de reagentes de alto valor econémico e de boa
qualidade (GAMBELLI, 2017), como também de equipamentos tecnologicamente
automatizados e modernos (FIGUEIREDO, 2012), mas que além de possuirem um valor alto,

exigem uma permanente assisténcia e operacdes especializadas (PAIVA, et al., 2018).
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352 Conjuntos enzimaticos

Esses kits sdo fundamentados nessa transformacao enzimatica da lactose nas suas duas
moléculas menores: galactose e glicose. Essa técnica é completamente pertinente para
alimentos com a lactose com nivel baixo. Caso a amostra apresente uma alta quantidade de
galactose e glicose e baixo nivel de lactose, € essencial o uso de procedimentos corretivos que
estabelecam o real nivel de lactose, isso podendo incidir num aumento de erros analiticos
(TRANI et al., 2017).

353 indice crioscopico

A analise por esse método € um processo rapido, e por conta disso é bastante usado em
industrias de laticinios para constatar a quantidade da hidrolise da lactose (PROZYN, 2010).
Sendo um modo indireto de quantificar a lactose, esse meio permite somente analisar a
intensidade da reacdo de hidrdlise, isso por meio do monitoramento do ponto de congelamento
do leite (TONETTI, 2015). Esse indice esta diretamente relacionado ao nivel de solidos soltveis
encontrados na solucdo, definido principalmente pela concentragdo em solucdo de lactose e
cloretos (TRONCO, 1997; PAIVA, et al., 2018). A hidrdlise da lactose provoca um aumento
na quantidade de agUcares redutores no leite, elevando a concentracdo dos componentes
sollveis, levando a reducédo do indice crioscépico (TREVISAN, 2008). Para verificar o nivel de

hidrolise de acordo com Moreira et al. (2009), utiliza-se a equacéo 1:

G H* = (350,877 x Crioscopia final) — (Crioscopia Inicial / 0,00285) (Eq. 1)
*Grau de Hidrdlise.

36 Produtos lacteos sem lactose

Diante desse cenario, ha a necessidade de se produzir alimentos zero lactose, para que
os consumidores intolerantes tenham uma alternativa e as indudstrias pudessem crescer sua
producéo e lucratividade (RAMALHO & GANECO, 2016).

A quantidade de pessoas com essa deficiéncia de lactase s6 aumenta, gerando um
alargamento no mercado produtos deslactosados (PERATI et al., 2016). Na atualidade,
consegue-se encontrar nos mercados diversas marcas e tipos de produtos lacteos deslactosados
(SHRESTHA et al., 2007; TORRES et al., 2017).

Esses produtos com a lactose reduzida também ajudam a diminuir problemas de
cristalizagdo em alguns produtos, tendo como exemplo certos alimentos congelados, o doce de
leite e o leite condensado. Neila detalha que “na hidrélise da lactose hd um crescimento no teor
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de sélidos e no dulcor do leite, portanto, produtos lacteos com acréscimo de agUcar, tanto na
férmula s6lida como na forma liquida, podem ter seu contetdo reduzido sem perder qualidade
e rendimento” (INDUSTRIA DE LATICINIOS, 2018).

Dentre os produtos, tém-se os fermentados, o doce de leite, 0s queijos e os leites com
baixa concentracdo de lactose. Estes alimentos possibilitam que as pessoas com intolerancia
tenham a ingestdo correta de nutrientes, diminuindo os riscos a saide (NATIONAL DAIRY
COUNCIL; 2010).

Entre os alimentos fermentados, o iogurte se destaca apresentando a melhor tolerancia.
Isso é atribuido a alta atividade enzimética presente nos microrganismos utilizados na producgéo
desse alimento, comparados com outros microrganismos secretores de &cido latico. No
processamento de iogurte para intolerantes, usando a lactase, observa-se baixa acidez e uma
percepcao grande de sabor doce, resultando no produto final caracteristica de flavor bem suave
(LONGO, 2006; RAMALHO & GANECO, 2016).

Outros produtos sdo os queijos duros, sendo 0s mais sugeridos para 0 consumo de
intolerantes, sendo que no seu processamento, boa parte da lactose fica contida no soro,
concentram-se os sélidos, e parte da lactose que ficard presente na massa foi transformada em
acido latico (NATIONAL DAIRY COUNCIL, 2006; PEREIRA et al., 2012). O doce de leite
com lactose hidrolisada é mais um produto lacteo encontrado no mercado (LONGO, 2006;
RAMALHO & GANECO, 2016). Juntamente com esses outros, alternativas presentes nos
mercados sdo os leites, alguns com redugdo quase 100% de lactose, sdo conhecidos como
alimentos de alta digestibilidade. Essa boa digestéo faz se devido a hidrolise da lactose, sem
diminuir a qualidade nutricional do leite (HOSHINO et al., 2009).

3.7 Delineamento experimental

Uma alternativa de maior eficiéncia para avaliacdo de sistemas com microrganismos €
a utilizacdo de métodos estatisticos, usando-se uma quantidade menor de grandezas e
explorando-se espaco experimental por um todo (KIMURA, 2014). O Delineamento de
Experimentos (DOE) consiste em ensaios feitos de modo planejado, onde os tratamentos séo
alterados para avaliar sua influéncia na variavel resposta. Com isso, foi criada a técnica que
utiliza os delineamentos compostos, que proporciona a analise dos resultados de cadavariavel,
uma a uma, e de suas interagdes em certa resposta (RODRIGUES e IEMMA, 2009; KIMURA,
2014).
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Esses delineamentos compostos foram criados, inicialmente, por Box e Wilson (1951)
para estudo com finalidades polinomiais para uma resposta na inddstria, com um erro
experimental baixo, e com situacdes de facil controle no experimento (RAMOS, 2005;
MOURA, 2008).

Dentre os delineamentos, o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é
classificado um delineamento muito bom, no qual sdo necessarios poucos ensaios para sua
execucdo. Ele trabalha com condicdes consideraveis, em buscar-se o ponto onde se tem a
resposta melhor, consistindo em menor nimero de tratamentos, comparando-se aos numeros de
fatoriais completos, e de forma que possa ser feito em sequéncia, de modo a ser direcionado
rumo & otimizacdo do sistema, ou seja, por meio da realizacdo de parte do experimento pela
técnica do seguimento ascendente 6timo (steepest ascent) (MOURA, 2008).

Isso permite chegar a area que consiste no 6timo e, assim, comparar uma sé parte do
delineamento, entre 0s pontos axiais, com o intuito de analisar a parte curvilinea que existe, de
modo a chegar a conclusdo 6tima, maximizando as respostas do sistema. No entanto, este tipo
de delineamento, consiste a um planejamento fatorial com 2 ensaios fatorais (k= nimero de
fatores) + 2k ensaios nos pontos axiais + um namero arbitrario de repeti¢cbes no ponto central
(RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS
Todos os experimentos foram realizados no laboratorio de pesquisa em quimica
ambiental e de biocombustiveis (LAPEQ) da Universidade Federal do Tocantins (UFT).

41 Materiais

Para a execugdo dos experimentos, utilizou-se leite UHT integral adquirido em
comércio local de Palmas — TO. A lactase derivada de Aspergillus oryzae (AO) foi a Deslac, da
empresa Maxinutri Laboratorio Nutracéutico, de lote L0103 e a lactase derivada de
Kluyveromyces lactis (KL) foi a Latolise da empresa Hipermarcas S/A, lote L180397A. As duas
disponiveis na forma de solucdo e adquiridas no comercio local da cidade de Palmas - TO. O
armazenamento foi de acordo com a recomendacdo dos fabricantes, ou seja, preservar em

temperatura ambiente (15 a 30°C), proteger da luz e manter em local seco.

4.2 Meétodos
421 Delineamento experimental do processo de hidrolise enzimatica

Para o estudo da hidrdlise da lactose foi empregado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), utilizando o software Protimiza Experimental Design. Para investigar o
efeito de trés varidveis independentes, temperatura 6tima (x1), tempo (X2) e concentracdo da
enzima (x3), foram analisadas em cinco niveis de variacdo conforme tabela 1 e 2, e a Unica
variavel dependente (resposta) a ser analisada foi o percentual de hidrdlise final. Sendo que a
escolha das temperaturas partiu-se pelo ponto central, em uma temperatura onde ocorre a maior
atividade enzimatica de cada lactase com seu ponto 6timo de incubacdo de acordo com HARJU
etal. (2012).

Tabela 1 - Varidveis independentes e niveis de variacdo da lactase Kluyveromyces lactis

Variaveis Niveis
-0, -1 0 +1 +a
x1= Temperatura de reacéo (°C) 9,80 20,00  *35,00 50,00 60,20
X2 = Tempo de reacédo (min) 0,00 30.00 195,00 360,00 472,50
x3= Concentragéo da enzima (%0) 0,10 0,20 0,40 0,60 0,70

*HARJU et al. (2012)
Fonte: Elaborada pelo autor.



Tabela 2 - Variaveis independentes e niveis de variacdo da lactase Aspergillus oryzae

Variaveis Niveis
-al -1 0 +1 +a
x1= Temperatura de reacao (°C) 29,90 40,00 *55,00 70,00 80,10
x2= Tempo de reagdo (min) 0,00 30,00 195,00 360,00 472,50
x3= Concentracdo da enzima (%) 0,10 0,20 0,40 0,60 0,70

*HARJU et al. (2012)
Fonte: Elaborada pelo autor.
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O delineamento foi composto por 17 ensaios, para cada enzima, sendo 0ito nos pontos

apresentados na Tabela 3 e 4.

Tabela 3 - Matriz do planejamento 23 (DCCR) para acdo da lactase Kluyveromyces lactis

Variaveis Independentes
Codificadas Reais
Ensaio <1 %o %3 Temperatura Tempo Concentracéo

(°C) (min) (%)
1L -1 -1 -1 20,00 30,00 0,20
2L 1 -1 -1 50,00 30,00 0,20
3L -1 1 -1 20,00 360,00 0,20
4L 1 1 -1 50,00 360,00 0,20
5L -1 -1 1 20,00 30,00 0,60
6L 1 -1 1 50,00 30,00 0,60
7L -1 1 1 20,00 360,00 0,60
8L 1 1 1 50,00 360,00 0,60
oL -1,68 0 0 9,80 195,00 0,40
10L 1,68 0 0 60,20 195,00 0,40
11 0 -1,68 0 35,00 0,00 0,40
121 0 1,68 0 35,00 472,50 0,40
13L 0 0 -1,68 35,00 195,00 0,10
14L 0 0 1,68 35,00 195,00 0,70
15L 0 0 0 35,00 195,00 0,40
16L 0 0 0 35,00 195,00 0,40
17L 0 0 0 35,00 195,00 0,40

*L = Ensaio com a lactase derivada da Kluyveromyces lactis
Fonte: Elaborada pelo autor.

fatoriais (-1, +1), com trés repeti¢des no ponto central (0, 0) e seis pontos axiais (—1,68, +1,68),
inteiramente aleatorizados. Os ensaios foram codificados sendo uma sequéncia de numeros
seguidas com a letra “L” ou “0”, indicado que L = Kluyveromyces lactis e o = Aspergillus

oryzae. Os niveis reais e codificados das variaveis estudadas na matriz do planejamento estdo



29

Tabela 4 - Matriz do planejamento 23 (DCCR) para agédo da lactase Aspergillus oryzae

Variaveis Independentes
Codificadas Reais
Ensaio X1 X2 X3 Temperatura (°C) Ten.1po Concentragao

(min) (%)
1o -1 -1 -1 40,00 30,00 0,20
20 1 -1 -1 70,00 30,00 0,20
30 -1 1 -1 40,00 360,00 0,20
40 1 1 -1 70,00 360,00 0,20
50 -1 -1 1 40,00 30,00 0,60
60 1 -1 1 70,00 30,00 0,60
70 -1 1 1 40,00 360,00 0,60
80 1 1 1 70,00 360,00 0,60
90 -1,68 0 0 29,80 195,00 0,40
100 1,68 0 0 80,20 195,00 0,40
110 0 -1,68 0 55,00 0,00 0,40
120 0 1,68 0 55,00 472,50 0,40
130 0 0 -1,68 55,00 195,00 0,10
140 0 0 1,68 55,00 195,00 0,70
150 0 0 0 55,00 195,00 0,40
160 0 0 0 55,00 195,00 0,40
170 0 0 0 55,00 195,00 0,40

*0 = Ensaio com a lactase derivada do Aspergillus oryzae
Fonte: Elaborada pelo autor.

422 Hidrélise da lactose

A hidrdlise da lactose foi realizada adicionando-se concentra¢Ges de 0,10; 0,20; 0,40;
0,60; e 0,70 % das enzimas (-galactosidase (Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis) em
aliquotas de leite UHT integral. A escolha das temperaturas partiu-se pelo ponto 6timo de
incubacéo de acordo com HARJU etal. (2012). Para Aspergillus oryzae utilizou-se temperaturas
29,8; 40; 55; 70; e 80,2°C, e a Kluyveromyces lactis temperaturas de 9,8; 20; 35; 50; e 60,2°C.

Os ensaios foram conduzidos em frascos estéreis (erlenmeyers), que foram dispostos
em incubadora rotatéria shaker, com agitacéo fixa, de 150 rpm. Os frascos continham 100 ml de
leite integral UHT, aos quais foram adicionadas as enzimas lactase em proporc¢des diferentes.
As concentragOes, tempo, e temperatura, foram definidos e executados conforme o

planejamento experimental.
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423 Amostragem

Ao final de cada tratamento conforme o tempo definido no planejamento estatistico, as
amostras foram imersas em banho com gelo por cinco minutos, para inativacdo da atividade
enzimética. Foram retiradas aliquotas de 10 ml, filtradas em filtro de seringa de membrana
PTFE hidrofilico com diametro de 0,22um. Posteriormente, colocadas em vials e submetidas a

analise cromatografica.

424 Quantificacdo do teor de lactose

A quantificacdo da lactose e o acompanhamento das reacdes de hidrolise foram
realizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE, em equipamento marca Agilent,
modelo 1260 infinity I1l. A metodologia utilizada para a quantificacdo da lactose foi realizada
de acordo com Naegele (2016), sendo que, o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificagdo

(LQ) foi determinada pelo autor. As condi¢cdes do método estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5 - Condigdes cromatogréaficas na determinacdo da lactose

Fase movel Agua milli-Q (eluigdo isocratica)
Fluxo (vazéo da fase movel) 0, 2mL.min"!

Tempo total de corrida 10 minutos
Temperatura de Forno 80°C

Tempo de retencdo 7,4 minutos

Volume de inje¢éo 10 puL

Coluna Cromatografica Agilent Hi-Plex Ca USP L19 (250 x 4.0 mm)
Pré - Coluna Hi-Plex Ca (5x3mm)
Detector indice de Refracdo (IR)
Temperatura do detector 40 °C

Limite de deteccéo 0,03pg.ml*?

Limite de quantificacéo 0,10pg.ml*?

Fonte: Adaptado de NAEGELE, 2016.

A lactose foi identificada pela comparagdo do tempo de retencdo das amostras, que foi
aproximadamente 7,4 minutos, com o tempo de retencao do padréo de 7,437 minutos. Construiu-
se uma curva analitica de calibracdo com diferentes concentra¢fes do padréo (0,0001, 0,0002,
0,001, 0,005, 0,010, 0,050, 0,10 0,15 g.ml%). Para construcéo da equacéo da reta, utilizou-se os
valores das concentracdes obtidas versus as areas dos picos fornecidos pelo Cromatografo. A
hidrolise da lactose (%) foi calculada de acordo com Bell et al. (2016), como descrito na

equacéo 2:
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Lactose inicial da amostra—Lactose residual da amostra
— )X100 (Eq. 2)
Lactose inicial da amostra

Hidrolise da lactose (%)= (

425 Andlise dos dados
Para analisar estatisticamente o comportamento da lactase nas diferentes temperaturas,

tempos e concentracfes dadas pelo delineamento experimental e fazer analise grafica dos

resultados, utilizou-se o software Protimiza Experimental Design.
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A Tabela 6 expressa os dados referentes a curva de calibracdo para o padrdo de lactose,

por meio dos quais foi gerada uma equacao representada na figura 5. Utilizou-se essa equacao

para quantificar o teor de lactose atraves da substituicdo da variavel Y, referente a area sob o

pico. A curva analitica foi obtida por oito pontos de concentracdo sendo a uma faixa de 0,0001

a 0,1500 g.ml, obtendo-se assim um coeficiente de correlago linear de 0,99999, para dai

entdo, realizarem-se as analises do leite UHT. Ver anexos.

Tabela 6 - Dados da curva padrdo da lactose determinada por CLAE.

Concentragéo (g.ml?)

Area sob o pico (mV)

0,0001 633,38
0,0002 876,23
0,0010 4344,52
0,0050 20099,00
0,0100 42137,90
0,0500 210172,00
0,1000 422418,00
0,1500 629519,00

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 5 - Curva padrdo da lactose
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.2 Ensaio de hidrolise da lactose
Os percentuais de hidrélise da lactose, dos 17 ensaios realizados para cada lactase (KL
e AO), estdo apresentados nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7 - Matriz dos ensaios do DCCR com as respostas da hidrolise da lactose por KL

Variaveis independentes Variavel dependente
Ensaio | Temperatura (°C) | Tempo (min) | Concentragio (%) Hidrolise da lactose (%6)
1L 20,00 30,00 0,20 78,16
2L 50,00 30,00 0,20 77,87
3L 20,00 360,00 0,20 89,39
4L 50,00 360,00 0,20 35,84
5L 20,00 30,00 0,60 91,57
6L 50,00 30,00 0,60 95,44
7L 20,00 360,00 0,60 97,21
8L 50,00 360,00 0,60 92,48
9L 9,80 195,00 0,40 83,84
10L 60,20 195,00 0,40 4,52
111 35,00 0,00 0,40 85,14
12L 35,00 472,50 0,40 98,01
13L 35,00 195,00 0,10 49,45
14L 35,00 195,00 0,70 98,59
15L 35,00 195,00 0,40 93,62
16L 35,00 195,00 0,40 94,09
17L 35,00 195,00 0,40 93,64

Fonte: Adaptado de PROTIMIZA, 2014.

Como pode-se perceber na tabela acima, foi obtida uma variagdo da atividade
enzimatica de 4,52 a 98,59%, sendo que o maximo dessa atividade se deu na temperatura de
35°C, da KL, com concentracdo maxima de 0,70% (v/v). O minimo de acdo foi verificado na

temperatura de 60,2°C, podendo-se concluir que ouve inatividade da enzima nessa temperatura.

Dentre os resultados, verificaram-se trés melhores pontos de atividade enzimaticaa 35°C
(98,01 e 98,59%) e a 20°C (97,21%), chegando a quase 100% de hidrolise da lactose. Bosso
(2012) trabalhou com diferentes temperaturas de reagéo (30, 35, 40 e 55°C), quando afirmou que
obteve 100% de hidrolise do leite integral, a 35°C. Em um estudo semelhante ao de Bosso
(2012), Campos et al. (2009) reforgaram a alta atividade dessa enzima quando obtiveram 90%
da hidrolise da lactose, em leite, apos 5 horas de experimento, a 35°C. Escobar et al. (2014)
destacaram a conversdo de 95% da lactose presente no permeado de soro, que foi obtida em

360 minutos de reacdo, & temperatura de 35°C.
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Tabela 8 - Matriz dos ensaios do DCCR com as respostas de hidrolise da lactose da AO

Variaveis independentes Variavel dependente
Ensaio | Temperatura (°C) | Tempo (min) | Concentragéo (%) Hidrolise da lactose (%)
lo 40,00 30,00 0,20 54,66
20 70,00 30,00 0,20 4,69
30 40,00 360,00 0,20 75,28
40 70,00 360,00 0,20 2,85
50 40,00 30,00 0,60 73,91
60 70,00 30,00 0,60 15,65
70 40,00 360,00 0,60 93,45
80 70,00 360,00 0,60 1,56
% 29,80 195,00 0,40 74,40
100 80,20 195,00 0,40 1,76
1lo 55,00 0,00 0,40 64,78
120 55,00 472,50 0,40 93,91
130 55,00 195,00 0,10 17,92
140 55,00 195,00 0,70 94,14
150 55,00 195,00 0,40 82,23
160 55,00 195,00 0,40 80,23
170 55,00 195,00 0,40 82,22

Fonte: Adaptado de PROTIMIZA, 2014.

Para a enzima (AQ), obteve-se uma variacdo da atividade enzimatica de 1,56 a 94,14%,
sendo que 0 maximo da a¢do dessa enzima foi a 55°C, com concentracdo maxima de 0,70%, e

a atividade minima se deu a 70°C, resultando na desnaturacéo da enzima.

Foram obtidas, trés melhores pontos da reacdo enzimatica: a 55°C (94,14 e 93,91%) e
40°C (93,45%). Bosso (2012) relatou baixa percentagem de acdo da Aspergillus oryzae, com
taxa maxima de 67,4% de hidrélise no leite integral, a temperatura de 55°C. No trabalho
realizado por Oliveira et al. (2016) foram estudadas vérias temperaturas de reagdo (45, 50, 55,
60 e 65°C) para a hidrolise com lactase (Sigma®). Relataram que nas temperaturas de 45 e 50°C
foram obtidos valores proximos a 65% de hidrolise. Valores de 80% foram obtidos com as
temperaturas de 55°C, em 10 horas de reacéo, e 60°C, em 8 horas. Para temperatura de 65°C, a
maior taxa de hidrélise apresentada foi em torno de 77% sendo alcangada em 8 horas,
mostrando dai em diante uma queda na eficiéncia da enzima, sendo ela inibida com

temperaturas acima de 60°C.

Observando os resultados nos pontos centrais de cada enzima (experimentos 15, 16 e
17), percebe-se que ndo houve grande variacdo nos valores de atividade, indicando, portanto,

uma boa reprodutibilidade nos dados do processo. No entanto, apenas o ponto central foi feito
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em triplicata.

521 Analises dos coeficientes de regressdo e grafico de Pareto

A regressdo estimada do modelo para o percentual de hidrolise da lactose a partir do
leite integral UHT, pelas B-galactosidase Kluyveromyces lactis e Aspergillus oryzae, foram
determinados com limite de significancia para as analises estatisticas de 5% (p<0,05).

Analisando-se os coeficientes de regressao (Tabela 9 e 10) para as lactases K. lactis e A.
Oryzae, respectivamente, pode-se visualizar para as duas enzimas que apenas os termos lineares
(temperatura e concentracdo) e quadraticos (temperatura) foram significativos pelo nivel de
significancia proposto (p<0,05). No entanto, os termos lineares de concentracdo tiveram um
efeito positivo para a K. lactis e A. oryzae (13,04 e 12,83) respectivamente, no aumento da
atividade dessas enzimas, quando essa varidvel passou da condi¢cdo minima (-1,68) para a
maxima (+1,68). Por outro lado, as temperaturas de termo quadrético e linear tiveram um efeito
negativo, diminuindo a atividade enzimatica de -13,77(Q) e -14,48(L) nessa ordem, para a K.
lactis, e para A. oryzae de -28,90(Q) e -18,95(L), quando essa variavel passou do ponto de (-
1,68) para (+1,68), com nivel estatisticamente de 95% de confianga.

Tabela 9 - Coeficientes de regressdo do DCCR para acdo da Kluyveromyces lactis

Fatores Coeficiente | Erro padréo | tcalculado p - valor
Média 92,90 9,70 9,57 0,0000
Temperatura (L) -13,77 4,56 -3,02 0,0193
Temperatura (Q) -14,48 5,02 -2,89 0,0234
Tempo (L) -0,47 4,56 -0,10 0,9200
Tempo (Q) 2,28 5,02 0,45 0,6638
Concentracéo (L) 13,04 4,56 2,86 0,0243
Concentracéo (Q) -3,93 5,02 -0,78 0,4589
Temperatura X Tempo -7,73 5,95 -1,30 0,2352
Temperatura X Concentragao 6,62 5,95 1,11 0,3027
Tempo X Concentragéo 4,19 5,95 0,70 0,5048

*(L): Efeito linear; (Q): Efeito quadratico; p: Nivel de significancia.
Fonte: PROTIMIZA, 2014.

Tabela 10 - Coeficientes de regressdo do DCCR para a a¢do da Aspergillus oryzae

Fatores Coeficiente | Erro padréo | tcalculado p - valor
Média 82,60 10,67 7,74 0,0001
continua
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concluséo
Tabela 10 - Coeficientes de regressdo do DCCR para a acéo da Aspergillus oryzae.

Fatores Coeficiente | Erro padréo | tcalculado p - valor
Temperatura (L) -28,90 5,01 -5,77 0,0007
Temperatura (Q) -18,95 5,51 -3,44 0,0109
Tempo (L) 5,36 5,01 1,07 0,3201
Tempo (Q) -4,36 5,51 -0,79 0,4549
Concentracéo (L) 12,83 5,01 2,56 0,0375
Concentracao (Q) -12,61 5,51 -2,29 0,0561
Temperatura X Tempo -7,01 6,55 -1,07 0,3197
Temperatura X Concentracao -3,47 6,55 -0,53 0,6126
Tempo X Concentragéo -1,67 6,55 -0,25 0,8064

*(L): Efeito linear; (Q): Efeito quadratico; p: Nivel de significancia.

Fonte: PROTIMIZA, 2014,
Embora ndo se tenham obtidos resultados estatisticamente significativos para o tempo

da acdo enzimatica, num limite de 95% de seguranca, optou-se por considerar os valores obtidos
pela regressdo, incorporando-se as respostas nao significativas aos residuos, para o célculo da
ANOVA.

Uma maneira de se visualizar claramente, por meio de gréfico, a significancia estatistica
do efeito de cada variavel é analisando-se o grafico de Pareto. Esse grafico relaciona de forma
ordenada as variaveis e os efeitos estimados para cada uma delas, sendo representado por meio
de barras e uma linha na vertical correspondente ao valor de p = 0,05 que indica o quanto deve
ser grande o efeito para se ter significado estatisticamente. As Figuras 6 e 7 apresentam 0s
gréaficos de Pareto e confirmam que a temperatura e concentracdo de enzima sdo significantes no
aumento da hidrdlise da lactose.

Figura 6 - Grafico de Pareto dos principais efeitos das variaveis sequndo DCCR para KL
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Fonte: PROTIMIZA, 2014.



Figura 7 - Grafico de Pareto dos principais efeitos das varidveis segundo DCCR para AO
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Fonte: PROTIMIZA, 2014.

As equac0es de regressao de segunda ordem gerada pelo modelo de acordo com o
DCCR estéo indicadas na tabela 11.

Tabela 11 - Modelo de regresséo para a hidrélise da lactose referente a cada lactase (Y1)

Lactase Modelo de regressao

K. lactis Y1=92,90 - 13,77 x1 - 14,48 x:% - 0,47 X2 + 2,28 x22 + 13,04 x5 - 3,93 x32 -
7,73 X1 X2+ 6,62 x1 X3+ 4,19 X2 X3

A. oryzae Y1 =282,60 -28,90 x1 - 18,95 xa2+ 5,36 x2 - 4,36 x22 + 12,83 x3 - 12,61 x5 -
7,01 X1 X2 - 3,47 X1 X3 - 1,67 X2 X3

Autor: Elaborada pelo autor.

Onde Y1 é a variavel dependente, hidrolise da lactose (%) e X 1, X 2e X 3580 as
variaveis independentes, temperatura, tempo e concentragdo de enzima, respectivamente.
522 Analise de variancia ANOVA

Os dados foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA), com limite de
significancia de 5% (p<0,05), resultando, portanto, em um intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 12 - Analise de variancia (ANOVA) para otimizar a produgdo de -galactosidase (KL)

Fonte de Soma dos Grau de Quadrado F calc - valor
variacéo quadrados liberdade médio P
Regressao 8797,00 9 977,44 3,45 0,051
Residuos 1985,07 7 283,58

Falta de Ajuste 1984,93 5 396,99

Erro Puro 0,14 2 0,07 5671,23 | 0,00020
Total 10782,05 16

% da variacdo explicada (R2) = 81,59; Fab 917 3,68.
Fonte: PROTIMIZA, 2014.
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Tabela 13 - Analise de variancia (ANOVA) para otimizar a producdo de B-galactosidase (AO)

Fonte de Soma dos Grau de Quadrado E calc _valor
variacéo quadrados liberdade médio b
Regressédo 19322,10 9 2146,90 6,26 0,012
Residuos 2399,72 7 342,82

Falta de Ajuste 2397,10 5 479,42 0,00276
Erro Puro 2,70 2 1,35 355,13

Total 21721,84 16

% da variacdo explicada (R?) = 88,95; Ftap o7 3,68.
Fonte: PROTIMIZA, 2014.

Para as enzimas KL e AO a andlise de variancia revelou que o coeficiente de

2
determinacdo do modelo predito para atividade enzimatica na hidrélise da lactose foi de R =
0,8159 e 0,8895, respectivamente, indicando que o modelo de regressédo foi capaz de explicar
81,59% para Kluyveromyces lactis e 88,95% para Aspergillus oryzae, conforme a variagdo dos
dados.

52.3 Anadlise das Superficies de resposta

A metodologia do planejamento experimental fatorial associada a analise de superficie
de resposta é uma ferramenta fundamental na teoria estatistica, por fornecer informacdes muito
mais seguras do processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativas e erro
(Box et al., 1978).

As Figuras 8 e 9 mostram as superficies de respostas e curvas de contorno geradas pela
hidrolise da lactose obtida da interacdo de temperatura e concentracdo, sendo as variaveis
significativas segundo o modelo experimental, e o tempo (195 minutos), fixado de acordo com
0 ponto central do delineamento. Nas figuras 8 e 9, nota-se que as combinagdes dos parametros
nos niveis maximos e minimos influenciaram fortemente o resultado da funcéo resposta da
conversdo da lactose e que a regido do ponto central é o ponto que maximiza a hidrélise. O
critério para escolha da melhor condi¢do na regido otimizada foi & maxima porcentagem de
hidrolise com a menor concentracdo de enzima, devido ao alto custo da enzima B-galactosidase.
Hatzinikolaou et al. (2005), afirmaram que um processo eficiente e economicamente viavel para
a hidrolise da lactose depende fortemente da producédo e do custo da enzima em combinagéo
com uma cinética favoravel e propriedades de estabilidade.

Para a Kluyveromyces lactis (figura 8a e 8b) a melhor condicéo definida para validagao
experimental foi numa regido 6tima, com a temperatura de 26,50 a 30,80°C, com concentracdo

de enzima de 0,45 a 0,49%. Essas condi¢bes promoveram 98,23 a 100% de hidrolise.
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Observando-se as figuras 9a e 9b para a Aspergillus oryzae, a melhor condicdo experimental
definida foi a uma temperatura de 41,40°C com uma concentracdo de 0,51% (v/v), sendo a
maior hidrdlise da lactose com a menor concentracdo de enzima. Nesse ponto chegou-se a
98,24% de hidrdlise da lactose.

Figura 8 - Superficie de resposta e curvas de contorno (a) e (b) para a Kluyveromyces lactis
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Fonte: PROTIMIZA, 2014

Figura 9 - Superficie de resposta e curvas de contorno (a) e (b) para a Aspergillus oryzae
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524  Analise comparativa com a legislacédo

Estdo em vigor no Brasil duas resolugdes que tratam de regras relacionadas a produtos
que contém ou ndo lactose em sua composi¢do. Uma trata de requisitos técnicos dos alimentos
para dietas com restricdo de lactose, e a outra para determinar os requisitos para a declaracéo
obrigatoria da presenca de lactose nos rétulos dos demais alimentos. A primeira é a Resolucéo
da Diretoria Colegiada - RDC N° 135, de 8 de fevereiro de 2017 (ANVISA, 2017) publicada
no DOU n° 29, de 9 de fevereiro de 2017, que altera a Portaria SVS/MS n° 29, de 13 de janeiro
de 1998, para regulamentacdo de alimentos com fins especiais, que inclui alimentos para dietas
com restri¢do de lactose. Conforme essa RDC 135/2017, os alimentos para dietas com restricdo
de lactose séo classificados como: baixo teor de lactose e isentos de lactose. A segunda se trata
da Resolucdo da Diretoria Colegiada n°® 136/2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2017), que define que as informac6es de lactose devem ser colocadas no rotulo,
independentemente do tipo de alimento. A declaragdo da presenca de lactose se torna
obrigatoria nos alimentos incluindo bebidas, ingredientes, aditivos alimentares e coadjuvantes
de tecnologia, ou seja, qualquer alimento que contenha lactose em quantidade acima de 0,1%
devera trazer a frase “Contém lactose” em seu rotulo (BRASIL, 2017b). A tabela 14 resume e
relaciona a quantidade de lactose presente no alimento com a declaracdo obrigatdria no rotulo

do produto.

Tabela 14 - Resumo e relagdo entre a por¢édo de lactose no alimento com a declaragéo
obrigatdria no rétulo do produto

Quantidade de Lactose no produto final Expressdo no rétulo

0% de Lactose
Sem Lactose
Abaixo de 0,19.100g* ou ml N&o Contém lactose

Zero Lactose
Isento de Lactose

Baixo Teor de Lactose
Baixo em Lactose

Igual ou acima de 0,1 g.100g™* ou ml Contém Lactose
Fonte: Adaptado de Brasil (2017 a, b).

De 0,1g até 1g.100g™ ou ml

Com os resultados dos ensaios, de acordo com o delineamento experimental, obtiveram-
se alguns pontos que chegaram ao nivel de atendimento da legislagdo em vigor, tanto para produto
zero lactose, quanto para produto com teor reduzido de lactose.

Pode-se observar na tabela 15, para as duas enzimas, pontos que, de acordo com a

exigéncia da RDC n° 135/2017, estdo dentro do limite para ser considerado um produto com
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baixo teor de lactose. Para isso, analisando-se os dados, verificou-se que ocorreu de 83,84 a
95,4% da hidrolise da lactose na a¢éo da Kluyveromyces lactis e de 80,23 a 94,14% na atividade
da Aspergillus oryzae, sendo que o alimento deve conter de 0,19.100ml* até 1g.100ml* de

lactose no produto final para ser declarado produto com baixo teor de lactose.

Tabela 15 - Concentragdo de lactose das duas enzimas no limite exigido para produto com
teor baixo de lactose conforme a RDC135/2017

Ensaio Temperatura Tem_po Concentracdo | Hidrdlise da |Concentracéo
(°C) (min) (%) lactose (%0) (9.100ml?)
Rl :
Kluyveromyces lactis
3L 20,00 360,00 0,20 89,39 0,52
5L 20,00 30,00 0,60 91,57 0,42
6L 50,00 30,00 0,60 95,44 0,22
8L 50,00 360,00 0,60 92,48 0,37
9L 9,80 195,00 0,40 83,84 0,80
11L 35,00 0,00 0,40 85,14 0,73
15L 35,00 195,00 0,40 93,62 0,31
16L 35,00 195,00 0,40 94,09 0,29
17L 35,00 195,00 0,40 93,64 0,31
Aspergillus oryzae
70 40,00 360,00 0,60 93,45 0,32
120 55,00 472,50 0,40 93,91 0,30
140 55,00 195,00 0,70 94,14 0,29
150 55,00 195,00 0,40 82,23 0,87
160 55,00 195,00 0,40 80,23 0,97
170 55,00 195,00 0,40 82,22 0,88

Fonte: Elaborada pelo autor.

Por outro lado, para produtos zero lactose, apenas a Kluyveromyces lactis mostrou
eficacia para esse propdsito, chegando ao atendimento do minimo da legislagdo em dois pontos,
em diferentes condic¢des, como mostrado na tabela 16.

Tabela 16 - Concentragéo de lactose da KL no limite exigido para produto zero lactose

conforme a RDC135/2017
) Temperatura |[Tempo | Concentracdo | Hidroélise da | Concentracao
Ensaio (°C) (min) (%) lactose (%) (g.100mI?)
Leite in natura - - - 0 4,92
Kluyveromyces lactis
12L 35,00 472,50 0,40 98,01 0,10
14L 35,00 195,00 0,70 98,59 0,07

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em concordancia com a tabela 16, obteve-se éxito na temperatura 6tima de atividade
dessa enzima (35°C), com menor tempo de 195 minutos a uma concentracdo da lactase de
0,70%. Da mesma forma, com um maior tempo (472,5 minutos) e uma concentracdo menorde
enzima (0,4%), os dois pontos tiveram mais de 98% da lactose hidrolisada. Em trabalhos com
amesma finalidade, Nicoletti et al. (2016) conseguiram um valor menor que 0,19 de lactose por
100g de produto final, utilizando 0,1% de concentracdo de enzima, por 3 horas com a
temperatura de 37°C. Skryplonek et al., (2017) com o mesmo objetivo, obteve sucesso com 3
horas de experimento, com valor menor que 0,19.100g* de produto preparado a uma
concentracédo de enzima de 4000 NLU/L.

Esse indice méximo de 0,1% de lactose é considerado seguro para 0os consumidores
intolerantes, e foi baseado na experiéncia de paises europeus (ANVISA, 2017). Nesse cenario,
a reducdo do nivel de lactose nos produtos deslactosados aumenta ainda mais a importancia na
implementacdo de métodos analiticos eficientes e de baixo custo para a quantificacdo da lactose
(PAIVA et al., 2018).

De acordo com Vinhal (2001) o grau de hidrolise no leite esta diretamente ligado a
quantidade de lactase adicionada, da temperatura, do pH, da atividade enzimatica e das
condicdes de processamento. Para a inddstria, quanto a velocidade de processo, € um resultado
de maior éxito, pois quanto menor o tempo de hidrolise, maior é o favorecimento no processo
produtivo (SILVA, 2016).

53 Estudo econdmico das melhores condicdes
Conforme o objetivo do trabalho, a partir dos melhores pontos de hidrélise da lactose

(tabelas 15 e 16), fez-se um estudo econdmico e comparativo de cada ponto para verificar a
viabilidade econdmica, e assim entdo, escolher a melhor condicéo para a producédo de produtos

zero lactose e com teor baixo de lactose conforme a legislacdo vigente.

Para os célculos de gasto de energia, pegou-se o valor da poténcia da incubadora shaker,
junto com a quantidade de horas que foi utilizada, fez-se uma simulagdo pelo software da
Energisa — simulador de consumo, e obteve se 0 pre¢o com o0s impostos ja embutidos de acordo
com a quantidade de kWh utilizada para fazer em cada ensaio, sendo que a tarifa que esta em
vigor na cidade de Palmas — TO é de 0,605kWh. O preco cobrado considera a composicdo da
tarifa somada a impostos como ICMS e PIS/COFINS (ENERGISA, 2019).
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Os célculos de gastos de enzima e leite fizeram-se de acordo com o valor de cada
produto e a quantidade utilizada para cada ensaio. A tabela 17 mostra os valores (R$) de cada

produto utilizado para executar esse experimento.

Tabela 17 - Relagéo de produtos e valores (R$) utilizados para a execugdo do experimento

Nome Quantidade | Preco (R$) Preco (I?\fl)rll ul, ml,
Leite integral UHT 1000 | ml 3,99 0,0040
Enzima Kluyveromyces lactis 7000 ul 62,80 0,0090
Enzima Aspergillus oryzae 15000 | ul 65,30 0,0044
Energia 1 kWh 0,605 0,6050

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foram feitos os estudos econdmicos para cada ensaio. Os resultados (tabela 18)
demonstram que as duas enzimas, provenientes de microrganismos diferentes, quando
submetidas as mesmas condi¢fes de temperaturas 6timas para cada uma, de tempo, e de
concentracdo de enzima, apresentaram comportamentos diferentes, destacando-se o
desempenho superior apresentado pela enzima Kluyveromyces lactis no ensaio 11L, com
temperatura de 35°C, tempo zero e concentracdo de 0,40% de enzima para elaborar produtos
com teor baixo de lactose, e 14L com 35°C, tempo de 195 minutos e concentracao de 0,70% na

desenvolvimento de produtos zero lactose.

Levando-se em consideracdo que as enzimas utilizadas nesse experimento foram
adquiridas em comércio local, onde qualquer consumidor tem acesso livre, um dos focos desse
estudo foi o de levar ao consumidor a informacéo do custo-beneficio do produto a ser utilizado
no controle da intolerancia a lactose. Por outro lado, a pesquisa também serve de embasamento
para as industrias alimenticias, com a intengdo de desenvolver esse tipo de produto, sendo que
em condicdes industriais, as concentracdes, tempo e tipo de enzima seriam diferentes, haja vista
que a enzima utilizada nesse experimento é comercial e ndo industrial, além das variacdes

provenientes das diferentes escalas.
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Tabela 18 - Analise econdmica das melhores condic¢Ges para Kluyveromyces lactis e

Aspergillus oryzae

BAIXO TEOR DE LACTOSE

Ensaio Temperatura Tempo KWh Concentracdo | Concentracao Hldggllse Concentracdo | Energia | Enzima Leite ?I'l;i;?
(°C) (min) (%) (uL) Ia(%;?)se (g/100mL) (R$) (R$) (R$)/100ml (R9)
Kluyveromyces lactis
3L 20,00 360,00 | 5,40 0,20 100 89,39 0,52 5,03 0,90 0,40 6,33
5L 20,00 30,00 0,45 0,60 300 91,57 0,42 0,42 2,70 0,40 3,52
6L 50,00 30,00 | 0,45 0,60 300 95,44 0,22 0,42 2,70 0,40 3,52
8L 50,00 360,00 | 5,40 0,60 300 92,48 0,37 5,03 2,70 0,40 8,13
oL 9,80 195,00 | 2,93 0,40 200 83,84 0,80 2,72 1,80 0,40 4,92
11L 35,00 0,00 0,00 0,40 200 85,14 0,73 0 1,80 0,40 2,20
15L 35,00 195,00 | 2,93 0,40 200 93,62 0,31 2,72 1,80 0,40 4,92
16L 35,00 195,00 | 2,93 0,40 200 94,09 0,29 2,72 1,80 0,40 4,92
17L 35,00 195,00 | 2,93 0,40 200 93,64 0,31 2,72 1,80 0,40 4,92
Aspergillus oryzae
70 40,00 360,00 | 5,40 0,60 300 93,45 0,32 5,03 1,32 0,40 6,75
120 55,00 472,50 | 7,09 0,40 200 93,91 0,30 6,6 0,88 0,40 7,88
140 55,00 195,00 | 2,93 0,70 368 94,14 0,29 2,72 1,62 0,40 4,74
150 55,00 195,00 | 2,93 0,40 200 82,23 0,87 2,72 0,88 0,40 4,00
160 55,00 195,00 | 2,93 0,40 200 80,23 0,97 2,72 0,88 0,40 4,00
170 55,00 195,00 | 2,90 0,40 200 82,22 0,88 2,72 0,88 0,40 4,00
ZERO LACTOSE

) ) Hidrdlise i _ _ _ Custo

Ensaio Temperatura Terr_lpo KWh Concentragdo | Concentragéo da Concentragdo | Energia | Enzima Leite Total
(°C) (min) (%) (uL) Ia(((:;:)se (9/100mL) (R$) (R9) (R$)/100mlI (R9)
12L 35,00 472,50 | 7,10 0,40 200 98,01 0,10 6,6 1,80 0,399 8,80
14L 35,00 195,00 | 2,90 0,70 368 98,59 0,07 2,72 3,31 0,399 6,43

*L = Ensaio com a lactase derivada da Kluyveromyces lactis
*0 = Ensaio com a lactase derivada do Aspergillus oryzae
Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 CONCLUSAO

Com base nesse estudo, concluiu-se que a hidrélise da lactose foi diretamente
influenciada pelas variacbes de concentracdo, temperatura e tempo. Levando-se em
consideracdo essas condi¢des, 0 maximo de hidrdlise alcancado pelos experimentos foi de
98,59%, por meio da lactase derivada da levedura Kluyveromyces lactis, a 35°C, numa
concentracdo de 0,70% (v/v) em 195 minutos de reacdo. O produto final apresentou 0,07 g.100
ml2, sendo que, apenas essa enzima conseguiu atender aos pré-requisitos da RDC n°135/2017,
para produtos zero lactose. Visto que a enzima utilizada foi de natureza comercial varejista, e
ndo industrial, as condicGes para sua aplicacdo em nivel industrial tendem a ser parcialmente
diferentes daquelas alcancadas nesta pesquisa, especialmente em funcédo dos diferentes padrdes
de desempenho cinético das referidas enzimas e das diferencas de escala. No presente caso,
alcangou-se o intuito de levar ao consumidor a informacao do custo-beneficio do produto a ser

utilizado no controle da sua intolerancia a lactose.
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ANEXOS

| CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 1L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactese_LC 2019-403-29 12-08-12\001-P1-A1-E1-1L.D)
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I CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 2L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose LC 2019-03-29 12-08-12\002-P1-A2-E1-2L.D)
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i CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 3L (Kluyveromyces lactis).

RIDA A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactese LC 2019-03-29 12-08-12\003-P1-A3-E1-3L.D)
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v CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 4L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal {Antonina\Hidmolise_ Lactose LC 2019-03-29 12-08-12\004-P1-A4-E1-4L.D)
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\Y CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 5L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose LC 2015-03-29 12-08-12005-P 1-A5-E1-5L.D)
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Vi CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 6L (Kluyveromyces lactis).

RIC A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_|LC 2015-03-29 12-08-12\006-P1-AG-E1-6L.D)
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VIl
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 7L (Kluyveromyces lactis).

CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_LC 2019-03-29 12-08-12007-P1-AT7-E1-7TL.D)
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VIl CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICAQAO DA

LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 8L (Kluyveromyces lactis).

RIDA A, Refractive Index Signal (AntoninaiHidrolise_ Lactese LC 2019-03-29 12-08-12\008-P1-A8-E1-L8.D)
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IX CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 9L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_LC 2019-03-29 12-08-12\009-P1-AS-E1-9L.D)
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X CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 10L (Kluyveromyces lactis).

RIC A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_LC 2019-03-29 12-08-12010-P1-A10-E1-10L.D)
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Xl CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 11L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_| C 2019-03-29 12-08-12011-P1-A11-E1-11L.D)
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Xl CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 12L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose LC 2019-03-29 12-08-12\012-P1-B1-E1-12L.D)
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LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 13L (Kluyveromyces lactis).
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CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina'Hidrolise_ Lactose_LC 2018-03-28 12-08-12%013-P1-B2-E1-12LD)
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XIV CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 14L (Kluyveromyces lactis).
RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_LC 2019-03-29 12-08-12\014-P1-B3-E1-14L.D)
nRIU 3
3000 3 - [
2500 3 A
2000 3 [
1500 3 a :." \
1 E$ E ,"..l/_/ IIII\ g II’I II I..'\
D—; R __F__/'/ \h--_ ______|2-__,_.""I \\--_ .
> R " m

XV
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 15L (Kluyveromyces lactis).

CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

RIDA A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_LC 2015-03-29 12-08-12015-P1-B4-E1-15L.D)
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XVI
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 16L (Kluyveromyces lactis).

CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

RID1 A, Refractive Index Signal (AntoninatHidrolise_ Lactose LC 2019-03-2% 12-08-12\016-P1-B5-E1-16L.D)
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XVIl CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 17L (Kluyveromyces lactis).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose_LC 2019-03-29 12-08-12017-P1-B6-E1-17L.D)
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XVIII CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 10 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\E2_LC 2019-04-02 11-39-12011-P1-A1-E2-10.0)
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XIX CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICA(;AO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 20 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (AntoninalE2_LC 2019-04-02 11-39-12002-P1-A2-E2-20.0)
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XX  CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 3o (Aspergillus oryzae).

RIDA1 A, Refractive Index Signal (Antonina\E2_LC 2019-04-02 11-33-12003-P1-A3-E2-30.D)
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XXI
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 4o (Aspergillus oryzae).

60

CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\E2_LC 2013-04-02 11-39-12\004-P1-A4-E2-40.D)
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XXII
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 50 (Aspergillus oryzae).

CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\E2_LC 2019-04-02 11-38-12\005-P1-A5-E2-50.0)
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XXl CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 60 (Aspergillus oryzae).

RIDT A, Refractive Index Signal (AnfoninalE2_LC 2019-04-02 11-30-12006-P1-AB-E260.0)
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XXIV CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA

LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 70 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Inex Signal (Anfonina\E2_LC 2019-04-02 11-38-121007-P1-AT-E2-70.0)
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XXV CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICAC}AO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 8o (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\E2_LC 2019-04-02 11-38-121008-F1-A8-E2-80.D)
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XXVI CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 90 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\E2_LC 2019-04-02 11-39-12\009-P1-A9-E2-80.D)
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XXVII CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 100 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\E2_LC 201%-04-02 11-38-12010-P1-A10-E2-100D)
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XXVII CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 100 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (AntoninaiH...ciise_ Lactose LC 2018-02-28 12-D8-12023-P1-CG6-E2 - 110.D)
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XXIX CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 120 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (AntoninaiH.. olise_ Lactose_LC 2019-03-29 12-08-12\029-P1-C7-E2 - 120.D)
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XXX CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 130 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\H...olise_ Lactese_LC 2019-03-29 12-08-12\030-P1-C8-E2 - 130.D)
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XXXI CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 140 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (AntoninalH...olise_ Lactose_LC 2019-03-29 12-08-12\031-P1-C9-E2 - 140.D)
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XXXIl CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 150 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal {Antonina\H.. lise_ Lactose LC 2015-03-20 12-08-12Y032-P1-C10-E2 - 150.D)
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XXXII CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICAC}AO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 160 (Aspergillus oryzae).
RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\H.. lise_ Lactose LC 2019-03-20 12-08-121033-P1-C11-E2 - 160.0)
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XXXIV CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL. PONTO 170 (Aspergillus oryzae).

RID1 A, Refractive Index Signal (AntoninaiH...olise_ Lactose_LC 2019-03-2% 12-08-12034-P1-D1-E2 - 170.D)
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XXXV CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DA
LACTOSE EM LEITE UHT INTEGRAL (BRANCO).

RID1 A, Refractive Index Signal (Antonina\Hidrolise_ Lactose LC 2019-03-29 12-08-12\035-P1-D2-Branco.D)
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XXXVI CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DA CURVA PADRAO
DETERMINADA POR CLAE.

RID1 A, Refractive Index Signal (Carboidrat...va_Padrao_Lactose_LC 2019-03-30 10-31-09v006-P1-E6-0.050.D)
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APENDICE A - FIGURAS OBTIDAS AO DECORRER DOS EXPERIMENTOS.

Figura 10 - Preparo das amostras para serem hidrolisadas

.\
N )

Fonte: Autor, 2019.

Figura 11 - Hidrdlise do leite UHT na incubadora shaker
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Fonte: Autor, 2019.
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Figura 12 - Aliquotas dos ensaios hidrolisados pela K. lactis para quantificacdo da lactose por
CLAE
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Fonte: Autor, 2019.

Figura 13 - Equipamento de Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice
de refracdo (CLAE-IR)

Fonte: Autor, 2019.



