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RESUMO

A p-galactosidase é uma enzima responsavel pela hidrolise da lactose, sendo principalmente
utilizada na obtencdo de produtos com baixo teor ou isento deste acucar. Esse trabalho objetivou
avaliar a influéncia da concentracao enzimatica, da temperatura e do tempo de reacao no processo de
hidrélise da lactose presente no soro de queijo e no permeado empregando duas p-galactosidases
comerciais de origem microbiana. Foram utilizadas as ff-galactosidases de Aspergillus oryzae (10 e 55
°C) e de Kluyveromyces lactis (10 e 37 °C), ambas nas concentracdes de 3, 6 e 9 U/mL. Na temperatura
de 10 °C a p-galactosidase de K. lactis foi mais eficiente que a de A. oryzae. Entretanto, a enzima de A.
oryzae na temperatura 6tima (55 °C) ao final de 12 h de reagdo, resultou na hidrdlise total da lactose,
independente da concentracao enzimatica utilizada. Os parametros estudados na hidrélise enzimatica
possibilitam a aplicacdo das p-galactosidases nos laticinios.
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INTRODUCAO

Soros lacteos, tais como o soro de queijo e o permeado de soro, sao subprodutos do
processamento dos derivados do leite e vém sendo amplamente utilizados na elaboracéo de
novos produtos, devido as suas composi¢des de lactose, proteinas, vitaminas e sais minerais.
Além das propriedades nutricionais, as proteinas do soro de queijo conferem propriedades
tecnoldgicas benéficas quando utilizadas como ingredientes de alimentos (Antunes, 2003). No
entanto, a lactose presente nos soros limita 0 consumo desses produtos por individuos que
apresentam intolerancia a este aclcar, a qual atinge aproximadamente 70% da populagéo
mundial adulta (Mattar e Mazo, 2010).

Em func&o disso, a industria de alimentos tem buscado o desenvolvimento de produtos
com baixo teor ou livre de lactose. Assim, a hidrolise enzimatica desse agUcar a partir da enzima
B-galactosidase, surge como um importante processo biotecnoldgico com aplicacdo na industria
de laticinios. Esta aplicacdo leva a melhoria das propriedades sensoriais e tecnologicas dos
produtos finais, tais como maior dogura, maior solubilidade e reducdo do periodo de
fermentagdo (Husain, 2010). Além disso, a hidrélise enzimatica da lactose dos soros lacteos
viabiliza os processos de biorremediacdo e de producdo de biomoléculas e biomassa
empregando esses soros como meios de cultivos, uma vez que seu descarte inadequado constitui
um grave problema ambiental (Koutinas et al., 2009).
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As P-galactosidases usadas em escala industrial devem ser provenientes de
microrganismos Generally Recognized as Safe (GRAS). As caracteristicas importantes para uso
da enzima em processos industriais sdo a termoestabilidade e a elevada atividade enzimatica a
baixa temperatura, possibilitando sua aplicacdo em condic¢Bes que ndo alteram as caracteristicas
sensoriais e nutricionais do leite e seus derivados (Husain, 2010; Mlichovéa e Rosenberg, 2006).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da concentragéo
enzimatica, da temperatura e do tempo de reacdo no processo de hidrélise da lactose presente
no soro de queijo e no permeado de soro empregando duas [-galactosidases comerciais de
origem microbiana.

MATERIAL E METODOS

O soro de queijo em po utilizado foi cedido pela empresa Brasil Foods S.A. O permeado
de soro de queijo em p6 foi fornecido pela empresa Arla Foods. As enzimas B-galactosidases
comerciais utilizadas, Lactomax F30 e Lactomax Pure, obtidas a partir das cepas de Aspergillus
oryzae (A. oryzae) e Kluyveromyces lactis (K. lactis), respectivamente, foram cedidas pela
empresa Prozyn. Os soros lacteos foram reconstituidos a 5% (m/v) de lactose. Os processos de
hidrolise enzimatica foram realizados empregando concentragdes de 3, 6 ¢ 9 U/mL da -
galactosidase de A. oryzae ou de K. lactis nas temperaturas de 10 e 55 °C para a enzima de A.
oryzae e de 10 e 37 °C para a B-galactosidase de K. lactis. Apés 0, 1, 2, 4, 8 e 12 horas de reagéo
de hidrolise coletaram-se amostras que foram submetidas a aquecimento a 100 °C em banho-
maria por 10 minutos para inativacdo da enzima e ap6s determinou-se a concentracédo de glicose
através do kit enzimatico Bioliquid. Os ensaios foram realizados em condicdes estéreis, visando
evitar a acdo de contaminantes microbianos no processo de hidrolise da lactose. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As Figuras 1 e 2 apresentam os resultados de hidrdlise da lactose do soro e do permeado,
respectivamente, pelas enzimas de A. oryzae (10 e 55 °C) e de K. lactis (10 e 37 °C) ao longo
das 12 h de reacdo. Os processos de hidrdlise da lactose do soro e do permeado foram realizados
em baixa temperatura (10 °C) para ambas as enzimas, visando ndo alterar as caracteristicas
sensoriais e nutricionais dos soros lacteos. Também foi avaliado o efeito da temperatura 6tima
de atividade enzimatica de cada uma das [3-galactosidases comerciais, A. oryzae (55 °C) e K.
lactis (37 °C), no processo de hidrolise. As Figuras 1 e 2 mostram que a hidrélise da lactose do
soro e do permeado pela enzima de A. oryzae foi superior na temperatura 6tima em relacédo a
de 10 °C, ja para a enzima de K. lactis as concentracdes de glicose geradas a partir da hidrélise
da lactose s@o semelhantes em ambas as temperaturas (10 e 37 °C), independente da matéria-
prima.

Em relacéo a concentracdo da enzima empregada no processo de hidrolise, verificou-se
que a variacao desse pardmetro teve uma maior influéncia quando utilizada a (3-galactosidase
de A. oryzae, independente da matéria-prima estudada. Para a enzima de K. lactis, os resultados
de hidrdlise da lactose apresentaram o mesmo comportamento da -galactosidase de A. oryzae
apenas quando utilizado o permeado como substrato. Para o soro os resultados de hidrélise
foram semelhantes, independente da concentragéo da enzima de K. lactis testada.
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Figura 1. Concentragdes de glicose resultantes da hidrdlise enzimatica da lactose do soro de
queijo pelas enzimas B-galactosidases de A. oryzae: (a) 10 °C, (b) 55 °C e de K. lactis: (c) 10
°C, (d) 37 °C. A linha pontilhada em cada gréafico indica a concentracdo de glicose
correspondente a conversao tedrica maxima de lactose (CTM).
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Figura 2. Concentracdes de glicose resultantes da hidrolise enzimatica da lactose do permeado
de soro pelas enzimas -galactosidases de A. oryzae: (a) 10 °C, (b) 55 °C e de K. lactis: (c) 10
°C, (d) 37 °C. A linha pontilhada em cada gréfico indica a concentracdo de glicose
correspondente a conversao tedrica maxima de lactose (CTM).
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A concentracdo da enzima influencia diretamente na hidrdlise da lactose, como ja
observado em outros trabalhos (Horner et al., 2011; Akgul et al., 2012). Horner et al. (2011)
avaliaram a hidrolise da lactose de leite cru e pasteurizado empregando quatro -galactosidases
comerciais de Kluyveromyces na temperatura de 2 °C durante 72 h. Os autores observaram que
0 aumento de quatro vezes na concentracdo da enzima dobrou a concentracdo de lactose
hidrolisada no leite apds 12 h de reacao.

Nas Figuras 1 e 2 observa-se que para a 3-galactosidase de A. oryzae as concentragdes
de glicose aumentaram gradualmente ao longo de todo o periodo de hidrolise, atingindo em 12
h, na temperatura 6tima, valores proximos a maxima conversao teorica da lactose. Enquanto
que para a enzima de K. lactis verifica-se um aumento gradual da concentracdo de glicose nas
primeiras duas horas de reacdo e apds permaneceu praticamente constante ao longo do tempo
de processo avaliado, atingindo valores de aproximadamente 20 g/L de glicose. Os resultados
obtidos podem ser considerados satisfatorios, pois segundo Hourigan (1984) reducdo da
concentracdo de lactose de 70 a 80% em produtos lacteos é suficiente para a maioria das pessoas
que apresentam intolerancia a lactose.

O grau de hidrdlise obtido no presente estudo foi superior ao descrito por Haider e
Husain (2009), que avaliaram o processo de hidrélise da lactose presente no soro empregando
a B-galactosidase de A. oryzae, na temperatura de 37 °C, na concentracdo de 0,44 U/mL. Os
autores observaram uma hidrélise maxima de 70% ap0s 3 h de reacéo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que na temperatura de 10 °C a enzima B-galactosidase de
K. lactis € mais eficiente para a hidrolise da lactose presente no soro de queijo e no permeado
de soro que a de A. oryzae. No entanto, nas condi¢es de tempo de reacdo e concentracdo
enzimatica avaliados, ndo foram atingidos 100% de hidrolise da lactose utilizando a B-
galactosidase de K. lactis. A hidroélise total da lactose presente no soro e no permeado foi obtida
pela enzima de A. oryzae quando empregada sua temperatura 6tima (55 °C), ao final de 12 h de
reacao, independente da concentracdo enzimatica utilizada.
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