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Resumo

A intolerancia a lactose consiste na auséncia ou deficiéncia na producao da lactase, enzima responsavel por hidrolisar a lactose proveniente
do leite e derivados. Individuos acometidos desse mal sao privados de ingerir o leite em virtude dos desconfortos intestinais promovidos
pela nao hidroélise desse carboidrato no intestino. Assim, o presente trabalho objetivou desenvolver filme de base celulésica incorporado
com lactase para reducao do teor de lactose presente no leite. Os filmes foram produzidos pelo método “cast”, imersos em frascos contendo
100 mL de leite pasteurizado, e mantidos a 25 °C/25 horas ou a 7 °C/48 horas. Os filmes produzidos com 1 e 1,5 mL da enzima lactase
reduziram, respectivamente, 78 e 85% da lactose apos 24 horas de contato a 7 °C e 92 e 100% apoés 25 horas de contato a 25 °C. Os filmes
apresentaram estabilidade quando estocados a temperatura ambiente e de refrigeracao. Testes de migracdo mostraram que, em média,
21,94% da lactase incorporada no filme migrou para a agua apos 14 dias de contato. Portanto, o filme desenvolvido apresenta potencialidade
de ser usado como revestimento interno de embalagens para acondicionar leite.
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Abstract

Lactose intolerance is caused by reduced or absent activity of lactase that prevents the splitting of lactose. People deficient in lactase should
eliminate diet milk and milk products due to the gastrointestinal symptoms caused by the individual inability to hydrolise the lactose. Therefore,
the aim of this work is to develop celulosic film incorporated with lactase to reduce the lactose level in milk. The films were cast immersed
in 100 mL pasteurized milk and kept at 25 °C/25 hours or at 7 °C/48 hours. The films incorporated with 1 and 1.5 mL of lactase enzyme
reduced respectively, 78 and 85% of lactase after 24 hours/7 °C and 92% and 100% after 25 hours/25 °C. These films presented stability when
stored at room and refrigerated temperatures. Migrations test showed, on average, 21.94% of the incorporated enzyme migrated to aqueous

solution after 14 days. Therefore, the developed films showed a potential use as an internal layer of milk multilayer carton packaging.

Keywords: lactose-free milk; lactase; active packaging; films.

1 Introducao

A intolerancia a lactose consiste na auséncia ou deficién-
cia na producado da lactase, que é a enzima responsavel por
degradar a lactose proveniente do leite e derivados durante a
alimentacao®. Este ¢ um problema que atinge mais de 50% da
populacdo mundial?, sendo no Brasil, 58 milhoes de pessoas
acometidas desse mal?.

Em individuos intolerantes, a lactose ingerida permanece
no intestino delgado sem sofrer hidrélise, provocando um fluxo
de agua extracelular para o interior do duodeno e jejuno, bem
como para o estdbmago, em razao da diferenca da pressao os-
motica’. A lactose ndo absorvida é fermentada pela microbiota
do cdlon, resultando em acidos organicos, gases € o aumento
do peristaltismo dos musculos do intestino, com manifestacoes
de flatuléncia, fluxo intestinal anormal, célicas abdominais e
diarréias com fezes aquosas. A intensidade dessas perturbacoes
digestivas pode variar de simples mal-estar até o impedimento
das atividades normais do individuo®.

Diante desse quadro, normalmente recomenda-se evitar
o consumo de leite e seus derivados!®. No entanto, esses indi-
viduos estariam deixando de usufruir dos beneficios do leite
a saude humana.

Torna-se necessario, entdo, o desenvolvimento de métodos
para a preparacao de leite livre da lactose. O leite com baixo
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*A quem a correspondéncia deve ser enviada

teor de lactose pode ser preparado por meio de sua remocao
fisica ou por meio de sua hidroélise enzimética, pela liberagao
dos seus correspondentes monossacarideos, glicose e galactose.
Esse ultimo método € preferido, pelo fato de ndo modificar a
concentracao nem a qualidade dos outros componentes do leite.
A lactose € hidrolisada por meio de enzimas produzidas por
leveduras mais ativas do que a de fungos, em baixas tempera-
turas. Quando a lactose ¢ hidrolisada pela lactase, obtém-se a
D-galactose € a D-glicose. O aumento da molaridade dos com-
postos solaveis diminui o ponto de congelamento da solucgao;
portanto, a depressao do ponto de congelamento causada pela
hidrélise da lactose, pode ser usada para determinar o grau
de lactose hidrolisada®.

Tradicionalmente, os materiais de embalagens tém sido
selecionados no sentido de ter minima interacdo com o alimento
que acondicionam, constituindo assim barreiras inertes. Entre-
tanto, nas ultimas décadas, diversos sistemas de embalagem
tém sido desenvolvidos com o objetivo de interagir de forma
desejavel com o alimento — sdo as embalagens ativas, geralmente
planejadas para alterar propriedades desejadas no produto'!.
As embalagens ativas vém sendo usadas em grande nimero de
produtos alimenticios tais como paes, bolos, biscoitos, pizza,
massa fresca, croissant, queijo, peixe, carnes (curadas, desidra-
tadas, defumadas) café, cha, leite em po, feijao, frutas desidra-
tadas, farinhas, vinhos, “snacks”, frutas e hortalicas, legumes,
etc. Cada um desses produtos tem mecanismos diferentes de
deterioracao, que deverao ser entendidos para que se possa
definir uma embalagem ativa'?. Dentre as intimeras embalagens
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ativas, podem-se destacar os filmes antimicrobianos, as emba-
lagens com atmosferas modificadas, absorvedores de oxigénio
e de etileno, absorvedores e geradores de CO,, reguladores de
umidade, liberadores de aditivos, liberadores e/ou absorvedores
de sabores e odores, indicadores de temperatura, incorporacao
de enzimas e absorvedores de radiacao'?®®. Varias enzimas
tém sido imobilizadas em polimeros para producéo de filmes a
serem utilizados no acondicionamento dos alimentos''!, como a
naringinase que hidrolisa o composto naringin responsavel pelo
gosto amargo em grapefruit. O desenvolvimento da tecnologia
de embalagem ativa para producao de leite delactosado ¢ uma
area inovadora. Essas embalagens concorrem com as conven-
cionais (sem a imobilizacao da enzima), por apresentarem um
grande valor agregado em relacao aos beneficios trazidos aos
consumidores, proporcionando-lhes melhorias na qualidade
da alimentacao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia
da enzima lactase incorporada em filme de base celulésica na
reducao do teor de lactose presente no leite.

2 Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Embalagens da Universidade Federal de Vicosa - MG.

2.1 Obtencao da curva padrao

A 100 mL de leite pasteurizado foram adicionadas dife-
rentes quantidades da enzima lactase (Prozyn®) (0, 20, 40,
60, 80, 100 uL). As amostras de leite contendo a enzima
foram mantidas a 7 °C/24 horas, sendo realizadas analises
de crioscopia ao longo do periodo de incubagao. Os dados de
porcentagem de hidroélise foram obtidos através da Equagao
1 e plotados versus a concentracao de enzima. Uma equacao
foi entao ajustada aos dados.

o , (G
%Hidrélise = 350,87 - (Cf) (()’()()285) W

sendo Ci: crioscopia inicial

Cf: crioscopia final

2.2 Preparo e incorporacao da enzima no filme

Os filmes foram produzidos pelo método “cast”, inoculan-
do-se 0,1; 1 e 1,5 mL de enzima lactase (Prozyn®) na base filmo-
génica (patente requerida). Posteriormente cortou-se 100 cm?
(considerando os dois lados) de cada filme para avaliacao da
hidrélise a 7 °C e a 25 °C.

2.3 Avaliacao da eficiéncia de hidrélise
do filmea 7 °C e a 25 °C

Os filmes (100 c¢m?) foram inoculados (triplicata) em
100 mL de leite pasteurizado e em leite UHT, promovendo uma
relacdo de 1 cm?de filme/mL de leite. Os frascos foram man-
tidos a 7 °C/48 horas (leite pasteurizado) e a 25 °C/ 24 horas
(leite UHT) e analises crioscopicas foram realizadas ao longo
do periodo de incubacao.
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2.4 Avaliacao da estabilidade do filme

Os filmes preparados com 1 mL da enzima lactase foram
acondicionados a temperatura ambiente e sob refrigeracao por
7 dias, sendo posteriormente inoculados em 100 mL de leite
pasteurizado e incubados a 7 °C/ 48 horas, para verificacao da
atividade da enzima. Analises crioscépicas foram realizadas
durante o periodo de incubacao para verificacdo da hidrdlise
da lactose.

2.5 Avaliacao da migracao da enzima incorporada
na base celulésica

A migracao da enzima incorporada no filme foi verificada
por meio do Kit de quantificacdo de proteina (Bio Rad®) e
comparacao com a curva padrao construida (densidade 6tica
x concentracio de proteina).

Construcao da curva padréo

Adicionaram-se 20 mL de 4gua milli-Q a proteina padrao
(albumina bovina), obtendo-se uma solucao 20 mg de proteina/
mL, a partir da qual foram preparadas solucoes 0,0875, 0,175,
0,35, 0,7 € 0,93 mg.mL"'. Posteriormente, 100 uL de cada solu-
cao foram transferidos (triplicata) para tubos contendo 5 mL de
Coomassie Brilliant Blue. As amostras foram agitadas e incuba-
das a temperatura ambiente por cinco minutos e posteriormente
submetidas a analises em espectrofotometro (595 nm).

Migracdo da enzima do filme

Foram cortados (triplicata) 50 cm? do filme preparado com
1,5 mL de enzima lactase, que posteriormente foram imersos
em 50 mL de agua milli-Q e incubados a temperatura ambiente
por 14 dias. Ap6s esse periodo, 100 UL de cada amostra foram
transferidos para tubos contendo 5 mL de Coomassie Brilliant
Blue e incubados a temperatura ambiente por cinco minutos,
sendo posteriormente submetidos a analises em espectrofoto-
metro (595 nm).

3 Resultados e discussao

3.1 Obtencao da Curva-Padrao

Os resultados obtidos para a elaboracao da curva-padrao
sao mostrados na Figura 1.

De acordo com a curva padrao obtida, pode-se verificar
que 60 UL de enzima lactase adicionadas diretamente ao leite
foram suficientes para promover uma reducao de 85% da
lactose presente no leite.

3.2 Avaliacao da eficiéncia de hidrélise do filme a
7°Cea25°C

As Figuras 2 e 3 mostram, respectivamente, a hidroélise
7 °C e a 25 °C dos filmes produzidos com 0,1; 1 e 1,5 mL de
lactase.

Verificou-se que o filme produzido com 0,1 mL de enzima
lactase promoveu baixa redugao (inferior a 20%) da lactose do
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Figura 1. Porcentagem de hidrdlise de lactose em leite pasteurizado
integral em funcao de diferentes concentracoes de enzima lactase.
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Figura 2. Porcentagem de hidrélise a 7 °C dos filmes incorporados
com 0,1 mL (@), 1 mL (W) e 1,5 mL (4A) de lactase.
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Figura 3. Porcentagem de hidrélise a 25 °C dos filmes incorporados
com 0,1 mL (@), 1 mL (W) e 1,5 mL (A) de lactase.

leite, tanto a 7 quanto a 25 °C. A baixa concentracao de lactase
incorporada (0,1 mL) nao foi suficiente para promover a hidré-
lise da lactose devido ao fato da enzima ter ficado no interior
da matriz polimérica, diminuindo assim o contato com o leite.

Os filmes produzidos com 1 e 1,5 mL da mesma enzima,
reduziram, respectivamente, 78 e 85% da lactose ap6s 24 horas
de contato a 7 °C e 92 e 100% apds 25 horas de contato a 25
°C. Cabe salientar que a elevada hidrolise a 25 °C € aplicavel
ao leite UHT, que, sendo a caixa cartonada revestida com esse

filme (1,5 mL de enzima), necessitaria apenas de 12 horas para
promover hidrélise de 97% da lactose presente no leite.

3.3 Avaliacao da estabilidade do filme

A Figura 4 indica a porcentagem de hidrélise da lactose a
7 °C dos filmes produzidos com 1 mL de lactase e estocados
a 7 °C/7dias e a temperatura ambiente/7 dias.
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Figura 4. Filme incorporado com 1 mL de lactase e estocados a 7 °C/7 dias
(@), a temperatura ambiente/7 dias (M) e sem estocagem (4).

De acordo com os resultados indicados na Figura 4,
verificou-se que o filme apresentou estabilidade quando acon-
dicionado a temperatura ambiente e a 7 °C por 7 dias, sendo
efetivo no processo de reducao do teor de lactose presente no
leite quando utilizado apés o periodo de estocagem.

3.4 Migracao da enzima para o leite

Curva-padréao

Os resultados obtidos para a construcao da curva-padrao
sao mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Relacao entre a densidade 6tica (595 nm) e a concentracao
de albumina bovina (mgmL).
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Migracao da enzima incorporada no filme

A Tabela 1 indica a concentracao de lactase incorporada no
filme e a porcentagem de enzima migrada deles, apds 14 dias
de contato com a agua.

Tabela 1. Porcentagens de enzima migrada para a 4gua apds 14 dias
de contato com os diferentes filmes incorporados com lactase.

Filme Enzima incorporada Enzima (mg) Migracao de
(mg) no filme de 50 cm? migrada lactase (%)

I 42,4 11,2 26,52

II 50,4 10,19 20,22

I 54,4 10,37 19,06

Média 21,94

Observou-se que, em média, 21,94% da enzima incorpora-
da no filme migrou para a 4gua apés 14 dias de contato.

4 Conclusoes

O filme incorporado com lactase apresentou eficiéncia no
processo de hidrdlise do leite e estabilidade a temperatura
ambiente e de refrigeracao, sendo, portanto, uma tecnologia po-
tencial para o revestimento interno de embalagens cartonadas e
barriga mole usadas para acondicionar leite. O leite hidrolisado
podera ser produzido na mesma linha de processamento do
leite convencional, nao havendo assim a necessidade de dispo-
nibilizacao de uma nova linha de processamento.

O desenvolvimento deste produto ira atender a uma grande
parcela de consumidores deficientes na enzima lactase que sao
privados de ingerir o leite.
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