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CARNEIRO, lIsadora Franco Cardozo. Desenvolvimento de um filme proteico
reutilizavel para hidrélise de lactose em leite. 2015. 42 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Leite e Derivados), Universidade Norte do Parana,
Londrina.

RESUMO

A intolerancia a lactose ocorre quando um individuo apresenta dificuldade para
absorver a lactose, e apresenta sintomas tipicos como diarreia, inchaco abdominal e
flatuléncia. E uma doenca relativamente comum no Brasil e, atualmente, as solugdes
para a diminuicdo dos sintomas tem sido a ingestéo de produtos lacteos sem lactose,
a ingestdo de alguns produtos lacteos fermentados, cujo teor de lactose é
parcialmente convertido em acido latico pelas bactérias, ou, ainda, a utilizacdo da
enzima lactase em pilulas ou pastilhas. Porém, o0 acesso a estes produtos nem sempre
€ possivel, e 0 custo beneficio parece ndo ser satisfatorio. Neste contexto, pretendeu-
se desenvolver um filme proteico contendo lactase, que pudesse ser adquirido uma
Unica vez e utilizado durante certo periodo de tempo para hidrolisar a lactose do leite.
Para isso, os filmes foram elaborados a partir de isolado proteico de soro de leite e
glicerol e adicionados da enzima, que ficou imobilizada nestes compostos. Filmes sem
adicdo de enzima foram utilizados como controle. Os filmes foram avaliados quanto a
solubilidade, propriedades mecanicas e capacidade de hidrdlise. Os dados foram
avaliados através de ANOVA e teste de Tukey, no nivel de 5% de significancia. Os
filmes desenvolvidos neste trabalho, contendo a enzima [(-galactosidase,
apresentaram boas propriedades mecanicas. Porém, em relacéo a solubilidade, seréao
necessarios novos testes a fim de se reduzi-la. A capacidade de hidroélise dos filmes
foi adequada apenas durante duas utilizacGes, e somente nas temperaturas de 4°C,
10°C e 25°C, havendo necessidade de mais pesquisas, avaliando-se maneiras de se
adicionar uma quantidade maior de enzima ao filme ou, até mesmo, a realizacao de
outros tipos de imobilizacdo da enzima, que pode ter sido perdida durante as
utilizacdes, justificando a reducao da hidrélise durante o tempo.

Palavras-chave: Intolerancia. p-galatosidase. Reutilizacdo. Imobilizacéo.



CARNEIRO, Isadora Franco Cardozo. Development of a reusable protein film for
lactose hydrolysis in milk. 2015. 42 f. Dissertagcao (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Leite e Derivados), Universidade Norte do Parang, Londrina.

ABSTRACT

Lactose intolerance occurs when an individual presents difficulty to absorb lactose,
associated to typical symptoms such as diarrhea, bloating and flatulence. It is a
sickness relatively common in Brazil and, nowadays, the solutions to minimizing the
symptoms have been the ingestion of dairy products without lactose, fermented dairy
products which the lactose is partially converted in lactic acid by the bacteria or, yet,
the using of the enzyme lactase in capsules. However, the access to these products is
not always possible, and cost benefit may not be satisfactory. In this context, it intended
to develop a milk protein film containing B-galactosidase, that could be acquired once
and be used for a certain amount of time to hydrolyze the milk’s lactose. For that, the
films were developed from whey isolate and glycerol, and added the enzyme, that was
immobilized in it. Films without the enzyme were used as the control group. The films
were evaluated to its solubility, tensile properties and hydrolyses capacity. The data
was evaluated through ANOVA and Tukey test, to the level of 5% of significance. The
films developed in this work that contained the enzyme B-galactosidase presented
good tensile properties. However, regarding the solubility, new tests will need to be
done to reduce it. The hydrolyses capacity was adequate only during two utilizations,
and only in the temperatures of 4°C, 10°C e 25°C, having the need of more research,
evaluating ways of adding more enzyme to the film, or even immobilizing the enzyme
in some other way, that could be lost during its utilizations, justifying the reduction of
the hydrolyses during time.

Palavras-chave: Intolerance. B-galatosidase. Reuse. Immobilization.
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1 INTRODUCAO

A lactose, principal carboidrato do leite, é o constituinte predominante e
menos variavel da matéria seca deste alimento (FOX; McSWEENEY, 1998). E um
dissacarideo composto por uma molécula de glicose ligada a uma de galactose, e esta
presente no leite de todos os mamiferos, em concentracdo que varia entre 2 a 10%.
Permanece em concentragdo média de 4,8% no leite de vaca (MACCIOTTA, 2012).

A m& absorcdo da lactose, consequéncia da hipolactasia, pode ser
congénita ou adquirida (SILVEIRA; PRETTO, 2002). Quando acompanhada de
sintomas tipicos como diarreia, inchaco abdominal e flatuléncia, € denominada
intolerancia a lactose. Nem todos 0s pacientes apresentam estes sintomas, iSso
devido a tipos de polimorfismos diferentes (KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

A epidemiologia da hipolactasia & sempre estudada com base em dois
meétodos chaves: testes genéticos que buscam os polimorfismos e o teste de
hidrogénio expirado, produto da fermentacao da lactose nao hidrolisada por bactérias.
A prevaléncia da hipolactasia primaria do adulto € diversificada no mundo, sendo
aproximadamente de 5% no nordeste da Europa, proximo ao Mar do Norte, com a
menor de todas localizada na Dinamarca (4%), na Suécia (1% a 7%) e na Gra-
Bretanha (5%). A prevaléncia da hipolactasia acentua-se na direcdo do centro-sul da
Europa e aproxima-se dos 100% na Asia e Oriente Médio. Na Africa, a prevaléncia
nas populacdes com tradicéo de pastoreio € muito menor (12% no grupo étnico Beja,
no Sudao), se comparada as populacdes predominantemente de agricultores (74% no
grupo étnico Sandawe, na Tanzéania) (BROWN-ESTERS; MC NAMARA; SAVAIANO,
2012; TISHKOFF et al., 2007).

Atualmente, a fim de minimizar os sintomas provocados pela intolerancia
a lactose, sao indicadas a ingestao de produtos lacteos ndo fermentados com pouca
ou nenhuma lactose, a ingestédo de produtos lacteos fermentados, cujo teor de lactose
€ parcialmente convertido em &cido latico pelas bactérias, ou, ainda, a utilizacdo da
enzima lactase em pilulas ou pastilhas, para adicdo ao leite ou para ingestdo das
mesmas antes do consumo de produtos lacteos.

Todavia, nem sempre se tem acesso a produtos com baixo teor ou livre
de lactose ou a enzima em pilulas ou pastilhas, e quando estes sdo encontrados, 0

custo pode ser bastante dispendioso. Neste aspecto, ha a necessidade de criar um
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sistema reutilizavel contendo lactase, que possa ser adquirido uma Unica vez e

utilizado durante algum tempo para hidrolisar a lactose do leite.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 LACTOSE

A lactose tem um papel importante na sintese do leite, pois é o principal
fator osmético nesse alimento. Em funcéo da estreita relacao entre sintese de lactose
e quantidade de 4gua drenada para o leite, 0 contetdo de lactose é o componente do
leite que tem menos variacéo, tendo sua concentracao aproximada variando entre 2%
e 10% nos diferentes tipos de leite. O teor de lactose no leite bovino varia em torno de
4,4% e 5,2%, com média de 4,8%. Este carboidrato, o principal do leite, € composto
por dois monossacarideos, uma molécula de D-glicose e uma de B-D-galactose (FOX;
McSWEENEY, 1998).

E sintetizada na célula mamaria, a partir de duas moléculas de glicose,
absorvidas do sangue. Uma molécula de glicose é convertida através de epimerizacao
em galactose pela via de Leloir. A galacatose, entdo, é fosforilada e condensada com
uma segunda molécula de glicose por meio de acdo de uma unica enzima de dois
componentes: a lactose sintetase. O grupo no carbono anomeérico da porcao glicose,
por ndo estar envolvido na ligacdo glicosidica, fica livre para reagir com agentes
oxidantes, sendo a lactose considerada, assim, um acucar redutor (FOX, 2009).

No leite, a lactose existe em duas formas isoméricas, denominadas a- e
B-lactose. A estrutura molecular da a e 3 difere na orientacdo de um hidrogénio e de
um grupamento hidroxila no carbono 1 da glicose. Ambas as formas mudam entre si
continuamente. Este fenbmeno é chamado de mutarrotacdo. A velocidade de
mutarrotacéo é determinada por fatores tais quais temperatura, concentracao e acidez
da solucéo. Solucdes de lactose buscam arduamente um estado de equilibrio entre
as formas. Em temperatura ambiente, o equilibrio resulta na propor¢éao 40%-60% para
a- e B-lactose, respectivamente. O fato de que existem duas formas de lactose, que
diferem na estrutura molecular, tem consequéncia importante nas varias propriedades
da lactose como comportamento de cristalizacdo, morfologia do cristal e solubilidade.
A solubilidade de a-lactose é de 70g/L, comparado com 500g/L da B-lactose. A a-
lactose é cristalizada como cristal monohidratado, enquanto a 3-lactose € como cristal

anidro. A forma comercial de lactose é a a-lactose por ser mais termo dependente,
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cristaliza a < 93,5°C, que a [B-lactose, que cristaliza a temperaturas maiores que
93,5°C (FOX, 2009).

Na industria alimenticia, é utilizada frequentemente como
ingrediente em varios alimentos, tais como doces, confeitos, paes, recheios, etc.,
devido as suas propriedades funcionais: a lactose fornece cor e é um agente
texturizante. A lactose tem a capacidade de fornecer cor aos alimentos através da
reacao de Maillard. Quando utilizada em produtos assados, a lactose promove essa
reacdo, o que melhora a coloragdo da crosta. Em altas temperaturas, a lactose
carameliza e contribui para o sabor e cor dos alimentos (NARANJO et al., 2013). E
um agente texturizante, assim como todos os carboidratos, pelo fato de ser soluvel
em agua. A lactose, em si, € menos solluvel se comparada com a sacarose ou
dextrose, mas por possuir poder adocante inferior ao da sacarose, a lactose pode ser
utiizada na formulagédo de alimentos sem ofuscar o sabor natural de outros
componentes (HOURIGAN et al., 2012; POMERANZ, 2012).

Fisiologicamente, a lactose é uma substancia energética que ao ser
ingerida por humanos, € quebrada pela lactase presente no nosso organismo
(TEMESGEN; RATTA, 2015). No intestino, promove a absor¢cdo do célcio,
provavelmente pelo aumento inespecifico da pressdo osmaética, um efeito comum a
muitos acucares e outros carboidratos (FOX; McCSWEENEY, 1998).

Uma das desvantagens da lactose é ndo ser facilmente digerida por
parte da populacédo humana que tem problemas em consumir leite e seus derivados,
por serem intolerantes a lactose, ou apresentarem um quadro de ma absorcao desse
carboidrato (TEMESGEN; RATTA, 2015).

1.2 INTOLERANCIA A LACTOSE

A diminuicdo da capacidade de hidrolisar a lactose é denominada de ma
absorcao da lactose ou lactase néo persistente, que é consequéncia da hipolactasia.
A hipolactasia é a reducdo do funcionamento da enzima lactase na mucosa do
intestino delgado (RANCIARO et al.,, 2014). A ma absorcdo da lactose, quando
acompanhada de sintomas tipicos como diarreia, inchago abdominal e flatuléncia, é
denominada intolerancia a lactose (KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

A hipolactasia pode ser congénita ou adquirida (SILVEIRA; PRETTO,
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2002), sendo, esta ultima, classificada em primaria ou secundéria. A mais comum é a
hipolactasia primaria, que consiste na tendéncia natural do organismo de diminuir a
producéo de lactase com o avancar da idade; a secundaria, transitoria, ocorre devido
a quadros persistentes de diarreia, que provocam a morte das células produtoras de
lactose da mucosa intestinal, principalmente em criangas. Na hipolactasia congénita,
o individuo nasce sem capacidade para produzir lactase, e permanece assim durante
toda a vida (SEQUEIRA et al., 2014).

Quando a lactose nao é hidrolisada, esta nao é absorvida no intestino
delgado, deslocando-se agilmente para o célon. Entdo, a microbiota existente
converte a lactose em &cidos graxos de cadeia curta, gas carbénico e hidrogénio. Os
acidos graxos sao absorvidos pela mucosa do célon, para consumo energético. Os
gases, apos absorcdo intestinal, sdo expelidos pelo pulméo, auxiliando como
instrumento diagndstico (WANG et al., 2014). Esta fermentacdo da lactose pelas
bactérias leva ao aumento do fluxo intestinal e da pressao dentro do célon, podendo
ocasionar dor, flatuléncia e a sensacdo de inchaco abdominal. Além disso, a
acidificacao do interior do colon (resultante do metabolismo microbiano) e o acréscimo
da carga osmotica no ileo e célon, decorrente da lactose ndo absorvida, acarretam
uma grande secrecao de eletrdlitos e fluidos, aléem do aumento do transito intestinal,
0 que resulta em diarreia (ROBAYO-TORRES; QUEZADA-CALVILLO; NICHOLS,
2006; LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008; FOX; McSWEENEY, 1998).

O gene da lactase é um gene autossomal recessivo (FRIEDRICH et al.,
2014). Um estudo realizado com grandes familias na Finlandia (ENATTAH et al.,
2002), utilizando testes genéticos, revelou que as diferencas entre individuos na
atividade da lactase eram em decorréncia de polimorfismo genéticos. Os autores
afirmaram que adultos que tem baixa capacidade de digerir a lactose sdo homozigotos
para o alelo autossomal recessivo que causa o declinio da atividade da lactase pos
desmame, enquanto que os individuos que tem alta capacidade de digestao, sdo ou
heterozigotos ou homozigotos para o alelo dominante. A epidemiologia do
polimorfismo varia de acordo com a regiao.

Mattar e colaboradores (2009) realizaram um estudo com 567
individuos brasileiros de diferentes etnias e pesquisaram a frequéncia do polimorfismo
LCT -13910C>T, que esta intimamente ligado a hipolactasia adulta. Entre brancos
(226) e mulatos (37), a prevaléncia foi de 57%, entre os negros (40) foi de 80%. Ja

entre 0s japoneses a prevaléncia do polimorfismo foi de 100%. Almon e
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coautores (2007) pesquisaram a prevaléncia do polimorfismo LCT -13910C>T em
conjuntos de diferentes idades e etnias na regido central da Suécia. A prevaléncia
global em criangas foi de 14%, maior do que o esperado. Entre caucasianos, a
prevaléncia foi maior em criangas do que em idosos (9% versus 6,8%). A prevaléncia
do polimorfismo, portanto, aumentou e isto pode ser devido a imigracdo de ambos os
grupos nao-caucasianos e caucasianos.

Ambos os estudos corroboram com o de Brown-Esters, Mc Namara e
Savaiano (2012), que afirma que populacdes ligadas ao pastoreio tém mais
possibilidades de apresentarem o polimorfismo da lactase persistente, do que as
populacdes ligadas a agricultura, que apresentam, geralmente, o polimorfismo ligado
a lactase nao persistente. Independente do polimorfismo, o tratamento da patologia &
0 mesmo para todos individuos.

Uma das principais maneiras de se tratar a intoleréncia a lactose é a
reducdo da quantidade de lactose que o individuo ingere, evitando-se a ingestao de
leite e derivados. Porém, a excluséo total e definitiva da lactose na dieta deve ser
evitada, uma vez que pode acarretar prejuizo nutricional de célcio, fésforo e vitaminas,
podendo prejudicar o crescimento e o desenvolvimento ésseos, promovendo
diminuicdo da densidade mineral 6ssea e possiveis fraturas (Di STEFANO et al.,
2002).

Outra maneira de minimizar os efeitos causados pela intolerancia a
lactose € a ingestao de produtos lacteos nos quais a lactose original foi hidrolisada ou
teve sua quantidade reduzida (MATTAR; MAZO, 2010; SAVAIANO, 2014). Séao
utilizados trés métodos para reduzir ou eliminar a lactose do leite e seus derivados:
Tratamento do leite com a B-galactosidase (método de hidrélise utilizado desde
meados de 1970); reducéo de lactose por técnicas de tecnologia de membrana (por
microfiltracdo, ultrafiltracdo ou uma combinacéo dos dois); reducao da lactose do leite
por métodos cromatograficos (usa resinas carregadas para separar as proteinas e
outros ions carregados no leite da lactose) (REHMAN, 2009).

A hidrélise deste carboidrato por acdo da p-galactosidase tem sido um
processo promissor para a industria de alimentos, uma vez que possibilita o
desenvolvimento de novos produtos sem esse carboidrato em suas composicées. O
meétodo de utilizagdo de B-galactosidase é hoje o mais comum combinado com
condi¢Oes brandas, tanto de temperatura, como pH (TEMESGEN; RATTA, 2015). A

desvantagem desta opcdo é que ndo se encontra leite com lactose hidrolisada com
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facilidade, em todos os mercados e padarias.

A terapia de reposicdo enzimética com lactase exdgena é outra
estratégia para a deficiéncia primaria de lactose, na qual preparados comerciais de
lactase (na forma liquida, capsulas ou tabletes) sdo adicionados a alimentos ou
ingeridos juntamente com refeicdes que contenham lactose. Apesar de serem
capazes de reduzir os sintomas da intolerancia, estes produtos nao hidrolisam
completamente a lactose da dieta, apresentando resultados varidveis em cada
individuo (LEVITT; WILT; SHAUKAT, 2013; SHAUKAT et al., 2010).

1.3 LACTASE

A lactase ou [-galactosidase € uma enzima classificada como
hidrolase (EC 3.2.1.23), e também é uma das mais importantes enzimas na industria
de laticinios devido a sua capacidade de hidrolisar a lactose em glicose e galactose
(RAM, 2011). Atua na ligacéo beta do carbono 1 da galactose e o carbono 4 da glicose
(HURLEY, 2009). A lactase tem varios substratos como a propria lactose,
lactosilceramidas, gangliosideos e algumas glicoproteinas (NOLLET, 2012).

A enzima [(-galactosidase € amplamente distribuida na natureza,
podendo ser encontrada em vegetais (particularmente em améndoas, péssegos,
damascos e macas), em orgaos de animais, leveduras, bactérias e fungos (HARJU;
KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). No ser humano, esta situada no jejuno, na
borda dos enterdcitos, células responsaveis pela absor¢éo de nutrientes. E codificada
pelo gene LCT, que esta localizado no cromossomo 2 (FRIEDRICH et al., 2014)).

Algumas caracteristicas da B-galactosidase podem variar de acordo
com a sua fonte. O peso molecular da enzima, por exemplo, pode variar de 850 kDa,
para a E. coli, até 201 e 90 kDa para Kluyveromyces marxianus e Aspergillus oryzae,
respectivamente. A temperatura e o pH 6timos de operacédo podem diferir de acordo
com a fonte enzimatica ou quando se utiliza a enzima imobilizada. As B-galactosidases
provenientes de fungos filamentosos possuem pH e temperatura 6timos de operacao
nas faixas de 3,0 - 5,0 e 50 — 55°C, respectivamente. Se provenientes de leveduras,
0 pH 6timo varia entre 6,0 — 7,0 e acima de 40°C ocorre desnaturacdo (RAM, 2011).

A enzima B-galactosidase tem sido usada preferencialmente em sua
forma livre nas industrias de laticinio em todo o mundo, porém em fung&o de seu custo

relativamente elevado, tem havido grande interesse na imobilizacdo desta. Uma das
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alternativas é a reducao do custo de producao na sintese da enzima, utilizando meios
de cultura mais baratos assim como soro de leite (SANTIAGO et al., 2004).

Li e colaboradores (1975) realizaram testes para averiguar a inibicao
da lactase por diversos compostos. Concluiram que Ag*, Hg* e Zn?* sdo potentes
inibidores, chegando até apenas 1% de atividade enzimatica no caso do mercurio.
Averiguaram também que a galactose, quando adicionada ao meio com a lactase
reduz a atividade em até 34%, enquanto a glicose e o EDTA ndo a alteraram.
Corroborando com estes resultados, Li e colaboradores (2001) concluiram que a
galactose e o mercurio séo inibidores efetivos da lactase, diminuindo a sua atividade
em 28% e 4,9%, respectivamente. O EDTA neste estudo apresentou uma leve
alteracao na atividade com 90,9%.

Diferentes métodos podem ser empregados para extracao de proteinas
intracelulares, os quais dependem da forca fisica da parede celular dos
microrganismos, localizacdo dentro da célula, estabilidade e do uso desejado para o
composto de interesse. Métodos mecanicos, fisicos, quimicos, enzimaticos e a
combinacdo destes podem ser aplicados. No caso de enzimas intracelulares, a
eficiéncia do processo de ruptura deve ser principalmente acompanhada pelo
rendimento da molécula alvo em sua forma ativa, através de ensaio de atividade
enzimatica. Além disso, ap0s o rompimento, a proteina de interesse pode ser
degradada por proteases. A reducdo da temperatura e a adicdo de inibidores de
proteases pode minimizar esse efeito. A liberacdo de acidos nucléicos e proteinas
estruturais também pode aumentar a viscosidade da solu¢do. Mudancas no pH

ajudam a reduzir a viscosidade do homogeneizado celular (MEDEIROS, 2008).

1.4 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Enzimas sdo catalisadores munidos de algumas propriedades
excelentes (elevada atividade, seletividade e especificidade) que permite a execucao
de processos quimicos e bioguimicos mais complexos sob condicfes brandas. No
caso de utilizacdo de enzimas na area industrial como catalisador, a principal
desvantagem de se adotar uma enzima em sua forma sollvel é sua baixa estabilidade,
porém existem métodos que permitem tornar suas propriedades ainda melhores,

como por exemplo a imobilizagao de enzimas (MATEO et al., 2007).
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Imobilizacdo € uma denominacao genérica aplicada para referir-se a
retencéo de uma biomolécula, como por exemplo uma enzima, no ndcleo de um reator
ou de um sistema analitico (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009). A imobilizacdo de
enzimas tem se mostrado, nos ultimos tempos, um potente instrumento para melhorar
guase todas as caracteristicas enzimaticas, como a estabilidade, atividade e
seletividade (MATEO et al., 2007).

Inimeras séo as vantagens da imobilizacdo enzimatica, entre elas o
reaproveitamento do biocatalizador, a diminuicdo do volume de reacédo (alta
concentragcdo de enzima em um menor volume de reator), a simplicidade de manejo
operacional (variaveis do processo mais facilmente controladas devido a operacéo
continua) e a facilidade de purificacéo do produto sem contaminacgao pelo catalisador
(enzima néo soluvel na reacgéo). Varias enzimas imobilizadas em suportes soélidos séo
amplamente utilizadas na fabricacdo de alimentos, produtos farmacéuticos e outros
itens biologicamente importantes (KLEIN et al., 2013) .

Héa varios métodos de imobilizacdo e se baseiam nas ligacoes fisicas
e quimicas entre o0 suporte e a enzima. Os mais empregados sao adsor¢cdo quimica
(ligacao ibnica e covalente) e fisica, ligagédo cruzada, confinamento em matriz ou micro

encapsulamento. Estas metodologias sao resumidas na tabela 1.

Quadro 1. Principais métodos de imobilizacdo de enzimas.

Métodos de Imobilizacdo Enziméatica

Enzimas Encapsuladas Enzimas Ligadas
Matriz Polimérica Microcapsula | Ligacdo Covalente Ligacdo Cruzada  Adsorgdo Fisica  Adsorgdo Idnica

f?\\ oy
¢ 9! o

Fonte: CARDOSO; MORAES; CASS, 2009.

1.5 FILMES A BASE DE PROTEINA DO SORO DO LEITE

A elaboracéo de uma gama de queijos compreende, basicamente, na
concentracdo das caseinas e da gordura do leite, de 6 a 12 vezes, dependendo da

diversidade (FOX, 1988). Durante essa fabricagdo, quando ocorre a quebra do
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coagulo, a fracdo aquosa liberada é denominada soro do leite. Este subproduto
representa 85-95% do volume do leite utilizado na producdo de queijos e retém
aproximadamente 55% dos nutrientes do leite. Entre estes, os mais abundantes sao
lactose (4,5-5% p/v), proteinas soluveis (0,6-0,8% p/v), lipideos (0,4-0,5% p/v) e sais
minerais (8-10% do extrato seco) (SMITHERS, 2008).

A porgéo proteica do soro do leite € bastante heterogénea, representa
aproximadamente 20% das proteinas do leite, composto fundamentalmente por (3-
lactoglobulina, a-lactalbumina, albumina sérica, imunoglobulinas e peptona proteose.
A B-lactoglobulina compreende aproximadamente 57% das proteinas no soro,
enquanto que a a-lactalbumina, albumina sérica, imunoglobulinas e peptona proteose
representam, respectivamente 19%, 7%, 13% e 4%. Estas proteinas sofrem
desnaturacdo a uma temperatura proxima de 70°C, diferente das caseinas que séo
termo resistentes (SAMMEL et al., 2007; PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2002).

Uma quantidade consideravel de soro de leite, que é considerado um
efluente residual, € desprezada anualmente, acarretando um grande problema
ambiental, associados ao seu alto teor de matéria organica e consequentemente altos
valores de DBO (Demanda Biolégica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de
Oxigénio). O seu reaproveitamento tem sido analisado e proposto para aprimorar a
eficiéncia econbmica dos laticinios, diminuindo o impacto ambiental (GIROTO;
PAWLOWSKY, 2001).

O soro do leite é artefato com altissimo valor nutricional e funcional e,
se devidamente processado, tanto como concentrado ou isolado proteico, origina-se
um excelente ingrediente para a producéo de variados alimentos industrializados. Sob
o enfoque nutricional, o soro de leite, por possuir um alto conteido de aminoacidos
essenciais, € apontado como discretamente superior, se comparado a caseina.
Aminoacidos essenciais, tais quais, lisina, treonina, triptofano, fenilalanina e tirosina
(TEIXEIRA, L. V.; FONSECA, 2008; LIU; XIONG; BUTTERFIELD, 2000).

Nas mais diversas aplicacdes alimenticias, as proteinas do soro de
leite tém sido empregadas, devido aos seus atributos funcionais, tais como, a
emulsificacdo, solubilidade, gelatinizacdo, viscosidade, formacdo de espuma.
(CURVELLO; DOS SANTOS VILAR, 2013; KORHONEN; PIHLANTO, 2007).

Através da aplicacéo de proteinas do soro do leite com a incorporacao
de plastificante e posterior desnaturacdo da solucao obtém-se um filme transparente,

flexivel e brando. Este filme possui excelentes propriedades de barreira para aromas,
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lipidios e oxigénio em baixa umidade relativa (KHWALDIA et al, 2004). No momento
em que a formulacdo do filme passa por uma deshaturagdo da solucéo de proteina,
0s mesmos transformam-se em insolUveis em 4gua e melhoram suas propriedades
mecanicas (PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2002). Filmes elaborados somente a partir de
concentrado ou isolado proteico aparentam-se delicados e quebradi¢cos, sendo
inviavel sua utilizacao para elaboracao de embalagens ou coberturas. Desta maneira,
€ essencial a incorporacdo de plastificantes na producdo para aprimorar suas
caracteristicas de textura (VIEIRA et al., 2011; SHIMAZU; MALI; GROSSMANN,
2007).

Filmes a base de proteinas do soro do leite ttm sido empregado na
indastria alimenticia para as mais diversas funcdes como retardacdo de oxidacao
lipidica em amendoins (MIN; KROCHTA, 2008) e em salméao congelado (STUCHELL,;
KROCHTA, 1995), diminuicdo de perda de massa em ovos (ALLEONI; ANTUNES,
2005), prevencao do escurecimento de magas utilizando filmes enriquecidos de cera
de abelha (PEREZ-GAGO et al., 2003) e a¢&o antimicrobiana com filmes incorporados
de Oleo essencial de orégano, alho e alecrim (SEYDIM; SARIKUS, 2006) e
incorporados de lactoferrina (MIN; KROCHTA, 2005).

Filmes biodegradaveis ou comestiveis constituem um meio
conveniente para prolongar a vida de prateleira de alimentos e aumentar a qualidade
dos mesmos, sem contribuir para poluicdo ambiental. Além de atuar como barreiras
seletivas para a umidade, gas e migracéo de solutos, os filmes podem funcionar como
portadores de muitos ingredientes funcionais, tais como a enzima lactase
(ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009).

3 OBJETIVO

Desenvolver um filme reutilizavel a base de isolado proteico de soro

de leite, para a hidrélise da lactose do leite.
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1 INTRODUCAO

A intolerancia a lactose é a ma absorcéo da lactose associada aos
sintomas tipicos como flatuléncia, diarreia e inchaco abdominal. Essa ma absorcéo
deve-se a reducao da capacidade de hidrélise da lactose, decorrente da hipolactasia,
gue é adiminuicao do funcionamento da enzima 3-galactosidase na mucosa do jejuno.
A intolerancia pode ser congénita, quando o individuo ja nasce sem a capacidade de
produzir a -galactosidase, ou adquirida. Esta Gltima pode ser classificada em primaria
(tendéncia natural do organismo em reduzir a producdo da enzima) ou secundaria
(transitdria, ocorre apos episodios de diarreia persistente, geralmente em criancas)
(KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015; RANCIARO et al., 2014; SEQUEIRA et al.,
2014; SILVEIRA; PRETTO, 2002).

Algumas condutas para se evitar os sintomas decorrentes da
intolerancia a lactose baseiam-se na ingestdo de produtos lacteos com pouca ou
nenhuma lactose, tratados previamente com a enzima 3-galactosidase, e de produtos
fermentados em que a lactose é parcialmente convertida em acido latico. H4 também
a possibilidade de o consumidor adquirir a lactase exégena em preparados comerciais
nas formas liquida, capsulas, tabletes ou pd, que podem ser adicionados aos
alimentos ou ingeridos juntamente com alimentos que contenham lactose. (Di
STEFANO et al.,, 2002; LEVITT; WILT; SHAUKAT, 2013; MATTAR; MAZO, 2010;
SAVAIANO, 2014; SHAUKAT et al., 2010). Apesar de estes produtos serem eficazes
na atenuacdo dos sintomas, ndo sdao encontrados com facilidade em mercados e
farmacias e seu custo € alto. Uma possivel opcéo seria a elaboracdo de um filme a
base de isolado proteico.

O isolado proteico de soro de leite, um ingrediente bastante utilizado
pela industria alimenticia, também pode ser aplicado na formacdo de filmes
comestiveis e biodegradaveis (CURVELLO; DOS SANTOS VILAR, 2013;
KORHONEN; PIHLANTO, 2007; LIU; XIONG; BUTTERFIELD, 2000; SMITHERS,
2008). Esses filmes podem auxiliar no prolongamento da vida de prateleira de
alimentos, atuando como barreiras seletivas para umidade e podendo, além disso,
carrear ingredientes funcionais (ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS,
2009).

Os filmes a base de isolado proteico de soro de leite sao utilizados

para as mais diversas finalidades: retardacdo de oxidacédo lipidica em amendoins,
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diminuicdo de perda de massa em ovos, prevencdo do escurecimento de magas
utilizando filmes enriquecidos de cera de abelha e acdo antimicrobiana de filmes
incorporados com 6leo essencial de orégano, alho e alecrim e com lactoferrina
(ALLEONI; ANTUNES, 2005; MIN; KROCHTA, 2005; MIN; KROCHTA, 2008; PEREZ-
GAGO et al., 2003; SEYDIM; SARIKUS, 2006).

Varias séo as aplica¢des do filme proteico, mas ndo foram encontrados
estudos na literatura em que se utilizou a enzima (B-galactosidase como ingrediente
funcional dos mesmos. Desta maneira, o desenvolvimento de um filme a base de
isolado proteico de soro de leite contendo B-galactosidase imobilizada, abre uma nova
perspectiva de mercado, permitindo que o consumidor possa utiliza-lo mais de uma
vez para a hidrolise da lactose do leite. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver
um filme reutilizavel a base de isolado proteico de soro de leite, para a hidrélise da
lactose do leite.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producéao dos filmes

Foram elaborados dois tipos de filmes: 1) filme controle, composto de
Isolado proteico do soro de leite, glicerol e tween 80; 2) filme composto por isolado
proteico do soro de leite, glicerol e tween 80, adicionado da enzima B-galactosidase
na concentracdo de 10%.

Os filmes foram produzidos a partir de isolado proteico de soro de leite
(WPI, Arla Foods 92%, Arhus, Dinamarca), Glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados
Unidos da América), p-galactosidase (Maxilact LX 5000, DSM Food Specialities,
Seclin, Franca) extraida de Kluveromyces lactis, Tween 80 (Synth, Diadema, Brasil).
Para as andlises de hidrdlise, foi utilizada solucédo de lactose 4,8% (Jand Quimica,

Sao Paulo, Brasil).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%85rhus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dinamarca
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2.1.1 Filme Controle (F.C)

Os filmes foram produzidos segundo metodologia descrita por
Yoshida e Antunes (2009), com modificagées na concentracao de glicerol utilizada. O
concentrado proteico de soro (7%, em massa seca) foi disperso em agua destilada,
seguido de homogeneizacdo em agitador magnético até a dissolucdo total. Em
seguida, foi adicionado 6% de glicerol e a solucéo filmogénica foi aquecida a 90°C/30
minutos em banho-maria, com o objetivo de desnaturar as proteinas. Assim que foi
retirada do banho-maria foi adicionado o tween 80 a 0,5% com a funcédo de
conservante. A solucéo entao foi resfriada, em banho de gelo até atingir a temperatura
de secagem (32°C). Para os testes das propriedades mecanicas, padronizou-se
volumes de 50 mL em placas de Petri com 9 cm de diametro; para os demais testes,
volumes de 20 mL da solucdo foram distribuidos em recipientes de 3,5 cm de
diametro. As solucdes distribuidas nas placas e recipientes foram secas por 96 horas
a 32°C em B.O.D. Apos secagem, os filmes foram removidos com o auxilio de uma
espatula e armazenados em bandejas assepsiadas em B.O.D. a 25°C, até o momento

das analises.

2.1.2 Filme Adicionado de B-galactosidase (F.B)

A metodologia para a producao dos filmes contendo B-galactosidase
foi a mesma descrita em 2.2.1, diferindo apenas pela adicdo da enzima, na
concentracdo de 10%, apds o resfriamento a 32°C. O processo de secagem e 0

acondicionamento dos filmes foram os mesmos descritos em 2.2.1.

2.2 Caracterizacao dos filmes

Os filmes foram caracterizados quanto ao aspecto visual, solubilidade

em agua, propriedades mecanicas, capacidade de hidrélise.

2.2.1 Aspecto visual

Os filmes foram avaliados quanto ao aspecto visual no momento em

gue foram retirados dos recipientes apds a secagem, com a finalidade de utilizar, para
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as determinagbes analiticas, somente aqueles homogéneos (sem a presenca de
particulas insoluveis, bolhas e coloracao uniforme), continuos, sem rupturas ou zonas

guebradicas.

2.2.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em agua foi estabelecida utilizando-se o
método de Gontard et al. (1994), em triplicata. As amostras foram secas em estufa a
105°C por 24 horas e pesadas em balanca analitica para obtencdo da massa seca
inicial. Posteriormente, foram imersas em 50 mL de &gua destilada e mantidas sob
agitacdo lenta (100 rpm) por 24 horas, a 25°C, utilizando-se uma mesa agitadora
automatica (TECNAL TE420, Piracicaba, Brasil). Apés esse periodo, as amostras
foram submetidas a secagem em estufa a 105°C por 24 horas e pesadas novamente,
para obtencdo da massa seca final. A solubilidade foi calculada utilizando a equagé&o
abaixo:

SOL = (Mi-Mf) /Mi x 100

Onde: SOL € a massa solubilizada em funcdo da massa seca inicial

(%); Mi € a massa seca inicial (g); Mf € a massa seca final, apés solubilizacéo (g).

2.2.3 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas de tracao dos filmes foram avaliadas em
8 amostras, utilizando-se Analisador de Textura CT3 (Brookfield, Middleboro, USA),
de acordo com o0 método da American Society for Testing and Material (ASTM, 2010).
As amostras foram cortadas em tiras de 80 mm de comprimento x 25 mm de largura,
sendo a velocidade do teste 1 mm/s e a carga Trigger de 0,05 N. As medidas foram
conduzidas em temperatura de 25°C. Foi determinada a resisténcia maxima a tracao
na ruptura (RMTR) e alongamento (A) a partir do pico de carga e a deformacéo no
pico de carga, fornecidos pelo aparelho. Posteriormente, a resisténcia e o

alongamento foram calculados utilizando as equacdes a seguir:
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RMTR = Fm/A

Onde: RMTR é a resisténcia maxima a tracao na ruptura (Mpa); Fm é
a forca maxima no momento da ruptura do filme (N); A é a area da seccao transversal
do filme (mm 2).
A = (Lf - Lo/Lo) x 100

Onde: A é o alongamento maximo sem que haja ruptura (%); Lf é o

comprimento final (mm); Lo € o comprimento inicial (mm).

2.3 Capacidade de hidrolise

A capacidade de hidrolise de F.§ foi avaliada diariamente apos a
secagem e retirada do recipiente, durante 5 dias, em quatro temperaturas: 4°C, 10°C,
25°C e 50°C. Durante esse tempo, foram avaliadas amostras de duas producdes,

sendo cada analise realizada em triplicata.

As amostras foram dispostas em copos plasticos previamente
assepsiados contendo 50 mL de solucéo esterilizada de lactose, em concentracéo de
4,8%. A cada hora, a concentracdo de glicose foi medida, utilizando-se o kit Bioliquid
glicose (Laborclin, Pinhais, Brasil), cuja leitura foi realizada em espectrofotbmetro a
505 nm (Biomatte 3, Thermo Scientif, Waltham, Estados Unidos da Ameérica). A partir

da absorbancia, a porcentagem de hidrélise foi calculada através da equacéao a seguir:

H = {(Abs x Fc) /1000} x 2 x 100
Li

Onde: H é a capacidade de hidrdlise (%); Abs é a absorbancia obtida
no teste de glicose; Fc é o fato de correcédo do padrdo da glicose; Li é a lactose inicial
(%).

2.4 Comparacao de performance (F.B vs Enzima livre)

Foi comparado no primeiro dia de teste de capacidade de hidrdlise a
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performance do F.p com a enzima livre dispersa na solugdo 4,8% de lactose, nas
mesmas concentracdes dos filmes e nas mesmas temperaturas. O resultado foi

apresentado em porcentagem de glicose na solugéo.

2.5 Andlise dos dados

A avaliacdo dos dados foi feita por Andlise de variancia (ANOVA),
utilizando-se o programa Statistica® (Stasoft; Estados Unidos da América). As
diferencas significativas entre as médias foram identificadas por meio do teste de
Tukey (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aspecto visual

Visualmente, todos os filmes a base de isolado proteico de soro de
leite, adicionados ou nado de [-galactosidase, apresentaram-se, no geral,
homogéneos, sem bolhas e/ou rupturas, sem zonas quebradi¢cas, com superficies
lisas, transparentes e levemente amarelados (Figura 1). Ambos soltaram-se

facilmente das placas.

Figura 1 - Aspecto visual dos filmes a base de proteina de soro de leite, contendo
(F.B) ou ndo (F.C) a enzima B-galactosidase.
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F.C F. B

Os filmes adicionados de 10% de enzima (F.3) apresentaram-se mais
amarelados e maleaveis que os filmes controle (F.C). Uma explicacdo para isto é a de
gue, quando o glicerol foi adicionado ao isolado proteico, a quantidade colocada foi
abundante e, consequentemente, nem todos os seus radicais hidroxila ligaram-se as
proteinas do isolado, formando uma rede estruturada e rigida. Em F.3, a partir do
momento em que a - galactosidase foi adicionada, os radicais hidroxila que estavam
livres ligaram-se a enzima, alterando a estrutura inicial da rede que havia sido formada
inicialmente, atribuindo maior maleabilidade a este filme.

Mchugh e Krochta (1994) produziram filmes a base de isolado
proteico de soro com glicerol e com sorbitol e glicerol e observaram que os que
continham sorbitol e glicerol eram mais flexiveis que o0s que continham apenas
glicerol.

Ramos et al. (2013) avaliaram a adicado de trés diferentes niveis de
glicerol (40, 50 e 60%) a filmes produzidos a partir de isolado e concentrado proteicos
de soro e encontraram aspectos visuais semelhantes aos verificados neste trabalho,
sendo todos eles transparentes, flexiveis e homogéneos, com superficies lisas, sem
poros visiveis ou rachaduras. As mesmas caracteristicas foram verificadas por Oses
et al. (2009), para filmes preparados com isolado proteico de soro e diferentes
concentracfes de umidade (50% ou 75%).

Sothornvit et al. (2010) e Fernandez et al. (2007) produziram filmes a
partir de isolado proteico de soro adicionados de argila organica e de acidos graxos

(estearico, oleico e linoleico), respectivamente, e observaram que essas substancias
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afetaram a transparéncia dos filmes, tornando-os opacos.

3.2 Solubilidade em &gua

A solubilidade de F.C foi de 36,61%+1,08, maior que a de F.3, que foi
de 26,09%+2,31. Isto ocorreu, provavelmente, devido a alta taxa de radicais hidroxila
livre, advindas do glicerol, que o filme F.C possuia. Quando este filme foi colocado em
contato com a agua, a mesma interagiu com estes radicais livres, aumentando assim
sua solubilidade. No filme F., como ha uma menor quantidade de radicais livres, a
solubilidade foi menor.

Os filmes mantiveram o formato apOs a realizacdo do teste de
solubilidade, provavelmente devido a essa rede formada, de alta estabilidade.
McHugh e Krochta (1994) afirmaram que filmes a base de isolado proteico do soro de
leite sdo parcialmente insolUveis em agua em razdo da presenca de ligacOes
dissulfidicas intermoleculares, tornando-os robustos e resistentes a solubilizacdo em
agua.

A solubilidade dos filmes a base de isolado proteico de soro de leite
produzidos por Kim e Ustunol (2001) foi de 31,6%, corroborando com os resultados
do presente estudo. Entretanto, os filmes elaborados por Amin e Ustunol (2007),
apresentaram solubilidade em torno de 28-26%, diferindo dos resultados obtidos neste
trabalho, o que pode ser justificado pela maior quantidade de plastificante (glicerol)
utilizado pelos autores.

Di Pierro et al. (2006) produziram filmes de isolado proteico de soro
de leite e quitosana, com e sem a enzima transglutaminase. Os filmes controle
apresentaram solubilidade de 36%, enquanto os que continham a enzima foram
insoluveis. Os autores afirmam que a insolubilidade deveu-se a ligacdo cruzada entre
a enzima e a quitosana.

Em 1998, Galietta et al. elaboraram filmes controle (isolado proteico e
glicerol) e filmes adicionados de formaldeido. A solubilidade dos filmes controle foi em
torno de 40-30%, corroborando com os resultados do presente trabalho. No entanto,
a solubilidade dos filmes com formaldeido caiu para 30-20%, provavelmente devido a

formacéo de ligacdes covalentes devido a sua adicao.
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3.3 Propriedades mecanicas

Os parametros de propriedades mecanicas provém conhecimento
sobre as forcas intermoleculares compreendidas na estabilizacdo da matriz e sobre a
energia requisitada para que o filme se rompa. A resisténcia maxima a tragdo € a
tensdo sustentada pelo filme até o momento de sua ruptura enquanto que o
alongamento é a medida em milimetros de quanto o filme se distende antes de romper
(MACLEOD; FELL; COLLETT, 1997). Ambos os parametros foram determinados a fim
de constatar se os filmes eram resistentes o suficiente para suportar varias
reutilizacoes.

Os dois filmes elaborados apresentaram resisténcia a ruptura. 1sso
ocorre porque, durante o preparo da solucao formadora de filmes, a mesma passou
por um tratamento térmico de 90°C/30min, 0 que provocou desnaturacdo das
proteinas do soro, auxiliando na formacao da matriz do filme. Esse tratamento térmico
acarretou em alteracdes na estrutura tridimensional da proteina, como a exposicao de
grupos sulfidrilas e o estabelecimento de ligacbes covalentes S-S, o que auxilia a
formacé&o do filme com propriedades mecanicas aceitaveis, ou seja, filmes estaveis,
com a capacidade de estender (FAIRLEY et al.,, 1996). Neste trabalho, ndo foi
verificada diferenca estatistica na porcentagem de alongamento entre F.C (64,48+
20,00) e F. (50,74+ 9,74).

O filme controle apresentou maior resisténcia a ruptura (0,93 £ 0,06
MPa) quando comparado ao filme adicionado de enzima (0,35 + 0,05
MPa). Provavelmente, isso é devido ao fato de que as proteinas desnaturadas do
isolado, unidas pelo glicerol, formaram uma estrutura firme e rigida, necessitando-se
de mais forca para seu rompimento. Quando o filme foi acrescido de enzima, a B-
galactosidase competiu com as proteinas do isolado pelos radicais livres do glicerol,
desestabilizando a estrutura original, firme e rigida, e tornando-a maleavel e menos
resistente a ruptura.

Zhou, Wang e Gunasekaran (2009) produziram filmes de isolado
proteico acrescidos de nano particulas de diéxido de titanio. A resisténcia maxima a
ruptura e alongamento do filme padréo dos autores foi de 1.69 + 0.03 e 55.56 + 1.05,
respectivamente, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Em 2013, Schmid et al. realizaram testes com concentracdes

diferentes de isolado proteico em filmes, mantendo constante a quantidade do
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plastificante, no caso o glicerol. Os autores constataram que conforme a concentragao
de isolado aumentava, a resisténcia maxima a ruptura diminuia. Possivelmente isto
ocorreu pois havia uma maior exposicao de grupos sulfidrilas para o plastificante se
ligar e formar uma rede estavel, porém maleéavel.

Shaw et al. (2002) efetuaram uma pesquisa em filmes de isolado
proteico com diferentes tipos de plastificantes (glicerol, xilitol e sorbitol). Os filmes
feitos com glicerol tiveram a maior porcentagem de alongamento e menor taxa de
resisténcia maxima a ruptura, mimetizando os dados encontrados pelo atual estudo.

Gounga, Xu e Wang (2010) elaboraram pesquisas em filmes de
isolado proteico com concentracdes diferentes de isolado, glicerol e pululano. Os
autores observaram que conforme a proporcdo entre o isolado e o plastificante
diminuia, a resisténcia maxima a ruptura diminuia e o alongamento aumentava,
validando os resultados obtidos no presente estudo, em que a proporcao de isolado
para plastificante foi de 1,6:1.

Pérez-Gago, Nadaud e Krochta (1999) pesquisaram as propriedades
mecanicas de filmes de isolado proteico com e sem tratamento térmico. O
alongamento dos filmes que produziram permaneceu entre 40-55%, corroborando

com os resultados obtidos no atual estudo.

3.4 Capacidade de Hidrolise

Observou-se que a maior porcentagem de hidrdlise da lactose obtida
com a utilizacdo do filme elaborado foi de 76,99%, quando este foi utilizado pela
primeira vez, na temperatura de 4°C. A porcentagem de hidrélise foi avaliada durante
9 horas durante os cinco dias de testes.

No primeiro dia de hidrélise da solucdo contendo 4,8% de lactose,
observou-se que quanto menor a temperatura de incubacdo utilizada, maior foi a

capacidade de hidrdlise do filme de isolado proteico (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de lactose hidrolisada em cinco dias em diferentes temperaturas (média
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+ desvio padrdo) observados durante cinco dias, em diferentes temperaturas.

Tempo (Dias)

Temperatura
1 2 3 4 5
4°C 76,9984 +2 92 7520 +258 21,01 +246 18,01*®+1,25 8,68°C +0,32
10°C 71,678+2,66 76,79%A+1,77 23,73%¢+3,42 19,35 +1,33 11,57*+0,71
25°C 64,83 +2,11 68,47°4+257 16,77°°+0,62 5,30°°+0,72 0
50°C 58,499 + 212 23,12 + 2,09 - - -

abcd | etras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao
nivel de 95% de confianca.
ABCDE | etras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao
nivel de 95% de confianca

No segundo dia de utilizacdo, verificou-se que, nas solucbes que
foram incubadas a 10 e 25°C, houve um pequeno aumento da capacidade de
hidrélise, em relacdo ao primeiro dia. Novamente, a taxa de hidrolise apresentou-se
maior nas temperaturas mais baixas (4°C e 10°C). O filme incubado a 50°C
apresentou uma queda consideravel na capacidade de hidrolise da lactose,
demonstrando que a alta temperatura possivelmente causou algum dano a enzima.

Na terceira vez em que os filmes foram utilizados, verificou-se
relevante queda na capacidade de hidrélise, em todas as temperaturas, tendo variado
entre 16,77 e 23,73. Além disso, o filme incubado a 50°C perdeu sua integridade e 0s
testes nesta temperatura foram descontinuados.

Na quarta utilizacdo dos filmes, verificou-se reducéo significativa
(p<0,05) da taxa de hidrolise da lactose nas temperaturas de 10 e 25°C, sendo maior
nesta dltima. A capacidade de hidrdlise variou entre 5,3 e 19,35%. Na quinta vez em
gue os filmes foram utilizados, ndo foi verificada hidrélise a 25°C. Nas outras
temperaturas (4°C e 10°C), houve reducao significativa da hidrolise, variando entre
8,68 e 11,57%.

Esses resultados demonstram que os filmes, da maneira como foram
elaborados neste trabalho, funcionaram adequadamente apenas durante duas
utilizacGes, somente nas temperaturas de 4°C, 10°C e 25°C, sendo necessérias mais
pesquisas, avaliando-se maneiras de se adicionar uma quantidade maior de enzima
ao filme ou, até mesmo, outros tipos de imobilizagdo da enzima, que pode ter sido

perdida durante as utilizacdes, justificando a redugéo da hidrdlise durante o tempo.
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2.5 Comparacéo de performance (F.3 vs Enzima livre)

A fim de se comparar a performance da hidrélise promovida por F.8
no primeiro dia de utilizagdo, com a hidrdlise promovida pela enzima livre, na mesma
concentragdo em que esta estava presente no filme, em todas as temperaturas
testadas, foi avaliada a concentracdo de glicose nas respectivas solugdes. Os
resultados obtidos podem ser observados na figura 1.

2,5

1,5
B E. Livre
E. Imob
0,5
0
4 10 25 50

Temperatura(°C)

Glicose (%)

[EE

Figura 1 - Concentracao de glicose nas solucdes de lactose, ao final da
primeira utilizacdo dos filmes proteicos contendo [-galactosidase
(E.Imob.) e da enzima B-galactosidase livre (E. livre), em diferentes
temperaturas.

Observa-se que a concentracdo de glicose verificada nas solucdes
adicionadas do filme e da enzima livre foram semelhantes a 25°C e 50°C. Porém,
guando incubados em temperaturas mais baixas (4°C e 10°C), verificou-se melhor
performance da enzima livre.

Outros autores verificaram maior atividade da enzima livre, quando
comparada a imobilizada, como pode ser observado a seguir. Neri et al. (2009)
imobilizaram B-galactosidase proveniente de Aspergillus oryzae em particulas
magnéticas de polisiloxano alcool-polivinilico e avaliaram a hidrdélise, tanto da enzima
livre quanto da imobilizada, em solucéo de lactose 50% a 40°C. Ao atingir seis horas,
a porcentagem de glicose era de 15% e 9% para a livre e imobilizada,
respectivamente.

Szczodrak (2000) imobilizou a B-galactosidase de Kluyveromyces



34

fragilis em esferas de silica e observou a capacidade de hidrélise da mesma e da
enzima livre em uma solucgéo de lactose 5% a 35°C. Na quadragésima oitava hora de
teste, a glicose atingiu sua taxa maxima de 2,4%. Nas mesmas condicdes, a taxa da
glicose para a enzima imobilizada foi de 1,7%.

Porém, alguns autores verificaram que a enzima livre foi menos
eficiente que a imobilizada. Haider e Husain (2009) imobilizaram a [3-galactosidase
advinda de Aspergillus oryzaem granulos de amido e alginato de calcio com uma
camada de concavalina A, e pesquisaram sua eficiéncia e a da enzima livre e em leite
e concentrado proteico do soro a 37°C. Na quinta hora de experimento, a taxa de
glicose da enzima livre e imobilizada eram respectivamente 1,46% e 1,89%. Os
resultados diferem do presente estudo em que a enzima livre foi mais eficiente que a

enzima imobilizada.

4 Conclusao

Os filmes desenvolvidos neste trabalho, contendo a enzima -
galactosidase, apresentaram boas propriedades mecéanicas. Porém, em relacdo a
solubilidade, serdo necessarios novos testes a fim de se reduzi-la. A capacidade de
hidrolise dos filmes foi adequada apenas durante duas utilizacdes, e somente nas
temperaturas de 4°C, 10°C e 25°C, havendo necessidade de mais pesquisas,
avaliando-se maneiras de se adicionar uma quantidade maior de enzima ao filme ou,
até mesmo, a realizacdo de outros tipos de imobilizacdo da enzima, que pode ter sido

perdida durante as utilizacdes, justificando a reducéo da hidrdélise durante o tempo.
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5 CONCLUSOES

Os filmes produzidos foram eficientes na hidrolise da lactose, quando
utilizados uma ou duas vezes, nas temperaturas de 4°C, 10°C e 25°C, porém a taxa
de hidrdlise foi bastante reduzida a partir da terceira utilizacdo dos mesmos.
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