‘ Untitled-1

ISSN 0103-989X
Licenciado sob uma Licenca Creative Commons

PRODUCAO DE DOCE DE LEITE COM TEOR REDUZIDO

DE LACTOSE POR B-GALACTOSIDASE

Doce de leite production with B-galactosidase for individuals
with lactose intolerance

Karina Mota Martins Moreiral®l; Linnae Hoffmann Coelho™, Carla Corradi Perinil¥,

Matcia Rapaccil®, Laura Beatriz Karam!

[ Nutricionista, Departamento de Nutri¢io da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), Curitiba, PR - Brasil, e-mail:
karininha_m@yahoo.com.br, linnaecoelho@hotmail.com, carla.corradi@pucpr.br

Pl Quimica-Departamento de Engenharia de Alimentos da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR), Curitiba, PR -
Brasil, e-mail: rapacci.m@pucpr.br

¥ Engenheira de Alimentos, Departamento de Engenharia de Alimentos ¢ Programa de Pés-graduagio em Ciéncia Animal da
Pontificia Universidade Catélica do Parani (PUCPR), Curitiba, PR - Brasil, e-mail: laura.karam@pucpr.br

Resumo

A intolerancia a lactose ¢ uma inabilidade para digerir completamente a lactose, o acgucar
predominante do leite. Tal fato se torna preocupante, pois essa condi¢do afeta mais de 75% da
populagio mundial. O objetivo deste trabalho foi propor a producio de um doce de leite com
teor reduzido de lactose, testando duas marcas comerciais da B-galactosidase. Os doces de leite
foram submetidos as andlises fisicas, quimicas e sensoriais. Nos testes preliminares verificou-se
que o grau de hidrélise total da lactose presente no leite, na concentra¢io de 0,8 g de
B-galactosidase por litro de leite, foi atingido em 6 horas. No doce de leite, os niveis de lactose
foram inferiores ao limite de quantificagio (< 0,5%), podendo ser considerado com teor reduzido
de lactose. Pelo teste sensorial de comparacio multipla, as enzimas -galactosidase de ambas as
marcas nao apresentaram diferenca significativa (em nivel de 5%) com relacdo ao sabor do
produto, quando comparadas com o padrdo, sem o uso da enzima. Ja a colorac¢ao escura dos
doces produzidos com leite tratado com a enzima B-galactosidase foi atribuida a intensificacdao
da reacio de Maillard no pH 6,0 e a hidrélise da lactose com a maior disponibilizacido de acicares
redutores. A composi¢io centesimal média dos doces de leite produzidos foram 26,9% de
umidade, 6,8% de gordura, 8,6% de proteina, 55,8% de carboidratos e 1,7% de cinzas. Pode-se
concluir que os doces de leite produzidos com as diferentes marcas da enzima 3-galactosidase
podem ser consumidos por portadores intolerantes a lactose.
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Abstract

The lactose intolerance is an inability to fully digest lactose, the predominant sugar of milk.
That’s a concern because this condition affects more than 75% of world population. The aim of
this work was to propose the production of doce de leite with reduced lactose content, testing
two marks of commercial B-galactosidase. Doce de leite was subjected to physical, chemical and
sensory analysis. In preliminary tests it was found that the degree of lactose’s total hydrolysis
in milk, at a concentration of 0.8 g of B-galactosidase per liter of milk, was reached in 6 hours.
In doce de leite, the lactose levels were below the limit of quantification (< 0.5%), thus can be
considered as low level of lactose. At the sensory test of multiple comparison, B-galactosidase
enzyme in both brands of milk showed no significant difference (in level of 5%) when compared
with the standard taste of the product, without using the enzyme. The darker color of doce de
leite produced with the enzyme B-galactosidase is due to the Maillard reaction, intensified in pH
6.0, and to lactose’s hydrolysis initially present in milk, which released more reducing sugars to
take part of this reaction, during the production of doce de leite. The average composition of the
produced doce de leite was 26.9% moisture, 11.3% fat, 8.6% protein, 51.4% carbohydrate and
1.7% ash. It can be concluded that the doce de leite produced with different brands in the
B-galactosidase enzyme can be consumed by the lactose intolerant individuals.

Keywords: Doce de leite. Lactose reduction. 3-galactosidase.

INTRODUGCAO

A intolerancia a lactose ¢ uma inabilidade do organismo para digerir completamente a
lactose, o agtcar predominante do leite, decorrente da queda da atividade da B-galactosidase na mucosa
intestinal (TEO, 2002). Essa condicdo afeta mais de 75% da populagio mundial, dos quais
aproximadamente 5% ocorrem no norte da Europa, e mais de 90% em alguns paises da Asia e da Africa
(BULHOES et al., 2007). No Brasil, estudos mostram prevaléncias de 8% a 45% nas regides sudeste
e sul (PRETTO et al., 2002; PEREIRA FILHO; FURLAN, 2004), com aumento significativo na regiao
notrdeste (75%) (SPARVOLI, 1989).

A deficiéncia de B-galactosidase é geralmente diagnosticada com base em: histéria de
sintomas gastrointestinais (dores e distensdo abdominais, flatuléncia e diarreia) que ocorrem apds
ingestdo do leite; teste para niveis anormais de hidrogénio na respiracdo; ou teste de tolerancia a lactose
(LOMER et al., 2008).

O tratamento da intolerancia a lactose consiste basicamente na retirada ou diminuicio desse
acucar da dieta, o que leva ao desaparecimento progressivo dos sintomas (SUAREZ; SAVAIANO,
1997). Tendo em vista que o leite ¢ uma das principais fontes de lactose, pois ela representa 4,6% dos
seus soélidos totais, a quantidade desse alimento na dieta deve ser reduzida. Uma das grandes
preocupacbes com a diminui¢do da lactose na alimentacio ¢ a garantia do fornecimento de quantidade
apropriada de proteinas, calcio, riboflavina e vitamina D, que tem no leite e em seus derivados sua maior
fonte (UGGIONI; FAGUNDES, 20006).

Observa-se que existem hoje no mercado produtos considerados substitutos ao leite de vaca,
que sdo direcionados aos individuos intolerantes a lactose. A maioria desses produtos ¢ produzida
empregando-se a soja como matéria-prima. A substituicao do leite de vaca por bebidas a base de soja
seria uma alternativa nutricionalmente perfeita, se fosse considerada apenas a quantidade de proteina.
No entanto, sabe-se que a soja tem uma quantidade significativamente menor de célcio em sua
composicido quando comparada com o leite de vaca (CASE et al., 2005).
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Atualmente, no Brasil sio comercializadas varias marcas de leite com teor reduzido de
lactose; entretanto, ha no mercado uma caréncia de produtos lacteos industrializados. Industrialmente
emprega-se a enzima B-galactosidase, ou lactase de origem microbiana, para hidrolisar a lactose do leite.
O leite com teor reduzido de lactose pode apresentar um decréscimo aproximado de até 95% no teor
de lactose total (CUNHA; SOARES, 2007).

Produtos lacteos que apresentam teores reduzidos de lactose enquadram-se no regulamento
técnico referente as informagdes sobre Alimentos para Fins Especiais, que podem ser definidos como
“formulacdes ou processados, nos quais se introduzem modificagdes no conteudo de nutrientes,
adequados a utilizacdo em dietas, diferenciadas ou opcionais, atendendo as necessidades das pessoas
em condi¢bes metabodlicas e fisiologicas especiais” (BRASIL, 1998).

De acordo com o Regulamento Técnico Mercosul para Fixacao de Identidade e Qualidade,
entende-se por doce de leite o produto, com ou sem a presenca de outras substancias alimenticias, obtido
por concentra¢do do leite e a¢do do calor, a uma pressio normal ou reduzida do leite ou leite
reconstituido, com ou sem acrescentamento de sélidos de origem lictea ¢/ou creme, ¢ adicionado de
sacarose (BRASIL, 1997).

Visando a atender ao mercado de alimentos para fins especiais, este trabalho tem como
objetivo propor a producio de um doce de leite com teor reduzido de lactose, empregando-se duas marcas
comerciais da enzima B-galactosidase, disponibilizando um produto com caracteristicas fisicas, quimicas
e sensotiais similares a0 doce de leite tradicional, direcionado aos individuos com intolerancia a lactose.

METODOLOGIA

Matéria-prima

Os doces de leite foram formulados empregando-se leite integral, contendo 3,5% de gordura
(p/v), previamente pasteurizado e homogeneizado; bicarbonato de sédio, para correcio da acidez do
leite, e agucar refinado. Para hidrélise da lactose, utilizou-se a enzima P-galactosidase de duas marcas
comerciais (Prozyn e Novozymes), ambas produzidas por fermentacido submersa da Kiuyveromyces lactis
e com atividade enzimatica de 3000 LAU/mL.

Grau de hidrélise enzimatica

Ao leite resfriado a 7°C adicionou-se 0,8 g da enzima B-galactosidase por litro de leite.
Aliquotas de 200 mL de leite adicionado de B-galactosidase foram submetidas a fervura por 15 minutos
em banho-maria, para inativa¢do enzimatica, ¢ o grau de hidrélise (GH%) foi calculado nos tempos 0,
6, 12, 18, 24, 30 e 36 horas pelo indice crioscopico, aplicando-se a Equagido 1.

GH = (350,877 x Crioscopia Final) — (Crioscopia Inicial | 0,00285) (1)

Produgao do doce de leite

O doce de leite foi fabricado conforme o diagrama de fluxo apresentado na Figura 1.
Trés formulacdes de doce de leite foram produzidas; uma com leite contendo lactose (amostra
padrdo) e outras duas tratadas com as diferentes marcas comerciais da enzima [-galactosidase
(Prozyn ¢ Novozymes).
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FIGURA 1 - Diagrama de fluxo da fabrica-
¢io do doce de leite

ANALISE CENTESIMAL DO DOCE DE LEITE

As formula¢oes de doce de leite foram submeti-
das as seguintes determina¢des fisicas e quimicas: pH, umi-
dade, proteinas, gorduras, cinzas e carboidratos, incluindo a
lactose. O pH foi realizado em potenciometro digital (Marca
INGOLD, modelo WTIW - pH 91). Os teores de cinzas foram
determinados em mufla regulada para temperatura em torno
de 550°C (AOAC, 2000). O teor de umidade foi verificado
pelo método gravimétrico, em estufa a temperatura entre
102°C e 104°C (INTERNATIONAL DAIRY FEDE-
RATION, 1982). O teor de gordura foi determinado pelo
método de Mojonnier, conforme AOAC (2000), e o de
proteina total, pelo método de Kjeldahl, empregando-se o
fator 6,38 (AOAC, 2000). O teor de lactose foi definido por
cromatografia gasosa (AOAC, 2000).

Analise sensorial do doce de leite

Os doces de leite foram analisados quanto ao
atributo sabor, empregando-se teste de comparagao multipla,
utilizando uma escala estruturada numérica e verbal de 9
pontos, sendo: 1= extremamente melhor que o padrao, 5 =
igual ao padrio e 9 = extremamente pior que o padrio,
conforme Dutcosky (2007). Cada julgador recebeu quatro
amostras de doce de leite, sendo uma escolhida como
padrio (P) ¢ mais trés amostras codificadas, em que uma
delas era novamente o padrao. As amostras foram avaliadas
por 20 julgadores nao treinados, que eram alunos e
funcionarios da PUCPR, com idade igual ou superior a 18
anos, alfabetizados e capazes de manifestar o consentimento
para a participagao desta andlise. Os doces de leite foram
servidos em copos de plasticos descartaveis de 50 mL,
devidamente codificados e apresentados de forma
casualizada. Foi oferecida agua mineral para fazer o branco
entre as amostras ¢ para a limpeza do palato.

Analise estatistica

A partir dos resultados da analise sensorial foi
calculada, por analise de variancia (ANOVA), a diferenca
significativa entre as trés amostras de doce de leite, em nivel
de 5%. A composi¢ao centesimal das amostras de doce de
leite foi determinada pela média das triplicatas.
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RESULTADOS

Utilizando a Equacdo 1, constatou-se que o grau de hidrélise da lactose foi de 100%, obtida
no tempo de 6 horas, na concentracio de 0,8 g de B-galactosidase por litro de leite. Segundo Perrone
(2007), ¢ necessario um controle constante da variacao do indice crioscépico do leite, analisando-se,
indiretamente, o grau de hidrdlise da lactose.

O método de quantificacao do grau de hidrélise da lactose pela medida do indice crioscopico
utilizada na Equacao 1 tem sido empregado pelas industrias de laticinios como uma metodologia rapida
(leitura inferior a 5 minutos) e eficiente para estimar o grau de hidrélise e a atividade da B-galactosidase
em leite para elaboracdo de produtos liacteos com teor reduzido de lactose. O principio desse método
baseia-se nas mudancas das propriedades fisicas do leite quanto ao abaixamento do ponto de congelamento
(indice crioscopico), a pressao osmdtica e a rotagdo Otica pela acdo da enzima B-galactosidase sobre a
lactose com producido de monossacarideos (MAHONEY, 1985).

Tecnologicamente, uma aten¢ao especial deve ser dada ao controle do grau de hidrélise da
lactose pela enzima B-galactosidase, uma vez que algumas modificacdes sdo evidenciadas em decorréncia
dessa hidrélise, como a intensificacido da reagdo de Maillard, aumento ligeiro da viscosidade e do sabor
adocicado do produto (PERRONE, 2007).

Comparando-se os valores médios de umidade, gordura, proteina, carboidratos e cinzas dos
doces de leite produzidos com as duas enzimas com os valores médios estabelecidos pela Portaria n.
354/1997 (BRASIL, 1997), verificou-se que os valores encontrados para os doces de leite foram
bastante similares aos requeridos pela legislacdo brasileira (Tabela 1).

TABELA 1 - Comparagao dos resultados de composicio centesimal das amostras de doce de leite tratados com B-galactosidase
e o estabelecido pela Portarian® 354/1997 do Ministério da Agricultura Pecuiria ¢ Abastecimento

Composigiao Doce de Leite Doce de Leite Portaria n® 354/
Centesimal (g/100g) Enzima Prozyn* Enzima Novozymes* 1997 do MAPA
Umidade 27,8 26,0 maximo 30,0
Extrato Seco Total 72,2 74,0 minimo 70,0
Gordura 7.4 6,3 6,029,0
Proteina 8,0 9,3 minimo 5,0
Carboidratos 55,1 56,6 -

Cinzas 1,7 1,8 maximo 2,0

* Produgio a partir de leites tratados previamente com enzimas d-galactosidases de diferentes marcas comerciais

Os doces de leite produzidos com as enzimas Prozyn e Novozymes apresentaram,
respectivamente, 72,2% e 74,0% de sélidos totais. Valores similares foram encontrados por Brasholanda
(1991), que recomenda um teor médio de 70,0% de sélidos totais para o doce de leite pastoso.

Os valores médios de pH encontrados para as amostras de doce de leite padrio, com a enzima
Prozyn e com a Novozymes foram 06,0, 5,7 e 5,8, respectivamente. Observou-se neste estudo que os doces
de leite produzidos com as duas marcas comerciais de B-galactosidase apresentaram coloragdo muito similar,
embora mais escura quando comparado a coloracio do doce de leite padrio. Sabe-se que velocidade maxima
da reagao de Maillard ocorre entre o pH 6,0 ¢ 7,0 e ¢ intensificada pelo aumento do grau de hidrélise da lactose,
que resulta numa maior disponibilidade de agicares redutores (PAVLOVIC et al., 1994).
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Os resultados da andlise sensorial obtidos por ANOVA revelaram que os provadores nio
detectaram diferenga significativa, em nivel de 5%, entre as amostras de doce de leite_padrio e com as
enzimas Prozyn e Novozymes, em relagio ao atributo sabor do produto. Esses resultados indicam que
a agdo das duas enzimas comerciais sobre a lactose nio alterou significativamente o sabor das amostras
de doce de leite. Resultados similares foram encontrados por Reasoner et al. (1981), que aplicaram o
teste sensorial de comparacao multipla e ndo encontraram diferenca significativa, em nivel de 5%, entre
o leite com teor reduzido de lactose e leite desnatado comercial.

Com relagdo aos valores médios de lactose obtidos, tanto com o doce de leite produzido com
aenzima Prozyn como o produzido com a enzima Novozymes foram inferiores ao limite de quantificagio,
ou seja, valores inferiores a 0,5 g/100 g de lactose. Esses resultados indicam que a ag¢do da
B-galactosidase das duas marcas comerciais (Prozyn e Novozymes) foi eficiente na redugdo desse
dissacarideo no doce de leite. Conforme a Portaria n. 29/1998 (BRASIL, 1998) os alimentos elaborados
especialmente para atender as necessidades de portadores de intolerancia a ingestdo de dissacarideos
e/ou portadotes de erros inatos do metabolismo desses carboidratos devem atender a0 maximo de 0,5
g do nutriente em restrito, por 100 g ou 100 mL do produto a ser consumido.

Apesar da recomendagio diaria de ingestdo de lactose ser inferior a 12 g de lactose, que deve
ser preferencialmente dividida entre as refeicoes, os individuos intolerantes frequentemente evitam
leite e derivados, o que pode levar a inadequacdo nutricional, particularmente quanto a ingestio de
calcio (LOMER et al., 2008). Estudos realizados por Carroccio et al. (1998) constataram que a ingestao
de célcio em individuos intolerantes a lactose (500 mg) foi significativamente menor que as recomendacdes
didrias (800-1000 mg/dia), o que constitui fator de risco para o desenvolvimento da osteoporose. Sabe-
se que a baixa ingestao de calcio durante a adolescéncia ¢ a fase adulta tem um importante impacto na
densidade éssea. Apesar dos determinantes genéticos e bioldgicos da intolerancia a lactose e osteoporose
parecerem distintos, existe uma evidéncia que a prevaléncia de osteoporose ¢ aumentada entre os
individuos intolerantes a lactose, devido, provavelmente, a baixa ingestdo de cédlcio (JACKSON;
SAVAIANO, 2001; BUCHOWSKI et al., 2002).

Ressalta-se, portanto, a importancia de oferecer aos individuos intolerantes a lactose
produtos licteos com teor reduzido de lactose.

CONCLUSAO

O grau de hidrélise total da lactose presente no leite, na concentragio de 0,8 g
B-galactosidase por litro de leite foi alcancado em 6 horas. O método baseado no indice crioscopico
demonstrou ser eficiente para estimar o grau de hidrélise da lactose no leite.

A acdo da enzima P-galactosidase pelas duas marcar comerciais ndo causou alteracdo
significativa no sabor do doce de leite, em nivel de 5%, quando comparadas ao padrao.

Os doces de leite produzidos com as duas marcas de enzimas comerciais apresentaram niveis
de lactose inferiores ao limite de quantificagido (< 0,5%), podendo ser considerados um alimento para
fins especiais, devido ao teor reduzido de lactose.
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