
Identificação:  

Leticia Knakiewicz – Engenheira de Alimentos (UDESC) – Mestranda em Ciência e 

Tecnologia de Alimentos (PPGCTA – UDESC). 

Experiência na Área da Pesquisa 

A trajetória na pesquisa científica teve início no ano de 2019 por meio de um programa 

de Iniciação Científica no Laboratório de Qualidade de Alimentos (QUALIAL), vinculado à 

UDESC, fazendo parte do grupo de pesquisa: “Tecnologia de produtos de origem animal e 

vegetal”. Durante esse período, atuou em diversos projetos voltados ao desenvolvimento e 

avaliação de produtos de origem animal, com ênfase em derivados lácteos, ingredientes naturais 

e processos enzimáticos.  

Participação em projetos:  

 Bolsista Voluntária PIVIC/UDESC “Avaliação do leite bovino, ovino e 

ingredientes no desenvolvimento de derivados lácteos” (2019) sobre orientação da 

professora Dra. Elisandra Rigo.  

  “Produtos de origem ovina: desenvolvimento e potencialidades na região Oeste de 

Santa Catarina” (2019–2020). 

Nestes projetos, o foco principal foi a avaliação das condições de hidrólise da lactose e a 

síntese de lactulose em leite bovino e ovino. As atividades desenvolvidas incluíram a realização 

de análises físico-químicas como pH, acidez, lipídios (método de Gerber), proteína, cinzas e 

lactose, além da quantificação da hidrólise de lactose e da formação de lactulose por 

espectrofotometria. 

 Bolsista PROIP/UDESC “Obtenção de ingredientes naturais para aplicação em 

produtos de origem animal” (2019–2020) sobre orientação da professora Dra. 

Georgia Ane Raquel Sehn.  

 Bolsista PROIP/UDESC “Bambu como matéria-prima na indústria alimentícia” 

(2020–2021) sobre orientação da professora Dra. Georgia Ane Raquel Sehn.  

Estes projetos tiveram como objetivo o aproveitamento da fibra de bambu como aditivo 

natural em produtos lácteos, atuando como espessante e estabilizante em bebida láctea. O 

segundo projeto constituiu seu Trabalho de Conclusão de Curso, no qual avaliou os efeitos de 

tratamentos térmicos (cozimento e secagem) na elaboração do pó de bambu para posterior 
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utilização em derivados lácteos. Neste foram realizadas análises físico-químicas (umidade, 

cinzas, proteína e lipídios), quantificação de compostos cianídricos, determinação do índice de 

absorção de água, índice de solubilidade e análise instrumental de cor. 

 Bolsista CAPES “Estudo da aplicação de enzimas em produtos lácteos” (03/2023–

03/2025) sobre orientação da professora Dra. Elisandra Rigo.  

Atualmente, finaliza a dissertação de mestrado com foco na maximização da síntese de 

prebióticos em uma matriz composta por leite e soro de leite, visando à elaboração de um 

composto lácteo em pó com propriedades prebióticas e reduzido teor de lactose. As atividades 

desenvolvidas foram a caracterização das matérias-primas, dosagem e avaliação da atividade 

enzimática livre e imobilizada, síntese de prebióticos, quantificação de carboidratos totais e 

específicos por cromatografia (HPLC), elaboração do composto lácteo por liofilização e sua 

caracterização (umidade, solubilidade, higroscopicidade, atividade de água e cor), além de 

análises microbiológicas e análises in vivo para determinação do índice prebiótico. 

  Também colaborou em projetos desenvolvidos por colegas de laboratório, tanto de 

graduação quanto de mestrado, o que contribuiu significativamente para o aprimoramento de 

seus conhecimentos técnicos e para a ampliação de sua compreensão sobre áreas 

complementares à sua linha principal de pesquisa. Dentre essas experiências, destaca-se a 

participação no estudo intitulado “Encapsulamento de pseudofrutos de uva japonesa 

(Hovenia dulcis) por liofilização: caracterização e potencial antioxidante (2024) ”.  

Além das atividades diretamente relacionadas aos projetos de pesquisa, também foram 

desempenhadas funções voltadas à organização e ao bom funcionamento do laboratório. No 

ano de 2024, assumiu a responsabilidade pela contagem e controle de reagentes classificados 

como controlados, bem como pela reorganização completa do estoque de reagentes em geral, 

visando à padronização e otimização do espaço e dos processos internos. Adicionalmente, 

participou da elaboração e implementação de Procedimentos Operacionais Padrão (POP) para 

diversos equipamentos laboratoriais, com o objetivo de garantir a uniformidade na utilização 

dos instrumentos, promovendo a segurança nas operações. 

 A coordenação das atividades mencionadas anteriormente foi conduzida pelas docentes 

da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Professora Dra. Elisandra Rigo e 

Professora Dra. Georgia Ane Raquel Sehn, as quais, por meio deste documento, atestam e 

confirmam a realização das referidas ações. As referidas docentes assinam digitalmente este 

documento, conferindo-lhe autenticidade e validade.  
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RESUMO 

 

O uso de biocatalizadores imobilizados na síntese de substâncias prebióticas tem sido avaliada com intuito de viabilizar 

os processos biotecnológicos em lácteos considerando a especificidade e as condições de reações amenas. Neste 

sentido, o presente estudo avaliou a atividade antioxidante (ABTS e DPPH), atividade anti-inflamatória, a capacidade 

de inibição da enzima α-amilase e a presença de compostos fenólicos em amostras de iogurte elaboradas a partir de 

leite bovino e ovino integrais, com e sem síntese da lactulose in loco. A capacidade de inibição da enzima α-amilase 

foi maior nos iogurtes oriundos do leite bovino, com e sem lactulose, em relação aos do leite ovino. Já a atividade 

antioxidante pelo radical DPPH e a atividade anti-inflamatória não apresentaram diferença entre as matrizes lácteas, 

com presença ou não da lactulose, ao contrário do observado para a atividade antioxidante pelo radical ABTS e os 

compostos fenólicos. Estes foram maiores nos iogurtes com leite ovino. Para os iogurtes com lactulose, apenas a 

capacidade de inibição a enzima α-amilase para o iogurte de leite bovino foi maior em comparação ao sem lactulose, 

demonstrando que é necessário melhorar a síntese da lactulose com consequente aumento da concentração deste 

prebiótico e, assim, potencializar as propriedades bioativas do produto.  

Palavras-chave: peptídeos, fermentação, bactérias ácido láticas, prebiótico. 

 

ABSTRACT 

 

The use of immobilized biocatalysts in the synthesis of prebiotic substances has been evaluated in order to enable the 

biotechnological processes in dairy products considering the specificity and the conditions of mild reactions. In this 

sense, the present study evaluated the antioxidant activity (ABTS and DPPH), anti-inflammatory activity, the inhibition 

capacity of the α-amylase enzyme and the presence of phenolic compounds in yogurt samples made from whole bovine 

and sheep milks, with and without lactulose synthesis in loco. The inhibition capacity of the α-amylase enzyme was 

greater in yogurts from bovine milk, with and without lactulose, compared to those from sheep milk. The antioxidant 

activity by the DPPH radical and the anti-inflammatory activity, on the other hand, showed no difference between milk 

matrices, with or without the presence of lactulose, contrary to what was observed for the antioxidant activity for the 

radical ABTS and the phenolic compounds. These were higher in yogurts with sheep milk. In yogurts with lactulose, 

only the ability to inhibit the α-amylase enzyme for bovine milk yogurt was greater compared to lactulose-free, 

demonstrating that it is necessary to improve the synthesis of lactulose with a consequent increase in the concentration 

of this prebiotic, and thus to enhance the bioactive properties of the product. 

Keywords: peptides, fermentation, lactic acid bacteria, prebiotic. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Os leites fermentados são tradicionalmente produzidos pela fermentação espontânea, induzida 

pelo ácido lático do leite (Widyastuti; Rohmatussolihat; Febrisiantosa, 2014), ou por bactérias ácido 

láticas (BAL) (Serafeimidou et al., 2013), que liberam peptídeos bioativos, os quais existem 

naturalmente nos alimentos ou são formados ou formulados durante o processamento de alimentos 

(Park, 2009). 

As propriedades bioativas dos alimentos têm ganho cada vez mais atenção dos consumidores 

pelos benefícios que trazem a saúde. Durante a fermentação microbiana, as proteínas do leite são 

submetidas a divisão conforme o sistema proteolítico dos micro-organismos (Hayes et al., 2007). As 

culturas bacterianas de Lactobacilos spp., Lactococci spp. e Streptococci spp. são comumente usados 

para gerar hidrolisados de leite (Fitzgerald; Murray, 2006). Estudos têm demonstrado que as proteases 

LAB especialmente de Lactococcus sp. e Lactobacillus sp. poderiam hidrolisar ≥40 % das ligações 

peptídicas de α1 e β caseínas resultando na liberação de vários oligopeptídeos que são posteriormente 

hidrolisados por peptidases complexas (Choi et al., 2012). 

Os peptídeos bioativos são fragmentos específicos de proteínas que possuem impacto nas 

funções do organismo e podem influenciar a saúde beneficamente (Rizzello et al., 2016), como 

compostos reguladores com atividade semelhante aos hormônios (Nongonierma; Fitzgerald, 2015). Para 

a saúde, os efeitos benéficos incluem atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-hipertensivas e 

imunomoduladoras (Muniandy; Shorib; Baba, 2016; Ayyash et al., 2018).  

O leite bovino é composto por 3,7 % de gordura, 3,5 % de proteína total sendo 2,8 % caseína, 

4,9 % de lactose, 0,72 % de sais minerais e água (Guetouache, Guessas; Medjekal, 2014). A presença 

da gordura é responsável pelo sabor específico do leite bovino, pelos glóbulos de gordura ser dispersos 

e rodeados por uma camada fina composta de um complexo lipídico-proteico e uma pequena quantidade 

de carboidrato (Chatterjee et al., 2015; Douëllou; Montel; Thevenot Sergentet, 2017).   

Já o leite ovino é fonte de minerais e possui quase duas vezes mais proteína em comparação ao 

leite bovino (Balthazar et al., 2017). A forma molecular das proteínas do leite ovino e a sequência de 

aminoácidos tem qualidade nutricional e impacta na digestibilidade e termoestabilidade (Claeys et al., 

2014). Estas são consideradas importantes fontes de peptídeos bioativos, identificados em hidrolisados 

de proteína do leite e produtos lácteos fermentados (Nongonierma; Fitzgerald, 2015). Os níveis de 

cálcio, fósforo, magnésio, zinco, manganês e cobre são maiores em leite ovino (Wijesinha-Bettoni; 

Burlingame, 2013). A biodisponibilidade desses minerais faz com que este seja uma fonte importante 

desses elementos na dieta alimentar (Balthazar et al., 2017). Giroux, Veillette e Britten (2018) relataram 

valores médios de gordura (6,42±0,04 %), sólidos não gordurosos de (12,4±0,01 %), proteína 

(5,79±0,12 %) e lactose (4,62±0,03 %) para o leite ovino.  

A indústria a fim de buscar por alimentos diferenciados e inovadores vem seguindo tendências 

em alimentos derivados de leite, como o crescimento pela demanda de produtos funcionais, dessa forma, 

lácteos como a presença de lactulose tem relevante potencial.  A lactulose (4-O-β-D-galactopiranosil-

D-frutose) é um prebiótico constituído por unidades de galactose e frutose, sintetizados pela primeira 

vez por Montgomery e Hudson (1930), como um novo açúcar, pelo seu poder dulçor equivalente a 

metade da sacarose (Oliveira, 2009; Ziegler; Sgarbieri, 2009), e considerado um promotor da saúde 

(Panesar; Kumari, 2011; Nath et al., 2016).  Esta apresenta propriedades funcionais que torna sua 

aplicação em alimentos uma boa alternativa (Panesar; Kumari, 2011; Aït-Aissa; Aïder, 2014), como 

para regulação intestinal (Panesar; Kumari, 2011; Ruszkowski; Witkowski, 2019), propriedades 

nutricionais e farmacológicas, baixo conteúdo calórico e baixa carcinogenicidade (Zimmer et al., 2017). 

A síntese enzimática da lactulose gera menos produtos secundários, pela atuação da β-

galactosidase e glicose isomerase (Zimmer et al., 2017), por ser uma reação específica. Duas das 

enzimas responsáveis por essa síntese são a  β-galactosidase, a qual possui grande importância na 

indústria de lácteos, pois catalisa a conversão de lactose em glicose e galactose (Hemavathi; 

Raghavarao, 2011) e a glicose isomerase que converte glicose a frutose (Shakoor; Singh; Singh, 2018). 
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Com isso, o objetivo deste trabalho foi investigar as propriedades bioativas e os compostos fenólicos 

no iogurte bovino integral e iogurte ovino integral com lactulose. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Leite 

 

O leite ovino da raça Lacaune e/ou bovino da raça Jersey foi obtido de uma fazenda localizada 

no interior de Lajeado Grande/SC, transportados em recipientes de 5 litros em caixa de material 

isotérmico contendo gelo a fim de manter a temperatura de 4 °C, até a UDESC de Pinhalzinho/SC. Os 

leites foram coletados em réplicas. 

Os leites integrais (>3,5±0,5 %; LBI-leite bovino integral e LOI-leite ovino integral) foram 

submetidos a pasteurização lenta a 65 ºC por 30 min sob agitação (300 rpm) em Thermomix™ 

(Vorwerk, modelo Bimby® 5 TM5) e, posteriormente, foram resfriados a 10 °C. O leite ovino 

pasteurizado e resfriado a 10 °C foi congelado (-10 °C) em recipientes de polipropileno de 140 mL em 

freezer vertical (Consul), sendo descongelado sob refrigeração (~10 °C) em geladeira (Brastemp) 

(Tribst et al., 2018) para sua utilização.  

 

2.2. Síntese da lactulose 

 

A síntese da lactulose nos leites (LBLU-leite bovino integral com lactulose, LBI-leite bovino 

integral, LOLU-leite ovino integral com lactulose e LOI-leite ovino integral) foi realizada em três 

etapas: (a) adição da enzima β-galactosidase imobilizada, adicionada em suporte de poliéster com 

espessura de 0,15 mm e diâmetro de 42 mm, com área de 160 cm², para a hidrólise da lactose em 

condições estabelecidas por Lima (2020), 10±1 °C com 250 rpm por 34 h até hidrolisar em torno de 60 

% da lactose, determinada pela análise de glicose pelo Kit de Glicose PP (Analisa®); (b) adição da 

enzima glicose isomerase (EC 5.3.1.5) (Sigma Sigma-Aldrich Co. - Germany) imersa em suporte de 

poliéster com espessura de 0,15 mm e granulometria de 42 mesh, com área de 160 cm², para realizar a 

isomerização da glicose durante 36 h a 8±1 ºC e agitação de 200 rpm (Rentschler et al., 2015); (c) 

transgalactosilação da frutose e galactose para síntese da lactulose. 

O processo de obtenção da lactulose foi controlado pela ação da glicose isomerase, considerando 

a concentração de lactulose obtida. A concentração mínima de lactulose indicada em alimentos é de 3 

g (Brasil, 2018), sendo esta quantificada pelo Kit de lactulose (K-Lactul; Megazyme, Bray, Co. 

Wicklow, Ireland) a fim de controlar o máximo de 5 g dia-1 pelo efeito laxante quando consumido em 

maiores quantidades.  

 

2.3. Elaboração do Iogurte  

 

As amostras foram designadas como sendo IB – iogurte de leite bovino integral e IO – iogurte 

de leite ovino integral, os iogurtes controle. Já o IBLU – iogurte de leite bovino integral com lactulose 

e o IOLU – iogurte de leite ovino integral com lactulose foram provenientes da hidrólise da lactose 

seguidos da síntese da lactulose. 

Após a síntese da lactulose, o leite controle (LBI e LOI) e o leite com lactulose (LBILU e 

LOILU) foram aquecidos à 43 ºC para inoculação direta da cultura lática comercial (YF-L811, Chr. 

Hansen) composta por  Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus na 

concentração de 0,003% e após distribuídos em embalagens de polietileno com capacidade para 100 

mL (6,7 cm de diâmetro e 4,9 cm de altura). 

O processo de fermentação foi conduzido à 43 ºC em câmara BOD (Solidsteel, Brasil), até o 

produto atingir pH 4,8±0,05, sendo imediatamente resfriado através da reprogramação da BOD para 
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temperatura de 4±1 °C, permanecendo armazenado nesta temperatura até as análises (1° e 28° dia) 

(Moschopoulou et al., 2018; Feng et al., 2019). 

 

2.4. Propriedades Bioativas e Compostos Fenólicos do Iogurte 

 

O preparo do extrato das amostras (IBLU, IB, IOLU e IO) foi baseado no método de Wang et 

al. (2019) com modificações.  Foram quantificadas 10 g de amostra em tubos Falcon de 50 mL e, 

posteriormente, centrifugadas por 10 min a 3260 G (4500 rpm) a 4 °C. Os sobrenadantes foram 

coletados, identificados e armazenados em ultra freezer a -80 ºC para posterior análise. As amostras dos 

iogurtes foram analisadas no 1° e 28° dia de armazenamento. 

 

2.4.1. Compostos Fenólicos Totais 

 

Os compostos fenólicos totais foram determinados conforme o método descrito por Roesler et 

al. (2007), com modificações. O volume de 0,5 mL de amostra foi adicionado em um tubo de ensaio e 

misturado com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluído em água destilada (1:10). A mistura foi 

mantida em reação durante 5 min ao abrigo de luz. Em seguida foram adicionados 2 mL de carbonato 

de sódio 7,5 % e as soluções permaneceram em reação por 2 h ao abrigo de luz. Posteriormente, as 

absorbâncias foram lidas em espectrofotômetro Cirrus 80 SA (Femto, Brasil) a 760 nm. Um branco foi 

preparado realizando o mesmo experimento, substituindo o extrato por água ultrapura. A concentração 

foi obtida com auxílio da curva-padrão de ácido gálico PA (AG) variando de 10 a 80 mg EAG L-1. Os 

dados foram expressos como equivalentes de ácido gálico em mg por 100 g de amostra (mg EAG 100 

g -1). 

 

2.4.2. Atividade Anti-inflamatória 

 

A atividade anti-inflamatória foi baseada no método de Hazra, Biswas e Mandal  (2008), em que 

1 mL de cada amostra foi misturado com 3 mL de nitroprussiato de sódio 10 mM em tubos de ensaio e 

mantido a 25 ºC em banho-maria digital SSD 5L (Solidsteel, Brasil) por 2 h. Posteriormente, alíquotas 

de 0,5 mL foram misturadas com 1 mL de sulfonamida 0,33% e mantidos a 25 ºC no mesmo banho por 

5 min. Em seguida foram adicionados 1 mL de N-(1-Naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (NED) 

0,1% sobre a amostra e esta mistura foi mantida em banho a 25 ºC por 30 min. Finalmente, as leituras 

das absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro Cirrus 80 SA (Femto, Brasil) a 540 nm. Para 

obter a concentração equivalente de trolox foi construída uma curva padrão em que foram realizadas 

diluições de trolox em álcool etílico em concentrações de 0,02 a 0,2 mg mL-1. Um branco, utilizando 

álcool etílico foi analisado em paralelo seguindo o mesmo procedimento. Os resultados são com relação 

a inibição da α-amilase, expressos em µmol de trolox g de amostra úmida-1. 

 

2.4.3. Capacidade de Inibição a Enzima α-amilase  

 

A capacidade de inibição da enzima α-amilase se baseia na atividade antidiabética, pelo método 

de González-Muñoz et al. (2013). 500 μL de amostra foram misturados com 500 μL de solução tampão 

fosfato de sódio 0,02 M (pH = 6,9) contendo a enzima α-amilase (0,5 mg mL-1), em seguida a mistura 

foi incubada a 25 °C por 10 min em banho-maria digital SSD 5L (Solidsteel, Brasil). Posteriormente, 

500 μL de uma solução de amido 1% em tampão fosfato de sódio 0,02 M (pH = 6,9) foi adicionada à 

mistura de reação e esta foi incubada novamente a 25 ºC durante 10 min em banho. Após, 1 mL de ácido 

dinitrosalicílico (DNS) 1,56% (m v-1) foi adicionado e a nova mistura foi incubada em água fervente 

durante 10 min. Finalmente, a mistura foi resfriada à temperatura ambiente e diluída adicionando 15 

mL de água destilada. A leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro Cirrus 80 SA (Femto, 

Brasil) a 540 nm. A acarbose foi usada como controle positivo. Para o controle utilizou-se apenas 
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solução tampão pH 6, no lugar do extrato. O branco de cada amostra foi analisado com a adição da 

solução tampão pH 6,9 e extrato sem a enzima. A porcentagem de inibição foi calculada conforme 

Equação 1:  

 

Inibição (%) =
  Abscontrole−Abs(extrato−branco)

Abscontrole
    ∗ 100 Equação 1 

 

2.4.4. Atividade Antioxidante – Radicais ABTS e DPPH 

 

 A atividade antioxidante do radical ABTS foi determinada pelo método descrito por Helal e 

Tagliazucchi (2018). Em ambiente escuro foram transferidos 40 μL de amostra para tubos de ensaio e 

adicionado 1960 μL do radical ABTS azul-verde. A mistura incubada a 37 °C (Solidsteel modelo SSBuc 

6L) por 10 min, a leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro Cirrus 80 SA (Femto, 

Brasil) a 734 nm e os resultados obtidos através da curva padrão de trolox, expressos em mmol trolox 

g sólido úmido -1. 

 Já para a atividade antioxidante através da eliminação do radical DPPH, as amostras de iogurte 

foram investigadas de acordo com Ardabilchi et al. (2019). Para isso, extratos de iogurte 

homogeneizados (250 μL) foram agitados vigorosamente em agitador de tubos Vortex Mixer K45-2810 

(Kasvi, Brasil) com 3 mL de DPPH (60 μM em etanol) e colocados em ambiente escuro em temperatura 

ambiente. Uma amostra controle foi preparada da mesma forma, mas usando 250 μL de água em vez de 

extrato de iogurte. A diminuição da absorbância em 515 nm foi monitorada por espectrofotômetro até 

que uma leitura constante foi obtida e a porcentagem de inibição foi calculada utilizando a curva padrão 

de trolox e os resultados expressos em mmol mL -1. 

 

2.5. Análise Estatística  

 

As análises foram realizadas em triplicata. Posteriormente, os resultados foram verificados pela 

análise de variância (ANOVA) e teste de comparação de média de Tukey com nível de significância de 

5 %, através Software R. O estudo foi realizado com réplica de coletas de leite e síntese da lactulose, 

seguida da produção do iogurte, buscando verificar a repetibilidade dos resultados analíticos.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

3.1. Concentração de Lactulose Sintetizada 

 

Na Tabela 1 estão apresentados os valores de lactulose sintetizada no leite bovino integral (LBI) 

e leite ovino integral (LOI) após 36 h a 8 °C com enzima imobilizada (EI). O teor de lactulose sintetizado 

em cada matriz alimentícia apresentou diferença significativa (p<0,05) quanto a concentração inicial 

presente na amostra. 

A fim de obter o teor de lactulose sintetizada de 3 g 100 g-1 de amostra (Brasil, 2018), 

estabelecido como necessário em produto prebiótico, são necessárias maiores investigações para síntese 

enzimática in loco. Contudo, estudos indicam que a rota biocatalítica para a síntese de lactulose via 

transgalactosilação de lactose com frutose catalisada por β-galactosidase apresenta baixos rendimentos 

quando comparados à síntese química (Panesar, Kumari, 2011; Guerrero et al., 2017). A síntese 

enzimática de lactulose descrita por Vaheri e Kaupinnen (1978) apresentou produção de 8,6 g L-1 de 

lactulose utilizando a enzima β-galactosidase na presença de lactose e frutose (em pH 7,2 e 37 °C). 
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Tabela 1 – Valores correspondentes ao teor de lactulose presente no leite no início da síntese e após 36 h a 8 °C com 

enzima imobilizada. 

 
LU (g L-1) 

0 h 36 h 

LBI <0,01±0,00b 0,41±0,01a 

LOI <0,01±0,00b 0,38±0,01a 

Média ± desvio padrão. Médias com letras diferentes nas linhas para o leite de cada espécie diferem significativamente 

(p<0,05) entre os tempos de síntese. Lactulose (LU), leite bovino integral (LBI) e leite ovino integral (LOI). Fonte: Elaborado 

pela autora, 2020.  

 

A temperatura e matriz láctea utilizada pode ter influenciado na concentração de lactulose 

obtida. Song et al. (2013) avaliaram a produção de lactulose e relataram que a temperatura ótima para 

a enzima β-galactosidade imobilizada é de 40 °C com estabilidade por um período de 150 min, na reação 

de transgalactosilação, e isomerização com glicose isomerase na temperatura de 60 °C por um período 

de 180 min, obtendo valores máximos de síntese de lactulose de 4,81 g L-1 a 54 °C com tempo de reação 

de 2,5 h utilizando-se de lactose de soro de leite. 

A fonte de enzima e as condições operacionais da reação (concentração de lactose, atividade de 

água, temperatura, pH, etc.) influenciam notavelmente o rendimento e a composição do produto 

sintetizado (galactooligossacarideos- GOS) (Urrutia et al., 2013).  

Em geral, o rendimento de GOS aumenta com o aumento da concentração de lactose (Vera et 

al., 2012). Em condições ideais, os rendimentos de GOS estão entre 30 e 40% (Gosling et al., 2010). O 

uso de β-galactosidases geralmente reconhecidas como seguras (GRAS) para esgotar a lactose do leite 

é extensivo na indústria de laticínios como uma resposta à intolerância à lactose. Ainda, o pH do leite 

(~6,7) é apropriado para a atividade de muitas β-galactosidases.    

A formação de GOS durante o tratamento do leite com β-galactosidases foi raramente relatada 

(Ruiz-Matute et al., 2012), provavelmente devido ao fato de que o teor de lactose no leite bovino, em 

torno de 5 %, ser significativamente menor em comparação a soluções tamponadas de lactose (15-50 

%) empregadas para promover a reação de transgalactosilação (Ganzle; Haase; Jelen, 2008). O uso de 

permeado de soro de leite para sintetizar GOS é mais comum (Lorenzen et al., 2013).  

 

3.2. Propriedades bioativas e Compostos Fenólicos do Iogurte 

 

A capacidade de inibição da enzima α-amilase (Figura 1 A) foi superior para os iogurtes de leite 

bovino integral e com lactulose (IB e IBLU), (p>0,05) no 1° dia, sendo que o armazenamento 

refrigerado não modificou a capacidade de inibição da enzima α-amilase no período de 28 dias (p>0,05). 

O mesmo comportamento não foi observado para os iogurtes de leite ovino integral e com lactulose (IO 

e IOLU) (p<0,05) no 1º dia de armazenamento, pois o IOLU apresentou maior atividade do que o IO. 

No entanto, para o período de 28 dias de armazenamento ocorreu aumento da inibição (p<0,05) para 

IOLU e IO, sem diferença significativa. Apesar de inicialmente os iogurtes apresentarem diferentes 

atividades, a origem do leite e o processo de fermentação contribuíram para as atividades dos iogurtes 

de leite ovino. Cabe ressaltar que em 28 dias a % de inibição da enzima α-amilase foi superior a 80 % 

para todos os iogurtes.  

Ayyash et al. (2018) obtiveram inibições da α-amilase maior que 34% para o leite fermentado 

bovino. A inibição da atividade de α-amilase pode ser considerada como uma abordagem eficaz para 

controlar o diabetes por meio da diminuição da hidrólise de carboidratos (Donkor et al., 2012). A 

inibição geral de α-amilase pode ser atribuída a peptídeos bioativos, principalmente os menores (Gomes 

da Cruz, et al., 2009). 
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Figura 1 – Propriedades bioativas dos iogurtes A) capacidade de inibição da enzima α-amilase, B) atividade anti-

inflamatória, C) atividade antioxidante por ABTS, D) atividade antioxidante por DPPH) e E) compostos fenólicos totais 

para iogurte de leite bovino integral com lactulose (IBLU), iogurte de leite bovino integral (IB), iogurte de leite ovino 

integral com lactulose (IOLU) e iogurte de leite ovino integral (IO), no 1° e 28° dia de armazenamento a 4 °C. 

 

Média ± desvio padrão. Valores seguidos por mesma letra minúscula em cada dia de armazenamento não apresentam 

diferenças significativas no nível de confiança de 95 % (p<0,05). Valores seguidos por mesma letra maiúscula em cada 

amostra nos diferentes dias de armazenamento não apresentam diferenças significativas no nível de confiança de 95 % 

(p<0,05). Iogurte de leite bovino com lactulose (IBLU), iogurte de leite bovino (IB), iogurte de leite ovino com lactulose 

(IOLU) e iogurte de leite ovino (IO). Fonte: Elaborado pela autora, 2020.  

    

A atividade anti-inflamatória (Figura 1 B) obteve diferença significativa (p<0,05) entre as 

amostras dos iogurtes produzidos com distintos leites, sendo que o IBLU e IB obtiveram valores maiores 

e não foi possível observar diferença significativa (p>0,05) entre os tempos de armazenamento (1° e 

28° dia). Para o IOLU não teve diferença significativa (p>0,05) até o 28° dia de armazenamento, já o 

IO teve aumento (p<0,05) entre o 1° e 28° dia de armazenamento. A atividade anti-inflamatória tem 

ação no organismo devido à sua composição terpênica, os terpenos são conhecidos como inibidores do 

complexo proteico - NF-κB que está envolvido na resposta celular a estímulos como o estresse, 

citocinas, radicais livres, que são um importante fator de transcrição de citocinas pró-inflamatórias 
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(Borges et al., 2019). Ou seja, a ação anti-inflamatória só acontece quando possui terpenos que inibem 

o complexo NF-κB, que é o responsável por pequenas inflamações. 

A atividade antioxidante pelo radical ABTS teve comportamento diferente de acordo com a 

matriz láctea (Figura 1 C). O IBLU e IB se mantiveram em maior concentração ao longo dos 28 dias de 

armazenamento. Diferente do comportamento observado para o IOLU e IO, pode-se perceber uma 

tendência quando se compara a matriz láctea utilizada na elaboração dos iogurtes, ou seja, o leite bovino 

possui maior atividade antioxidante ABTS se comparado ao leite ovino. Já a diminuição de atividade 

ao longo do armazenamento pode estar relacionada com a captura de um elétron da molécula a fim de 

formar um par e aumentar o potencial para atividade antioxidante, gerando instabilidade, não sendo 

possível a formação do radical livre, ou seja, atividade antioxidante reduzida ao longo do 

armazenamento.  

Já a atividade antioxidante pelo radical DPPH não apresentou diferença significativa (p>0,05) 

entre todas as amostras (Figura 1 D). Apenas o IOLU apresentou diferença significativa (p<0,05) quanto 

ao armazenamento, um pequeno aumento no 28° dia. 

Os compostos fenólicos totais apresentaram valores superiores no IOLU e IO no 1° dia de 

armazenamento (Figura 1 E). O IB e IBLU não apresentaram diferença significativa (p>0,05) no 1° dia 

de armazenamento, mas com diferença (p<0,05) em relação ao IO e IOLU. Já no 28° dia de 

armazenamento as amostras não diferiram estatisticamente entre si (p>0,05). Para o IBLU e IB tiveram 

aumento e diferença significativa (p<0,05) do 1° ao 28° dia de armazenamento, o mesmo não ocorreu 

ao IOLU e IO. Ou seja, o processo fermentativo possivelmente auxiliou na hidrólise de proteínas que 

formam os peptídeos bioativos, aumentando assim o teor de compostos fenólicos totais do IBLU e IB. 

No geral, o processo de síntese de lactulose não contribuiu para o aumento da bioatividade dos iogurtes. 

O baixo pH aumenta a estabilidade de compostos fenólicos durante o armazenamento 

(Chouchouli et al., 2013), enquanto a presença de proteínas ou grandes peptídeos e gordura deve manter 

a integridade dos compostos fenólicos durante a digestão aumentando sua bioacessibilidade (Lamothe 

et al., 2014), comportamento inverso ocorreu durante o armazenamento. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

 A busca por inovação nos processos industriais é uma realidade vivenciada constantemente, com 

isso novos processos são pesquisados a fim de melhorar a qualidade dos produtos, agregar valor 

comercial e diminuir custos industriais, como meios de realizar síntese de prebióticos in loco. A 

composição do leite ovino em relação ao leite bovino resultou na obtenção de atividades bioativas 

diferenciadas nos iogurtes. Em virtude dos níveis de lactulose terem sido inferiores à 0,5 g L-1, seus 

teores não influenciaram nas características dos iogurtes produzidos. Estudos de suplementação do meio 

e das variáveis de processo a fim de aumentar a concentração de lactulose sintetizada por via enzimática 

ainda são necessários. 
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ESTUDO DA HIDRÓLISE DA LACTOSE EM LEITES COM DIFERENTES TEORES DE GORDURA 

UTILIZANDO ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA 

 

Study of lactose hydrolysis in milks with different fat contents using free and immobilized enzyme 

 

Letícia KNAKIEWICZ1, Alexandra Fabíola BECKER,2 Isadora GAZONI3, Georgia Ane Raquel SEHN4, 

Elisandra RIGO5  

RESUMO 

 

A hidrólise da lactose é um processo amplamente utilizado na indústria alimentícia, tem objetivo de disponibilizar produtos zero 

lactose, pela presença de monossacarídeos (glicose e galactose) decorrente deste processo tecnológico. A enzima β-galactosidase, 

mais conhecida como lactase é responsável pela hidrólise de produtos lácteos, em sua maioria utilizada de forma livre, o que 

necessita por parte da empresa um valor envolvido na elaboração destes produtos. Visando atender o índice ascendente de 

portadores de intolerância à lactose, estimado em cerca de 70% da população adulta no mundo que manifesta alguma deficiência 

de lactase no organismo, além da busca por alimentos funcionais, tecnologias aliadas ao uso de enzimas e técnicas de 

imobilização são estudas para aprimorar a economia e a eficiência dos processos biotecnológicos. O estudo buscou avaliar a 

utilização da β-galactosidase para hidrólise de leites de diferentes espécies. 

A hidrólise da lactose dos diferentes leites utilizando a EL não apresentou diferença significativa (p<0,05). Já a EI, o LBI e LBD 

apresentaram diferença, porém o LBI utilizando a EI necessitou maior tempo de hidrólise (43 h), possivelmente por ter maior 

teor de gordura em relação ao LBD. Os LOI e LOD não apresentaram diferença utilizando a EI, possivelmente devido este leite 

apresentar a gordura de forma mais dispersa no meio e com tamanhos menores dos glóbulos de gordura não interferindo no 

processo de hidrólise da lactose. Foi evidenciando que o teor de gordura tem influência sobre o tempo de hidrólise, visto que o 

LS ao menor tempo de hidrólise para a EI. 

 

Palavras-chave: β-galactosidase, zero lactose, intolerantes 

ABSTRACT 

 

Lactose hydrolysis is a process widely used in the food industry, with the objective of providing zero lactose products, due to 

the presence of monosaccharides (glucose and galactose) resulting from this technological process. The enzyme β-galactosidase, 

better known as lactase, is responsible for the hydrolysis of dairy products, most of which are used freely, which requires a value 

from the company involved in the preparation of these products. Aiming to meet the rising rate of lactose intolerance sufferers, 

estimated at about 70% of the adult population in the world who manifest some lactase deficiency in the body, in addition to the 

search for functional foods, technologies combined with the use of enzymes and immobilization techniques are studies to 

improve the economy and efficiency of biotechnological processes. The study sought to evaluate the use of β-galactosidase for 

hydrolysis of milks of different species. 

The lactose hydrolysis of the different milks using EL did not show any significant difference (p <0.05). The EI, LBI and LBD, 

on the other hand, showed a difference, but the LBI using the EI required a longer hydrolysis time (43 h), possibly because it 

had a higher fat content in relation to the LBD. LOI and LOD showed no difference using EI, possibly due to the fact that this 

milk presents the fat in a more dispersed way in the medium and with smaller sizes of fat globules, not interfering in the lactose 

hydrolysis process. It was evident that the fat content has an influence on the hydrolysis time, since LS at the shortest hydrolysis 

time for EI. 

 

Key words: β-galactosidase, free lactose, intolerant 
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INTRODUÇÃO 

 

A hidrólise enzimática da lactose é um dos processos 

biotecnológicos mais importantes no setor de alimentos, 

considerando aumento da restrição ao consumo de alimentos 

que possuem lactose em sua composição (LIU et al., 2019). A 

intolerância à lactose é a incapacidade de digerir e absorver a 

lactose. A lactose requer hidrólise em D-glicose e D-galactose 

no intestino delgado, mas a atividade desta enzima é baixa em 

aproximadamente 70% da população adulta em todo o mundo, 

devido a um declínio gradual geneticamente na expressão de 

lactase após o desmame (WORTMANN; SIMON; DA 

SILVEIRA, 2013; SAQIB et al., 2017; CORGNEAU et al., 

2017; SKRYPLONEK et al., 2019), por isso o mercado vem 

investindo em produtos deslactosados (SILVA, 2016), com  

intuito principal de suprir as necessidades desses indivíduos 

que não conseguem metabolizar completamente a lactose 

(MORLOCK et al., 2014; SITANGGANG; DREWS; 

KRAUME, 2016). 

As β-galactosidases são amplamente utilizadas na 

indústria de lácteos, para a produção de lácteos zero lactose, 

(NATH et al., 2014), especificamente a β-galactosidase 

produzida a partir de Kluyveromyces lactis tem sido 

empregada na hidrólise de lactose produzindo glicose e 

galactose (KLEIN et al., 2013) e para a produção de prebióticos 

como os galactooligossacarídeos e a lactulose (GUERREIRO 

et al., 2017). O processo de hidrólise aumenta a solubilidade e 

digestibilidade dos produtos lácteos (RICARDI et al., 2017) 

como bebidas lácteas, creme, iogurte e queijo (NATH et al., 

2014).  

Em condições de altas concentrações de lactose, a β-

galactosidase é capaz de “ativar” o seu outro mecanismo 

catalítico, o de transgalactosilação, sendo que González-

Delgado et al. (2016) observaram a otimização da síntese de 

galactooligossacarídeos, analisando parâmetros como 

temperatura, concentração de enzima, pH e tempo de reação 

verificando que o pH é um parâmetro crítico que afeta a reação 

realizada pela enzima. Neste sentido, faz-se necessário 

verificar a ação das lactases em diferentes meios, buscando 

atender a demanda do mercado consumidor pelo 

desenvolvimento de novos produtos. Um desafio para a 

indústria láctea e ao mesmo tempo oportunidade para 

desenvolver ainda mais o mercado de alimentos com teor 

reduzido de lactose (PEREIRA et al., 2012). 

Atualmente a grande maioria da hidrólise é realizada 

por enzimas livres, no entanto, enzimas livres aumentam o 

custo de produção de alimentos sem lactose / com baixo teor 

de lactose (FACIN et al., 2015). Portanto, sistemas de 

imobilização da β-D-galactosidase para a hidrólise da lactose é 

uma estratégia promissora para a indústria alimentícia quando 

o objetivo é produzir alimentos sem lactose / com baixo teor de 

lactose (LIU et al 2012). Principalmente com intuito de 

recuperação da enzima e reutilização em vários ciclos de 

hidrólise, o que reduz a relação custo / benefício no processo 

industrial (LIU et al 2012).  

 Rentschler et al. (2015), realizaram conversões 

enzimáticas de lactose em leite bovino UHT contendo 1,5% de 

gordura e lactose inicial de 48,5 ± 2,1 g.L-1 com agitação a 8 

± 1 ° C por 72 h. Segundo Guetouache, Guessas e Medjekal 

(2014), o leite bovino é composto de 3,7% de gordura, 3,5% 

proteína total dessas 2,8% caseína, 4,9% de lactose, 0,72% de 

sais minerais e água. A presença da gordura é responsável pelo 

sabor específico do leite bovino, pelos glóbulos de gordura 

dispersos serem rodeados por uma camada fina composta de 

um complexo lipídico-proteico e uma pequena quantidade de 

carboidrato (DOUËLLOU; MONTEL; THEVENOT 

SERGENTET, 2017).  
 Já o leite ovino, contém significativamente maior 

concentração de proteína, caseína, cálcio, gordura, lactose, 

ácido linolênico conjugado e vitaminas que o leite bovino 

(BALTHAZAR et al., 2017; FAO 2019), resultado este 

observado no maior teor total de sólidos e nas características 

do produto elaborado. O teor de proteína é quase duas vezes 

mais em comparação ao leite caprino e bovino, e fonte de 

minerais (BALTHAZAR et al., 2017). A forma molecular das 

proteínas do leite ovino e a sequências de aminoácidos tem 

qualidade nutricional e impacta na digestibilidade e termo 

estabilidade (CLAEYS et al., 2014).  Os níveis de cálcio, 

fósforo, magnésio, zinco, manganês e cobre são maiores em 

leite ovino (WIJESINHA-BETTONI; BURLINGAME, 2013). 

A biodisponibilidade desses minerais faz com que seja uma 

fonte importante desses elementos na dieta alimentar 

(BALTHAZAR et al., 2017). 
 Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a 

hidrólise da lactose em meio sintético, leite bovino e ovino com 

diferentes teores de gordura, pela β-Galactosidase de 

Kluyveromyces lactis (EC 3.2.1.23) quanto ao tempo de 

atuação da enzima para hidrólise de no mínimo 95% da lactose 

presente nos leites. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Imobilização da enzima β-galactosidase 

As esferas de quitosana foram preparadas seguindo 

metodologia proposta por Duarte et al. (2017), com 

modificações, 0,3 g de quitosana foram solubilizadas em 15 

mL de solução de ácido acético 0,35 M e submetidas a 

sonicação em banho ultrassom SolidSteel (SKU SSBUC 6L) 

(40°C) por 1 hora e após gotejamento com uma seringa e 

agulha em solução de coagulação (hidróxido de sódio 1 M e 

etanol 26% v/v) à 10 °C, sob agitação (250 rpm) em um 

agitador magnético. As esferas permaneceram em repouso por 

2 horas em geladeira (10 °C), seguida de lavagem com água 

destilada até sua neutralidade e posterior secagem em filtro 

(Whatman qualitativo n° 40) com bomba à vácuo (1 hora). 

O processo de ativação foi realizado com soluções de 

genipina 0,5% em tampão fosfato 0,02 M, pH 7,0 (KLEIN et 

al., 2016). A ativação foi realizada em 1 hora à 60 °C em shaker 

sem agitação (0 rpm). Posteriormente a lavagem das mesmas 

em tampão fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,0. Após adicionado 

2 mL de solução enzimática com concentração de 56 U/mL 

durante 8 horas à 25 ° C em shaker com agitação de 200 rpm. 

Em seguida realizado a lavagem das esferas em tampão fosfato 

de sódio 0,02 M, pH 7,0 e posterior tirado o excesso de 

reagente tamponante através de filtro (Whatmam qualitativo n° 

40). A imobilização foi realizada através de ligação covalente. 

ONPG foi usado como substrato para medida da atividade 

enzimática da β-galactosidase livre e imobilizada. Uma 

unidade (U) da atividade da enzima é definida como a 

quantidade de enzima que catalisa a hidrólise de 1 mol de 

ONPG por minuto nas condições reacionais (Song et al., 2013).  

 

Hidrólise da lactose 
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O leite de ovino e/ou bovino foi obtido de uma fazenda 

localizada no interior de Lajeado Grande/SC, transportados em 

recipientes de 5 litros em caixa de material isotérmico 

contendo gelo buscando manter a temperatura de 4 °C, até a 

UDESC de Pinhalzinho/SC. Os leites foram submetidos ao 

desnate através da centrífuga (Canapatop) com objetivo de 

padronização da gordura do leite de 0,5 % e 3,0 %, após 

pasteurização lenta à 65 ºC por 30 min sob agitação (300 rpm) 

em panela Thermomix™ (Vorwerk, modelo Bimby ® 5 

(TM5)), na sequência resfriados à 10 ºC, para realização dos 

experimentos de hidrólise da lactose. 

O leite sintético (LS) foi elaborado a partir de 9 mL de uma 

solução de lactose tamponada 3,85% m/v (solução de lactose 

em tampão fosfato de 0,1 M pH 6,8). 
A hidrólise da lactose foi avaliada nos leites bovino 

integral (LBI), leite bovino desnatado (LBD), leite ovino 

integral (LOI), leite ovino desnatado (LOD) e leite sintético 

(LS), adicionando 1 mL de enzima β-galactosidase diluída em 

tampão fosfato 0,2 M pH 7,0 (56 U) para a enzima livre e 

0,0914 g de enzima β-galactosidase imobilizada (56 U) para a 

enzima imobilizada.   

  Para determinar o grau de hidrólise das 

amostras foi utilizado o Kit Glicose PP (Analisa ®). As 

amostras contendo enzima livre (EL) foram inativadas a 90 

°C/1 min e após realizada a determinação de glicose. A 

absorbância foi medida em 505 nm em espectrofotômetro 

(Femto – Cirrus 80). As alíquotas das reações com a enzima 

imobilizada foram somente retiradas do meio e analisadas.A 

reação foi realizada até obter a hidrólise máxima (~100%). 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Como é possível observar na Figura 1A, a 

demonstração do comportamento da hidrólise de leite bovino 

desnatado (LBD) e do leite sintético (LS) através da utilização 

de enzima livre (EL) e enzima imobilizada (EI). A hidrólise da 

lactose utilizando da EL teve tempos inferiores de 22h com 

97,43% de hidrólise para o LBD, e 99,86% de hidrólise para o 

LS, essa pequena diferença pode estar ligada a gordura e 

proteína que no LBD apresenta. O mesmo é observado para a 

EI, 41h e 42 h de hidrólise, para LS e LBD respectivamente.  

A enzima imobilizada apresentou maior tempo de 

hidrólise em comparação a enzima livre. A diferença entre os 

tempo de hidrólise pode estar relacionada ao processo de troca 

difusional da enzima e mobilidade das ligações enzima-

substrato, considerando que a imobilização ocorreu por ligação 

covalente, a enzima pode se ligar aos pequenos espaços vazios 

do suporte (Barbosa et al., 2015), o que dificulta a hidrólise da 

lactose. Já a EL é totalmente livre no meio sem ligação com 

suporte ou com qualquer outro material.  
 

 

Figura 1A – Hidrólise da lactose em meio sintético e leite bovino desnatado, com enzima livre e enzima imobilizada. 

 

LBD – EL: Leite Bovino Desnatado – Enzima Livre; LS – EL: Leite Sintético – Enzima Livre; LS – EI: Leite Sintético – 

Enzima Imobilizada; LBD – EI: Leite Bovino Desnatado – Enzima Imobilizada. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Durante o processo de imobilização, a β-galactosidase 

pode formar ligações covalentes multipontos com seu suporte 

de imobilização através da reação com as partes da quitosana 

reticulada (Rodrigues et al., 2013), diminuindo a capacidade de 

estabelecer um complexo enzima-substrato (Wahba, 2018) e, 

logo, a capacidade de hidrólise. 

A hidrólise da lactose pela β-galactosidase já é uma 

tecnologia difundida nas indústrias de laticínios para reduzir o 

teor de lactose do leite e de seus derivados (KLEIN et al., 

2013).  

A imobilização é utilizada para melhorar as 

propriedades da enzima, como atividade, estabilidade, 

seletividade, especificidade, inibição, resistência a produtos 

químicos e pureza (Barbosa et al., 2015), além da possiblidade 

de recuperação e reutilização de catalisadores, além da 

melhoria de sistemas que utilizam micro-organismos ou 

enzimas livres (Hettiarachchy et al., 2018).  

O mesmo comportamento pode ser observado na 

Figura 1B, maior tempo necessário para a hidrólise com a EI. 

O LBI necessitou de um maior tempo de hidrólise 

possivelmente em função do diferente teor de gordura e maior 

teor de lactose, no qual foi evidenciado que quando é realizado 

o desnate do leite ocorre também uma pequena diminuição do 

teor de lactose, visto que ele é incorporado junto com a 
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gordura. Esta existe como glóbulos de gordura no leite cercado 

por uma parte interna monocamada fosfolipídica e uma 

complexa bicamada lipídica, denominada membrana globular 

da gordura do leite (DEWETTINCK et al. 2008), que com a 

atuação da força centrífuga ocorre a separação da gordura do 

leite quando realizado a centrifugação. 

 

 

Figura 1B –Hidrólise da lactose em meio sintético e leite bovino integral, com enzima livre e enzima imobilizada. 

 

 
 

LBI – EL: Leite Bovino Integral – Enzima Livre; LS – EL: Leite Sintético – Enzima Livre; LS – EI: Leite Sintético – Enzima 

Imobilizada; LBI – EI: Leite Bovino Integral – Enzima Imobilizada. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

As enzimas são catalisadores eficazes em condições 

de operação moderadas, usadas em reatores convencionais, 

com economias consideráveis em termos de custos de 

investimento e operação, em acordo com os princípios da 

química sustentável (ILLANES; WILSON; VERA, 2018; 

SHELDON, 2011). Com isso é necessário levar em 

consideração que a temperatura ótima para atuação desta 

enzima em questão é de 37 °C, mas sua aplicação nesta 

temperatura correspondente no qual sua atividade é máxima 

alcançará o objetivo inicial no qual é hidrolisar o leite, mas para 

produção de um produto as características da matéria prima já 

estão alteradas, principalmente em parâmetros de qualidade do 

leite. 

 O ensaio utilizando leite ovino desnatado (LOD) e 

leite ovino integral (LOI), Figura 1C e Figura 1D, 40 h e 43 h 

respectivamente, para hidrólise utilizando EI, é facilmente 

observado a interferência que o teor de gordura tem sobre a 

hidrólise ao utilizar EI. Já para a EL o tempo foi inferior, 21 e 

22 h, para LOD e LOI respectivamente. O mesmo 

comportamento foi observado para o LS, períodos mais curtos 

para EL e o inverso para a EI. 

 

Figura 1C– Comportamento cinético da hidrólise da lactose em meio sintético e leite ovino desnatado, com enzima livre e enzima 

imobilizada. 
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LOD – EL: Leite Ovino Desnatado – Enzima Livre; LS – EL: Leite Sintético – Enzima Livre; LS – EI: Leite Sintético – 

Enzima Imobilizada; LOD – EI: Leite Ovino Desnatado – Enzima Imobilizada. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Figura 1D – Comportamento cinético da hidrólise da lactose em meio sintético e leite ovino integral, com enzima livre e enzima 

imobilizada. 

 

 
LOI – EL: Leite Ovino Integral – Enzima Livre; LS – EL: Leite Sintético – Enzima Livre; LS – EI: Leite Sintético – Enzima 

Imobilizada; LOI – EI: Leite Ovino Integral – Enzima Imobilizada. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Como podemos observar a EI atuou em todos em 

ensaios realizados, o que leva a crer que o seu sítio ativo ainda 

não está sobrecarregado, possibilitando assim sua reutilização, 

com hidrólise possivelmente mais lenta principalmente para 

aquelas utilizadas em leite integral.  

Os LOI e LOD não apresentaram diferença utilizando 

a EI, possivelmente devido este leite apresentar a gordura de 

forma mais dispersa no meio e com tamanhos menores dos 

glóbulos de gordura (Balthazar et al., 2017a) não interferindo 

no processo de hidrólise. 

O LOD e LBI não apresentaram diferença da hidrólise da 

lactose com relação ao LS, porém necessitaram de diferentes 

tempos para atingir os valores de hidrólise, sendo o LBI a 

maior demanda. Foi evidenciando que o teor de gordura tem 

influência sobre o tempo de hidrólise, visto que o LS é 

composto de uma solução de lactose tamponada e enzima β-

galactosidase, necessitando de um menor tempo de hidrólise 

para a EI. O meio sintético foi utilizado de forma a prever o 

comportamento ideal com menos interferências possíveis do 

meio. Os leites no geral possuem gordura, minerais, proteína e 

outros compostos que podem limitar a hidrólise da lactose. O 

tempo de hidrólise está relacionado as características de cada 

matriz láctea. NO leite ovino se destaca a capacidade 

tamponante, diferenças na solubilidade de sais e proteínas. 

(Tribst et al., 2019).

 

CONCLUSÕES 

 

A aplicação da enzima β-galactosidase de Kluyveromyces 

lactis imobilizada para hidrólise da lactose em leite bovino e 

ovino mostrou-se viável, independente da matriz láctea e dos 

teores de gordura, o que são fatores bastante interessantes a 

indústria. O teor de gordura e o tipo de leite tem influência 

sobre o tempo de hidrólise da lactose. A composição do leite 

ovino tem direta atuação sobre o processo de hidrólise. 
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Os galactooligossacarídeos (GOS) são oligossacarídeos não digeríveis utilizados como 

ingredientes alimentares prebióticos. O consumo regular destes pode promover o crescimento e o 

metabolismo de bifidobactérias intestinais, micro-organismos associados a efeitos positivos à 

saúde. A lactulose (4-O-β-D-galactopiranosil-β-D-frutofuranose) é sintetizada através da frutose 

e galactose. A concentração mínima de lactulose indicada em alimentos é de 3 g, sendo que o 

excesso desta pode tornar o produto laxativo. Para sua produção utilizando o leite é necessário 

realizar a hidrólise da lactose em glicose e galactose através da β–galactosidase e posteriormente 

isomerizar a glicose a frutose através da transgalactosilação, com a enzima glicose isomerase. A 

enzima β-d-galactosidase, em suas formas livre ou imobilizada, tem uma aplicação importante na 

indústria de alimentos para hidrólise de lactose e síntese de GOS. 

O leite é composto por diferentes estruturas químicas como lactose, gordura e proteína, 

sendo que esses apresentam variação nas diferentes espécies. O leite ovino contém 

significativamente maior concentração de proteína, caseína, cálcio, gordura, lactose, ácido 

linolênico conjugado e vitaminas, em comparação ao leite bovino. Assim, o objetivo desta 

pesquisa foi avaliar a síntese de lactulose em leite ovino, para posterior aplicação na produção de 

lácteos prebióticos com teor reduzido de lactose.  Neste sentido foram utilizadas para reação as 

enzimas β-galactosidase de Kluyveromyces lactis (EC 3.2.1.23) imobilizada em quitosana ativada 

com genipina, e a glicose isomerase comercialmente imobilizada.  

A síntese da lactulose no leite foi realizada em três etapas: (a) adição da enzima β-

galactosidase imobilizada, aprisionada em tela com espessura de 0,15 mm e 40 mesh, para a 

hidrólise da lactose a 10±1 °C até cerca de 60% de hidrólise; (b) adição da enzima glicose 

isomerase também aprisionada, para realizar a isomerização da glicose obtida pela hidrólise da 

lactose a 8±1 ºC; (c) transgalactosilação da frutose e galactose para síntese da lactulose. Para 

análise do processo de síntese foi avaliado a concentração de glicose e lactulose. 

A síntese da lactulose é um processo no qual distintos parâmetros podem influenciar na 

concentração gerada em um determinado tempo. Sínteses por via enzimática são complexas e 

menos rentáveis em comparação aos processos químicos, apesar de que a principal diferença está 

nos compostos secundários formados por essas duas vias. A Tabela 1 apresenta a porcentagem de 

hidrólise do leite e posterior síntese da lactulose no leite ovino integral. 
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Tabela.1 – Determinação da síntese enzimática da lactulose através da variação da concentração da 

enzima glicose isomerase em 34 h da hidrólise a 10 °C, e síntese por 36 h a 8 °C, ambas com agitação de 

200 rpm. 

Leite 
Tempo 

/temperatura 

Concentração 

LA (g.100 mL 

de leite-1) 
% Hidrólise 

Tempo 

/temperatura 

Concentração 

GI (g.100 mL 

de leite-1) 
LU (g.L-1) 

LOI 34 h/10 °C 
0,457 60,69±1,04 

36 h/ 8 °C 
0,5 0,16±0,05a 

0,457 62,06±1,39 1,7 0,25±0,05a 
Média ± desvio padrão. Valores seguidos da mesma letra minúscula, na coluna, não apresentam diferença 

significativa ao nível de confiança de 95% (p<0,05). Leite ovino integral (LOI), β-galactosidase (LA), glicose 

isomerase (GI), lactulose (LU). Fonte: Elaborado pela autora, 2020. 

 

A utilização do LOI com maiores concentrações de enzima (1,7 g GI.100 mL de leite-1) 

não influenciou na síntese da lactulose, considerando não haver diferença significativa (p<0,05). 

Com isso, devido os custos envolvidos no processo a síntese da lactulose é viável em termos 

econômicos e rentáveis utilizando-se de 0,5 g GI.100 mL de leite-1. O leite ovino integral tem 

relevância devido a sua elevada bioatividade por parte da gordura, principalmente devido a 

importância de seus ácidos graxos. 

Estudos indicam que temperaturas superiores daquelas utilizadas neste trabalho 

resultaram em maiores teores de lactulose. Porém, caso o produto para aplicação desta seja o 

iogurte, a síntese deve ser feita in loco permanecendo assim a lactulose sintetizada no meio.  

Outra situação encontrada nesse estudo foi o fato da lactose presente neste meio (leite) ser 

de baixa concentração se comparada a outros pré-selecionados para maiores valores de síntese. 

Um exemplo é o soro de leite, que em sua composição possui alto teor de lactose, baixo teor de 

gordura e tem apresentado bons resultados quanto a obtenção de lactulose via enzimática, com 

parâmetros de processo diferenciados aos aplicados neste estudo (temperatura e tempo). O leite 

ovino integral mostrou-se uma matéria-prima promissora para obtenção da lactulose (via 

enzimática), entretanto, estudos visando a aplicação da lactulose em produtos lácteos ainda são 

necessários. 
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Brotos de bambu são considerados fonte de alimento e medicamento na China, Japão e 

outros países asiáticos. Na indústria alimentícia o teor da fibra do broto de bambu é o que mais 

chama atenção. A nível industrial é utilizado para produção de fibras, como a Jelucel® e a 

Nutriloid®. As fibras são capazes de absorver de 3 a 5 vezes a sua massa em água, apresentam 

fácil dispersão e podem aumentar a viscosidade do meio agindo como espessantes. Assim, na 

busca em atender as necessidades da população por alimentos mais saudáveis, saborosos e que 

tragam benefícios para a saúde e a sustentabilidade na produção, ressalta-se, o leite de ovelha, o 

soro de leite de ovelha e a farinha de broto de bambu como potenciais ingredientes para a 

elaboração de bebidas lácteas. O processamento deste tipo de bebida é vantajoso, visto que 

admite a utilização de aditivos alimentares não lácteos, o que possibilita a aplicação de diversos 

tipos de matérias-primas, oriundas das mais distintas origens.  

 Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi aplicar a farinha obtida do broto do bambu da 

espécie Dendrocalamus asper como espessante em bebida láctea de soro e leite ovino em 

comparação ao espessante comercial MEYPROGEN® JO-767 em diferentes concentrações. 

Foram produzidas as seguintes formulações: controle, sem adição de espessante (F1); com adição 

de espessante comercial na concentração 0,1% (F2), 0,2% (F3), 0,3% (F4) e 0,4% (F5) e ainda  

com a farinha do bambu, 0,1% (F6), 0,2% (F7), 0,3% (F8) e 0,4% (F9), sendo que cada uma foi 

conduzida em réplica de batelada. Para o processamento das bebidas lácteas, o soro de queijo tipo 

minas frescal de ovelha (70%), o leite de ovelha (30%), o açúcar e o espessante (comercial ou 

farinha do broto do bambu) foram misturados durante um minuto com auxílio de um bastão de 

vidro em seguida pasteurizado em uma Thermomix durante 15 min, na temperatura de 65 °C, 

seguido do resfriamento em banho de gelo até 43 °C, momento em que foi efetuada a inoculação 

da cultura láctea (Y 450 B-bactérias Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. 

Bulgaricus da Sacco, Brasil). A fermentação foi realizada até atingir o pH em torno de 4,6 em 

uma incubadora BOD a 43 °C, posteriormente as formulações foram transferidas para provetas 

para acompanhamento durante 19 dias em refrigeração a 4 °C. Foram analisados o pH, acidez 

titulável e estabilidade aparente. 

Observou-se estabilidade nas formulações com adição dos espessantes comerciais (Figura 1), 

durante o período de armazenamento. Já quando a farinha do broto do bambu foi utilizada 

(Figura 1), observou-se separação de fases, proporcional ao aumento na concentração de farinha. 
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Desta forma, nas condições estudadas (pH do meio e proporção soro e leite de ovelha), a farinha 

do broto do bambu foi capaz de manter a estabilidade da rede de gel somente na concentração de 

0,1 % (formulação 6). Entre os fatores que podem ter influenciado a estabilidade do produto final 

tem-se a força iônica e o pH da solução em acordo com a composição do composto espessante 

utilizado.  

A partir da pesquisa, observou-se o potencial em utilizar a farinha do broto de bambu como 

um novo ingrediente em alimentos, especificamente a farinha do broto do bambu para a bebida 

láctea fermentada, considerando sua capacidade de reter os líquidos do meio e formar uma rede 

de gel. 
 

Figura 1. Bebida Láctea produzida com diferentes concentrações de espessante comercial e farinha do broto do 

bambu, armazenadas durante 19 dias sob refrigeração. (1) Controle sem espessante, (2) 0,1% espessante comercial, 

(3) 0,2% espessante comercial, (4) 0,3% espessante comercial, (5) 0,4% espessante comercial, (6) 0,1% farinha do 

broto do bambu, (7) 0,2% farinha do broto do bambu, (8) 0,3% farinha do broto do bambu, (9) 0,4% farinha do broto 

do bambu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(A) Batelada 1 e (B) Batelada 2 

Fonte. Autoria própria (2020). 
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RESUMO – Desenvolver novos produtos com reduzido ou baixo teor de lactose,  consiste 

em um  desafio e oportunidade para a indústria de alimentos a fim de atender o crescente número 

de portadores deste disturbio. Destaca-se o desenvolvimento de produtos com leite de ovelha 

como uma alternativa para aumentar a diversidade deste segmento. Nesse contexto, o presente 

trabalho visa à caracterização físico-química e a otimização da hidrólise da lactose do leite de 

ovelha em diferentes temperaturas e concentrações de enzima estabelecidas no planejamento 
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experimental proposto. O acompanhamento da hidrólise e da acidez do leite foi realizado nos 

tempos de 0 a 5 horas. A caracterização físico-química do leite de ovelha mostrou resultados 

coerentes com a bibliografia quanto aos teores de acidez (0,258%), proteínas (4,75%), lipídios 

(7,47%), lactose (4,35%), cinzas (0,898%) e pH (7,02). A concentração máxima de hidrólise da 

lactose pela Prozyn Lactase foi de 54,18% nas condições do ensaio 3 (20 ºC com adição de 

0,06% de enzima, no tempo de 3 horas). Ressalta-se que a hidrólise total, considerando a 

realizada pela enzima acrescida da encontrada na amostra sem adição de enzima (branco 

reacional) foi de 66,01%. Os resultados de acidez do leite realizados durante os tempos de 

hidrólise mostraram não haver alteração no decorrer do processo, mantendo a estabilidade 

necessária para a ação da enzima. 

Palavras-chave: Lactose; Leite de ovelha; Hidrólise; Lactase. 

 

ABSTRACT –  Developing new products with reduced or low lactose content is a challenge 

and opportunity for the food industry in order to meet the growing number of carriers of this 

disorder. The development of products with sheep's milk stands out as an alternative to increase 

the diversity of this segment. In this context, the present work aims at the physical-chemical 

characterization and the optimization of lactose hydrolysis of sheep's milk at different 

temperatures and enzyme concentrations established in the complete experimental planning. 

The hydrolysis and acidity of the milk was monitored from 0 to 5 hour. The physicochemical 

characterization of sheep's milk showed results consistent with the literature as the acidity levels 

(0.26%), protein (4.75%), lipids (7.47%), lactose (4.35%), ashes (0.90%) and pH (7.02). The 

maximum concentration of lactose hydrolysis by Prozyn Lactase was 54.18% under the 

conditions of assay 3 (20 ° C with addition of 0.06% of enzyme, in 3 hours). It should be noted 

that the total hydrolysis, considering the performed by the enzyme added the found in the 

sample without addition of enzyme (reactional white) was 66.01%. The milk acidity results 

obtained during the hydrolysis times showed no change during the process, maintaining the 

stability necessary for the enzyme action.  

Keywords: lactose; sheep milk; hydrolysis; lactase. 

 
 

 

1. INTRODUÇÃO  
 

As enzimas são catalisadores biológicos, que aceleram as reações ao reduzir a energia de 

ativação desta e, portanto, são utilizadas em diversos ramos industriais (ASHKAN et al., 2021). 

Entre as enzimas mais utilizadas na indústria de alimentos destaca-se a β-galactosidase que é 

capaz de hidrolisar a lactose para produção de lácteo zero lactose, visando atender os portadores 

de intolerância à lactose (RUEDA et al., 2016; ZERVA et al., 2021). 
O leite ovino, contém em sua composição maior concentração de proteína, caseína, cálcio, 

gordura, lactose, ácido linolênico conjugado e vitaminas que o leite bovino, resultado este 

observado no maior teor total de sólidos e nas características do produto elaborado 

(BALTHAZAR et al., 2017; MALTA et al., 2021 a). O teor de proteína é quase duas vezes 

mais em comparação ao leite caprino e bovino, e fonte de minerais (BALTHAZAR et al., 2017). 



 
 

A forma molecular das proteínas do leite ovino e a sequências de aminoácidos tem qualidade 

nutricional e impacta na digestibilidade e termo estabilidade (CLAEYS et al., 2014).  Os níveis 

de cálcio, fósforo, magnésio, zinco, manganês e cobre são maiores em leite ovino 

(WIJESINHA-BETTONI; BURLINGAME, 2013). Contudo a composição química do leite 

ovino pode variar devido à influência de fatores como: raça, estágio de lactação, variação 

durante a ordenha, condições climáticas, alimentação, entre outros (MALTA et al., 2021 a). 

Segundo Martins, Vasconcelos e Rolo (2000) o leite de ovelha se distingue dos demais 

tipos de leite por aspectos característicos, nomeadamente a cor branca nacarada (porcelana), a 

opacidade mais marcada e a viscosidade mais elevada. Em relação aos demais, possui uma 

maior resistência à proliferação microbiana nas primeiras horas após a ordenha, que é 

justificada pela atividade imunológica do próprio leite e pelo seu poder tampão, que constitui 

uma característica vantajosa em termos de conservação (MALTA et al., 2021 b).  

Neste sentido, são de grande importância estudos que avaliem a hidrólise da lactose do 

leite de ovelha, a fim de determinar as melhores condições deste processo, para possíveis 

aplicações do leite com redução de lactose no desenvolvimento de novos produtos. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Qualidade dos Alimentos 

(QUALIAL) e na Usina de Leite e derivados do Departamento de Engenharia de Alimentos e 

Engenharia Química da Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC. 

O leite de ovelha foi fornecido pela Cabanha Três Leites, sediada no município de 

Lajeado Grande/SC. A enzima Prozyn Lactase foi fornecida pela empresa Prozyn. 

 

2.1. Análises físico-químicas do leite de ovelha  
 

A avaliação físico-química do leite de ovelha fresco foi baseada na Instrução Normativa 

Nº 77 de 26 de novembro de 2018, sendo realizadas análises de lactose, proteína, lipídios, cinzas 

e acidez. O pH foi determinado de acordo com a Apostila de Leites e Derivados - Adolfo Lutz.  

Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

Determinação de Lactose – Lane-Eynon: Adicionou-se 10 mL de leite de ovelha, 5 mL 

de solução de ferrocianeto de potássio a 15% e 5 mL de solução de sulfato de zinco a 30% em 

um balão de 250 mL. A mistura foi agitada e completou-se o volume do balão com água 

destilada. A mistura sedimentou e foi filtrada em papel filtro. Adicionou-se o filtrado recebido 

em uma bureta de 50 mL. Transferiu-se para um erlenmeyer, 5 mL de solução de Fehling A, 5 

mL de solução de Fehling B e 40 mL de água destilada. Essa mistura foi aquecida até ebulição 

e titulada com o filtrado gota a gota sem agitação até que o líquido sobrenadante ficou 

levemente azulado. Ainda em ebulição, adicionou-se 1 gota de solução de azul de metileno a 

1% e continuou-se a titulação até descoloração do indicador.  

A solução de Fehling foi padronizada adicionando-se 10 mL de cada uma das soluções 

de Fehling A e B e 40 mL de água para um erlenmeyer de 250 mL. Aqueceu-se até ebulição e 



 
 

titulou-se gota a gota com solução padrão de glicose. Adicionou-se uma gota de solução de azul 

de metileno 1% no final da titulação e completou-se a titulação até descoramento do indicador. 

Utilizou-se como título da solução de Fehling o valor de 0,0575 encontrado na 

padronização. 

 

Determinação de Proteína – Kjeldahl: Adicionou-se 10 g de leite de ovelha, 5 g de mistura 

catalítica, 20 mL de ácido sulfúrico e algumas pérolas de vidro em balão de Kjeldahl. Conduziu-

se a mistura ao sistema de digestão a 400 ºC até que o líquido se tornou límpido e com 

tonalidade azul-esverdeada.  

Após o resfriamento da amostra, adicionou-se 300 mL de água e 100 mL de solução de 

hidróxido de sódio a 50%.        

Realizou-se a etapa de destilação, recebendo o destilado em 25 mL de solução de ácido 

bórico a 4% e 4 a 5 gotas de solução de indicador misto. Titulou-se a mistura com solução de 

ácido clorídrico 0,1 N até a viragem do indicador. Considerou-se o fator de conversão de 6,38 

para a proteína determinada. 

 

Determinação de Cinzas: Primeiramente os cadinhos de porcelana foram aquecidos a 

550 ºC durante 30 minutos e esfriados em dessecador para pesagem. 

Quantificou-se em balança analítica 2 g de leite de ovelha diretamente nos cadinhos para 

evaporação em placa aquecedora e posterior incineração em mufla a 550 ºC até obter cinzas 

totalmente brancas.  

 

Determinação de Gordura - Método de Gerber: Adicionou-se 10 mL de solução de ácido 

sulfúrico 0,9 N, 11 mL de leite de ovelha e 1 mL de álcool isoamílico a um butirômetro e 

fechou-se com rolha apropriada. Agitou-se o butirômetro para promover a mistura completa 

dos líquidos no interior do aparelho. Centrifugou-se durante 15 minutos a 1000 RPM e 

transferiu-se para banho-maria a 65 ºC por 10 minutos. Após realizou-se a leitura da 

porcentagem de gordura na própria escala do butirômetro. 

 

Determinação de Acidez em ácido lático: A análise de acidez foi realizada no leite in 

natura, bem como durante a hidrólise. Acompanhou-se a acidez do leite durante o processo de 

hidrólise com o intuito de avaliar a influência da acidez no processo de hidrólise da lactose. 

Transferiu-se 20 mL de leite de ovelha para um Erlenmeyer de 125 mL com 40 mL de 

água livres de gás carbônico e adicionou-se 2 mL de solução de fenolftaleína 1%. Titulou-se a 

mistura com solução de hidróxido de sódio 0,1 N até primeira coloração rosa forte semelhante 

ao padrão, persistente por 30 segundos. 

Para o padrão de coloração dissolveu-se 0,12 g de rosanilina em 50 mL de álcool etílico 

contendo 0,5 mL de ácido acético, completando o volume para 100 mL com álcool etílico. 

Adicionou-se 0,3 mL dessa solução a 20 mL de leite de ovelha diluído com 40 mL de água. 

Homogeneizou-se a solução e adotou-se como referência de cor para o término da titulação. 

 

Determinação de pH: O pH do leite de ovelha foi determinado em pHmetro (pH Probe 

86P2, mPA210). 

 



 
 

2.2. AVALIAÇÃO DA HIDRÓLISE DA LACTOSE DO LEITE DE 

OVELHA  
 

O leite primeiramente foi pasteurizado pelo método lento a uma temperatura de 63 ºC 

durante 30 minutos. 

A hidrólise seguiu a técnica de planejamento composto central (DCC) 2² com três pontos 

centrais eduas variáveis independentes (concentração da enzima e temperatura), sendo o grau 

de hidrólise a variável dependente. A concentração da enzima Prozyn Lactase avaliada foi de 

0,05, 0,06 e 0,07%, considerando as especificações do fabricante, 0,07% (PROZYN)  e  a 

literatura (RIGO et al., 2015). A enzima foi adicionadaem 200 mL de leite nas  temperaturas 

de 10, 20 e 30 °C. A hidrólise e a acidez foram monitoradas até 5 horas de reação. Para cada 

ensaio realizou-se um experimento sem adição de enzima para verificação da hidrólise da 

lactose natural a ser diminuída da obtida nos experimentos adicionados de enzima.  

Após foi quantificado a hidrólise da lactose, sendo que 10 µL do leite hidrolisado foram 

transferidos para tubos e aquecidos em estufa a 92 °C por 3 minutos para inativação da enzima 

para realizar a determinação da concentração de glicose de acordo com o método enzimático 

Glicose Oxidase/Peroxidase (GOD-POD), em triplicata. Utilizou-se um kit enzimático (Kit 

glicose PP- ANALISA) contendo um reativo mono-reagente pronto para uso, além de uma 

solução padrão de glicose com a concentração de 100 mg/dL. O método baseia-se na oxidação 

enzimática da glicose através da enzima glicose oxidase (GOD) resultando em peróxido de 

hidrogênio, o qual é subsequentemente usado na geração da coloração rosada pela peroxidase, 

que será mensurada por absorbância.  

As amostras com enzima inativada foram adicionadas da solução 2 do kit enzimático e 

submetidas à homogeneização e incubação em banho-maria a 37 °C por um período de 10 

minutos. A absorbância foi medida em 505 nm em espectrofotômetro (BIOSPECTRO – 

Espectrofotômetro SP – 220). 

 

 

2.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) com o auxílio do 

Protimiza Software (Brasil), com um nível de significância de 95% (p ≤0,05), buscando 

verificar a influência da temperatura e concentração de enzima durante a hidrólise da lactose 

do leite de ovelha. 

 

 



 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 Análises fisíco-químicas do leite de ovelha fresco 
 

Na Tabela 1 apresentam-se os resultados da caracterização físico-química do leite de 

ovelha fresco utilizado nos ensaios de hidrólise da lactose, considerando a importância da 

avaliação da qualidade da matéria prima antes da realização dos experimentos de hidrólise da 

lactose.  
 

Tabela 1 – Características físico-químicas do leite de ovelha fresco. 

Análises Média ± Desvio padrão 

pH 7,03 ± 0,02 

Acidez (%) 0,258 ± 0,003 

Gordura(%) 7,47 ± 0,06 

Proteína(%) 4,75 ± 0,07 

Cinzas (%) 0,898 ± 0,005 

Lactose(%) 4,28 ± 0,12 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

 Os valores médios de gordura e cinzas foram próximos aos obtidos por Malta et al. 

(2021). Sendo que neste estudo foram avaliadas as caracteristícas físico químicas do leite de 

ovelha fresco em função das estações do ano.  

 Segundo Malta et al. (2021), os valores de pH, acidez e lactose variaram de 6,4 à 6,6, 

0,19% à 0,22% e 4,24% à 4,35% respectivamente. Já em relação ao teor de proteína, o valor 

encontrado variou entre 5,00% à 5,44%.  

 Contudo, cabe ressaltar que estes valores podem apresentar uma variação em relação 

a inúmeros fatores como: ambiental, raça do animal, idade, estágio de lactação, manejo do 

rebanho, nível nutricional durante a gestação, lactação, entre outros (BENCINI, 2001). 

 

 

3.2 Resultados da hidrólise da lactose do leite de ovelha 
 

O comportamento da hidrólise do leite de ovelha durante os ensaios realizados são 

apresentados na Figura 1. Observou-se que o maior grau de hidrólise da lactose foi obtido no 

ensaio central, com temperatura de incubação de 20ºC e concentração de enzima de 0,06%, 

atingindo assim 54,18% de glicose no tempo de 3 horas. O ensaio do ponto central foi 

considerado o melhor não só por apresentar o maior grau de hidrólise, mas também por ter sido 

realizado na temperatura de 20ºC, a qual possivelmente colabora para menores perdas 

nutricionais e melhor qualidade microbiológica do leite hidrolisado. 



 
 

Nos ensaios 3 e 4 (Figura 1), obteve-se um máximo de 48,38% e 48,88% de glicose 

respectivamente. Ambos foram incubados a temperatura de 30ºC, sendo que no ensaio 3 

adicionou-se 0,05% de enzima e no ensaio 4 0,07%. Apesar das diferentes porcentagens de 

enzima adicionadas em cada um dos dois ensaios, a variação na porcentagem de hidrólise entre 

eles foi pequena (0,5%). 

Ainda pela Figura 1, nota-se que o ensaio 1 (10ºC, 0,05% de enzima) foi o que resultou 

na menor porcentagem de hidrólise, seguido do ensaio 2 (10ºC, 0,07% de enzima). Isso pode 

ter ocorrido devido a temperatura de incubação dos ensaios ter sido muito menor do que a 

temperatura ótima de ação da enzima, que é de 35 a 40ºC (PROZYN). 

Cabe ressaltar que os resultados dos ensaios sem enzima apresentaram valores de 

hidrólise bem inferiores dos ensaios adicionados da enzima.  Esses resultados tratam-se das 

concentrações de glicose naturalmente presentes no leite e percebe-se que as diferentes 

temperaturas (10, 20 e 30 ºC) e o tempo de incubação de 5 horas praticamente não afetaram a 

hidrólise que ocorreu no leite de ovelha sem a adição da enzima, pois os resultados mantiveram-

se com pequena variação entre conforme pode ser observado na Figura 1.  

 

Figura 1 – Grau de hidrólise do leite de ovelha avaliado pela concentração de glicose 

no decorrer de 5 horas de incubação nas condições do planejamento composto central 22. 

 
Elaborado pela autora, (2022). 

 

Os resultados para todos os ensaios no tempo de 3 horas de hidrólise considerando ser o 

de melhor resultado de hidrólise (Tabela 2). O ensaio 1 foi o que apresentou a menor 

porcentagem de hidrólise possivelmente devido a menor temperatura e menor concentração de 

enzima do planejamento. Os ensaios 2, 3 e 4 atingiram resultados próximos, variando de 40% 

a 44% de hidrólise. A triplicata do ponto central (ensaios 5, 6 e 7) teve pouca variação nos 

valores obtidos, sendo isso de extrema importância ao determinar-se o ponto central como o 

melhor resultado, que foi então acrescido do valor encontrado na amostra sem adição de enzima 

(11,83%) totalizando 66,01% de hidrólise da lactose do leite de ovelha. 



 
 

 

Tabela 2 – Matriz do planejamento composto central 22 com os valores reais e codificados 

e o valor da hidrólise da lactose do leite de ovelha após ação de três horas da Prozyn Lactase. 

 

Ensaios 
Concentracão de enzima 

(%) 

Temperatura 

(°C) 

Média hidrólise (%) 

 ± Desvio padrão 

1 0,05 (-1) 10 (-1) 30,061 ± 0,002 

2 0,07 (+1) 10 (-1) 40,957 ± 0,001 

3 0,05 (-1) 30 (+1) 44,221 ± 0,005 

4 0,07 (+1) 30 (+1) 43,240 ± 0,001 

5 0,06 (0) 20 (0) 53,158 ± 0,001 

6 0,06 (0) 20 (0) 54,244 ± 0,002 

7 0,06 (0) 20 (0) 55,139 ± 0,001 

Fonte: Elaborado pela autora, (2022).  

 

A partir dos resultados da concentração de glicose obtidos no processo de hidrólise do 

leite de ovelha realizou-se análise estatística. A Equação 1 apresenta o modelo codificado de 

primeira ordem que descreve a hidrólise da lactose em função das concentrações de enzima e 

da temperatura utilizadas no estudo.  

 

Hidrólise Lactose = 54,37 + 2,48E + 4,11T – 2,97E.T          (1) 

 

O modelo foi validado pela análise de variância com R² de 99,5 sendo o valor de F 

calculado (12,39) 15,3 vezes maior que o F tabelado (0,81). A validação do modelo permitiu a 

construção da superfície de resposta apresentada na Figura 2. 

A análise estatística dos resultados demonstrou que a concentração de 0,06% de enzima 

e a temperatura de 20 ºC bem como a de 30 ºC apresentaram efeito sobre o aumento de hidrólise 

do leite de ovelha, com nível de significância de p≤0,05. 

 

Figura 2 – Superfície de resposta da hidrólise da lactose do leite de ovelha em função da 

concentração de enzima e da temperatura. 

 



 
 

 
Figura 2. Concentração de enzima (%): (-1/0,05%); ((0/0,06%) e (1/0,07%).  Temperatura (ºC): (-1/ 

10ºC); (0/20ºC) e (1/30ºC). 
Fonte: Elaborado pela autora, (2022). 

 

Quanto aos resultados de acidez, a Figura 2 apresenta o perfil da acidez do leite de 

ovelha durante as análises da hidrólise da lactose em cada ensaio do planejamento composto 

central. Observou-se que os parâmetros de concentração de enzima, temperatura e tempo de 

incubação tiveram pouca influência na acidez do leite durante a hidrólise da lactose.  

 

Figura 3 – Perfil da acidez do leite de ovelha durante a hidrólise da lactose do leite de ovelha 

pela metodologia do planejamento composto central (DCC) 22. 
 

 
 



 
 

Fonte: Elaborado pela autora, (2022). 

 

A acidez se manteve entre 0,25% e 0,28% no decorrer dos ensaios, independente dos 

parâmetros de cada ensaio, mostrando assim estabilidade do leite para a atuação da enzima, sem 

riscos da mesma ser inativada pelo aumento da acidez. 

 

4. CONCLUSÃO  
 

De acordo com os resultados das análises físico-químicos do leite de ovelha fresco, 

verificou-se que o mesmo estava de acordo com os dados apresentados em trabalhos realizados 

com leite de ovelha.  

Quanto aos ensaios da hidrólise da lactose, observou-se que a maior concentração de 

glicose foi de 54,18% nas condições de 20ºC com adição de 0,06% de enzima no tempo de 3 

horas, sendo esse o ponto central do planejamento experimental proposto no estudo. A hidrólise 

total do leite de ovelha obtida pela adição da enzima acrescida da encontrada na amostra sem 

adição de enzima (branco reacional) foi de 66,01%, valor ainda abaixo do exigido para produtos 

formulados para atender portadores de intolerância. Dessa forma, alguns estudos ainda são 

necessários, buscando obter teores de lactose mínimos de acordo com a legislação vigente. 

Os resultados de acidez não apresentaram variações significativas durante as análises, 

demonstrando estabilidade para a ação da enzima durante o processo de hidrolise da lactose 

no leite de ovelha. 
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RESUMO:  
 

Os bioprocessos estão em constante crescimento e inovação e as enzimas desempenham um 

papel importante em termos de tecnologias limpas, representando soluções de alta especificidade 

e seletividade. A pesquisa de protocolos de imobilização enzimática tem sido cada vez mais 

estudada para o desenvolvimento de métodos eficientes para processos catalíticos. O presente 

estudo consistiu na avaliação da imobilização da β-galactosidase e da glicose isomerase 

imobilizada, através de 3 protocolos, utilizando alginato e quitosana como suporte de 

imobilização, reticulado em cloreto de cálcio, sendo: adição de enzimas na solução de alginato 

e quitosana (P1); adição de enzimas na solução de CaCl2 (P2), e a adição de enzimas em solução 

tampão (P3). Sendo que a enzima glicose isomerase só foi analisada por P1.  Em relação a 

dosagem da atividade enzimática para a enzima β-galactosidase, o melhor protocolo foi P3, visto 

que resultou em uma atividade de 891,27 U.mL-1, já para a enzima glicose isomerase, a qual foi 

apenas imobilizada em P1, a atividade resultante foi de 26,65 U.mL-1. 

 

 

PALAVRAS-CHAVE: Biocatalisador; alginato de sódio; quitosana; protocolos de 

imobilização. 

  

1 INTRODUÇÃO  
 

A imobilização enzimática, permite a 

recuperação da enzima e a aquisição de produtos 

específicos, além do aumento da estabilidade e da 

seletividade (Lima et al., 2021). Para aplicações 

industriais é necessário estabilidade cinética e 

resistência mecânica (Klein et al., 2016). O uso de 

enzimas livres pode ser inadequado dependendo da 

aplicação em processos industriais, pois esses 

biocatalisadores são sensíveis em determinadas 

condições, como por exemplo, altas temperaturas e a 

presença de ácidos e bases fortes (Hettiarachchy et al., 

2018). 

Dentre os principais suportes utilizados na 

imobilização enzimática, destaca-se a quitosana e o 

alginato de sódio. A quitosana tem sido amplamente 

utilizada como suporte na imobilização de enzimas, 

produzida pela desacetilação parcial da quitina, 

constituinte das cascas de crustáceos, sendo esses 

resíduos da indústria de processamento de frutos do 

mar. É um poliaminossacarídeo, composto por D-

glucosamina e N-acetil-D-glucosamida. Possui 

características desejáveis, não sendo tóxica, inerte, 

biodegradável e biocompatível, bacteriostática, com 

baixo valor agregado e versátil. (Lima et al., 2021 e). 

Já o alginato de sódio é um polissacarídeo aniônico 

que está presente em algas. É formado por dois 

monômeros, β-D-Manuronila e α-L-Guluronila 

através de ligações glicosídicas. Sua comercialização 

é feita por sal de sódio e na presença de cátions 

bivalentes como o CA++ se gelifica. Possui baixo 

custo, é inerte, biodegradável, biocompatível e possui 

boa resistência mecânica sendo amplamente utilizado 

pela indústria de alimentos e farmacêutica (Ertan et 

al., 2007 e Taqieddin et al., 2004).  
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Os métodos de imobilização podem variar de 

acordo com a enzima utilizada. No presente estudo, foi 

utilizada a técnica de oclusão, onde a enzima é retida 

e aprisionada em gel polimérico, com isso, a enzima 

não fica ligada quimicamente ao suporte (Silva et al., 

2008), e também a técnica de adsorção física que se 

baseia em misturar uma solução aquosa de enzima 

com o material do suporte, por um determinado 

tempo, após o excesso de enzima é lavado (Mesquita 

et al., 2018).   

As enzimas avaliadas neste estudo são a β-

galactosidase (BG) que além da hidrólise, da lactose 

pode catalisar reações de transgalactosilação, 

ocorrendo pela transferência de galactose para outro 

carboidrato e a reação é aplicada para a síntese de 

prebióticos, como os galacto-oligossacarídeos, 

também conhecidos como GOS. E a enzima glicose 

isomerase (GI), usada para a produção de lactulose 

concomitante a isomerização da glicose em frutose, 

sendo uma alternativa para evitar o uso de frutose 

externa ao processo de síntese deste prebiótico (Song 

et al., 2013). 

A reticulação ocorre quando cadeias 

poliméricas lineares ou ramificadas, são interligadas 

através de pontes de ligação, fazendo com que se 

forme uma rede polimérica tridimensional (Diniz et 

al., 2019). Suportes compostos de alginato, 

apresentam resistência significativa em altas tensões 

de ruptura, mas possui características hidrofílicas, 

tendo sua resistência reduzida em água. Com isso, o 

processo de reticulação é indispensável para reduzir a 

solubilidade, permitindo interação entre cadeia-cadeia 

com adição de íons. Estudos demonstram que 

componentes a base de cálcio, são eficientes nesse 

processo em baixas concentrações. Fazendo com que 

o CaCl2, seja um bom reticulante para o suporte de 

quitosana-alginato (Frota et al., 2020). Assim sendo, o 

presente estudo tem em vista avaliar o suporte de 

alginato de sódio e quitosana, reticulado com CaCl2 

para imobilizar as enzimas β-galactosidase de 

Kluyveromyces lactis e glicose isomerase 

Streptomyces murinus para aplicações futuras na 

síntese de lactulose. 

  

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Protocolos para imobilização 

Foram realizados três protocolos de imobilização para 

cada enzima utilizando o mesmo suporte. A Figura 1 

descreve os três protocolos de imobilização testados 

para a BG e GI separadamente para avaliação do 

comportamento de cada enzima. Foram utilizadas as 

enzimas β-galactosidase (Lactozym Pure 6500L 

Prozyn Lactase) e Glicose Isomerase (EC 5.3.1.5 – D-

Xylose Ketol Isomerase) Sigma G4166. 

 

Figura 1. Protocolos de 

imobilização das enzimas GI e BG em 

suporte de quitosana e alginato de sódio – P1 

(imobilização por oclusão), P2 e P3 

(imobilização por adsorção). 

 

 

 
 

Fonte: Autora (2024). 
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O protocolo de imobilização P1, consiste na 

adição da enzima na solução de alginato de sódio e 

quitosana, imobilizadas por oclusão. No protocolo P2 

as enzimas foram adicionadas no cloreto de cálcio 

(adsorção), a solução de alginato de sódio e quitosana 

foi gotejada no CaCl2 e reticulada. No protocolo 

intitulado P3, a enzima foi adicionada em solução 

tampão fosfato 0,02 M e pH 7,0, seguida da adição das 

esferas de quitosana já reticuladas em CaCl2. As 

esferas ficaram na solução tampão com as enzimas em 

agitação baixa durante 3 horas (adsorção). Após, foi 

realizada a lavagem das esferas com água deionizada 

e feito a avaliação delas. 

 

Atividade enzimática  

As atividades enzimáticas das enzimas foram 

avaliadas com a enzima BG livre e imobilizada nos 

três protocolos já mencionados e a GI comercial e 

comercial imobilizada em suporte de quitosana e 

alginato apenas no protocolo P1. Apenas a atividade 

da enzima BG foi calculada de forma livre (Equação 

1), a enzima BG imobilizada foi calculada pela 

Equação 2, GI comercial e comercial imobilizada em 

suporte de quitosana e alginato de sódio foram 

calculadas através da Equação 3 (Lima et al., 2021). 

Para o cálculo das atividades livre e imobilizadas 

foram usados o fator da curva de correção da curva de 

calibração da glicose para enzima GI e ONP para a 

enzima BG.  
 

Atividade enzima livre (Al) =
(ABSr − ABSb) × Vr × Fc

tr × Venz
  (1) 

 

Onde:  

ABSr: absorbância lida no espectrofotômetro após 

reação com a enzima livre;  

ABSb: absorbância do branco;  

Vr: Volume reacional;  

Fc: fator de correção da curva de calibração de ONP; 

tr: tempo de reação;  

Venz: volume de enzima utilizada. 
 

Atividade Enzima Imobilizada (At)

=  
(Slope − Slopeb) × Fc × Vr × D

Ms
 (2) 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 (𝐴𝑡)

=  
(𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒𝑏 − 𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒) × 𝐹𝑐 × 𝑉𝑟 × 𝐷

𝑀𝑠
 (3) 

 

Onde:  

Slope: coeficiente angular da curva de cinética 

enzimática;  

Slopeb: coeficiente angular da curva de cinética 

enzimática do branco;  

Fc: fator de correção da curva de calibração de ONP 

para BG e de glicose para GI;  

Vr: volume reacional;  

D: diluição;  

Ms: massa do suporte utilizado 

Glicose Isomerase  

A atividade da glicose isomerase foi 

determinada pelo método cisteína-carbazol. Foram 

adicionados 20 mg de GI em 5 mL de tampão fosfato 

0,02 M (pH = 7,5) a 4 °C durante 16 h. Solução de 

MgSO4 (0,5 M, 0,5 mL), solução de glicose (70 % p / 

v, 1,5 mL) e tampão fosfato (pH = 7,5, 1,5 mL) foram 

adicionados à solução de enzima. A reação foi 

realizada a 70 °C por 1 hora e interrompida por HClO4 

0,5 M (5,0 mL). Uma solução diluída (razão de 

diluição = 2,5x104) (1,0 mL) foi misturada com 0,2 

mL de cisteína-HCl (1,5 % m /v), 6,0 mL de H2SO4 

(450 mL de ácido sulfúrico concentrado adicionado 

em 190 mL de H2O) e 0,2 mL de solução de carbazol-

EtOH (0,12 % p /v) e incubados à 60 °C por 10 min. 

A solução foi lida espectofotometricamente e 

detectado a 560 nm. 1 U (atividade da glicose 

isomerase) é determinada como a enzima necessária 

para liberar o equivalente a 1,0 mg de frutose por hora 

(Hua et al., 2010). 

 

β-galactosidase  

A atividade foi avaliada utilizando ONPG 

como substrato. A mistura de reação continha 10 mL 

de tampão de fosfato de potássio 20 mM a pH 7,0, 

ONPG 5 mM e β-galactosidase e a reação enzimática 

conduzida à 37 °C e a 150 rpm durante 10 minutos. 

Foram adicionados 2 mL de Na2CO3 (1M) à mistura 

reacional para parar a reação. Liberado o 2-nitrofenol 

(ONP) foi lido espectofotometricamente a 410 nm e 

sua concentração calculada usando soluções padrão de 

ONP. 1 unidade de atividade enzimática (U) é definida 

como a quantidade de enzima catalisando a hidrólise 

de 1 mol de ONPG por minuto sob as condições de 

reação (Song et al., 2013).  

 

Temperatura e pH ótimos da enzima glicose isomerase 

A determinação do pH ótimo da reação 

enzimática de GI comercial e GI comercial 

imobilizada em suporte de quitosana e alginato foi 

estudada através do monitoramento da atividade 

enzimática a 50°C em diferentes valores de pH (6,5; 

7,0; e 8,0), e tampões fosfato 0,1 M. Para avaliação da 

temperatura ótima da reação enzimática, a 

quantificação da atividade foi realizada através da 

incubação em pH 7 para temperaturas diferentes (37, 

42, 50, 54, 60 ºC), por 60 minutos. Todas as corridas 

foram realizadas em duplicata. 

 

Temperatura e pH ótimos da enzima β-galactosidase  

A determinação do pH ótimo da reação 

enzimática de BG livre e imobilizada em suporte de 

quitosana e alginato de sódio foi estudada através do 

monitoramento da atividade enzimática a 50°C em 

diferentes valores de pH (6,5; 7,0; e 8,0), e tampões 

fosfato 0,1 M. Para avaliação da temperatura ótima da 

reação enzimática, a quantificação da atividade foi 
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realizada através da incubação em pH 7 para 

temperaturas diferentes (37, 42, 50, 54, 60 ºC), por 10 

minutos. Todas as corridas foram realizadas em 

duplicata. A temperatura e pH ótimos das duas 

enzimas livre e imobilizada em suporte de quitosana e 

alginato frente ao pH e temperatura foi avaliada 

através de atividade relativa, a mesma foi obtida 

através da Equação 4. 

 
𝐴𝑖

𝐴0
 𝑥 100%  (4) 

 

Onde:  

 

Ai: Atividade enzimática obtida;  

A0: Maior atividade enzimática obtida; 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Imobilização de enzimas 

Inicialmente, foram testadas esferas de 2 

mm, devido estudo apresentar aumento da atividade 

com a enzima BG nesta condição (Lima et al., 2021). 

A enzima GI imobilizada comercialmente, 

impossibilitou o estudo do protocolo 1, devido ao 

tamanho das esferas em relação ao particulado 

comercial. Então os testes com esferas desse diâmetro 

foram descontinuados, fazendo com que as esferas 

com cerca de 4 mm fossem testadas em todos os 

protocolos (Lima et al., 2021). As atividades reais da 

enzima livre e imobilizadas para BG, comercial e 

comercial imobilizada para GI estão apresentadas na 

Tabela 1. A enzima BG foi analisada pelos 3 

protocolos, apresentando maior atividade/conversão 

em P3. Isso pode ter acontecido pela eficiência na 

adsorção, pelo suporte ser considerado poroso, 

principalmente em seu núcleo (Santos, 2009 e Dalla-

Vecchia et al., 2004) e a atividade enzimática residual 

ter sido extremamente baixa na água de lavagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Atividades reais das enzimas livres 

e imobilizadas pelos 3 protocolos 

β-galactosidase Glicose Isomerase 

Livre 1144,62 

U.mL-1 

Comercial 45,14 

U.mL-1 

P1 116,27 

U.g.mL-1 

P1 26,65 

U.mL-1 

P2 267,35 

U.mL-1 

 

P3 891,27 

U.mL-1 

 

Fonte: Autora (2024). 

 

A Tabela 2 apresenta as atividades residuais 

da solução de quitosana e alginato, água de lavagem e 

tampão das enzimas nos protocolos P1 para GI e P3 

para BG. P1 apresentou baixas perdas, tanto na 

lavagem quanto na solução de quitosana e alginato 

sendo 12,11 U.g-1 e 12,10 U.g-1, respectivamente. Já a 

BG apresentou baixa retenção da enzima no tampão, 

isso pode ter acontecido devido a esse tipo de solução 

deixar a matriz de alginato instável, fazendo com que 

a enzima se solte mais facilmente do suporte, afetando 

sua atividade quando aplicada. 

 

Tabela 2. Atividades residuais do protocolos 

P3 - BG e P1- GI 

 P3-BG P1-GI 

Solução - 12,10 U.mL-1 

Tampão 53,21 U.mL-1 - 

Lavagem 2,15 U.mL-1 12,11 U.mL-1 

Fonte: Autora (2024). 

 

 

Avaliação do pH ótimo das enzimas BG livre 

e imobilizada e GI comercial e comercial imobilizada  

 

O efeito do pH na atividade relativa da BG 

livre e imobilizada (Figura 2) e na GI comercial e 

comercial imobilizada (Figura 3) exerceu influência 

na atividade das enzimas, como esperado, com isso se 

busca compreender essas informações para aplicá-las 

em situações reais na indústria de alimentos e 

farmacêutica. Conforme a Figura 2, a enzima BG 

apresentou maior atividade relativa em pH igual a 8,0 

tanto para a enzima livre quanto imobilizada. Esse 

valor não foi condizente com as especificações da 

enzima fornecida pela Prozyn Lactase (6,8) para 

enzima livre. Isso pode ter acontecido, devido a 

variação da temperatura fixada a 50 °C, visto o ideal 

fornecido foi de 37 °C (Lima et al., 2021 e Flores et 

al., 2019). Estudos utilizando BG de Kluyveromyces 

lactis livre e imobilizada apresentaram pH ideal entre 

7 e 7,5, estando próximo do presente trabalho (Ansari 

et al., 2011 e Bezerra, 2012).  
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Figura 2. Efeito do pH na atividade relativa da enzima livre e imobilizada de BG 

 
Fonte: Autora (2024). 

 

Outro estudo, encontrou resultados 

equivalentes para BG imobilizada em suporte de 

quitosana ativada com gluteraldeído, sendo entre 6,5 e 

7 para a livre e 7 e 8 para a enzima imobilizada, visto 

que em 8 se tem o aumento da estabilidade no meio 

alcalino (Vieira, 2009). A Figura 3, expressa a 

atividade da enzima GI comercial e comercial 

imobilizada em diferentes pH's. 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efeito do pH na atividade relativa da enzima comercial e comercial imobilizada de GI 

 
Fonte: Autora (2024). 

 

 

 

O pH ideal para a GI comercial foi equivalente a 6,5 e 

para a GI comercial imobilizada 7,0. Esses dados são 

coerentes com a literatura, visto pesquisa de pH's 

ideais entre 7 e 7,5 para a enzima produzida por 

diferentes microrganismos (Bhosale et al., 1996). A 

enzima GI de Streptomyces rubiginosus 

covalentemente em Eupergit C, foi avaliada para pH 

ideal e tanto a enzima livre, quanto imobilizada, foi 

equivalente a 7,0 (Tükel et al., 2008).  

 

Avaliação da temperatura ótima das enzimas BG livre 

e imobilizada e GI comercial e comercial imobilizada 

Para avaliação da temperatura ótima das 

enzimas BG e GI, foi utilizada a faixa de temperatura 

entre 37 e 60 °C, como está apresentado na Figura 4 e 

5, respectivamente. 
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Figura 4. Efeito da temperatura na atividade relativa da enzima BG em forma livre e imobilizada em suporte de 

quitosana e alginato, reticulado com CaCl2 

 
Fonte: Autora (2024).  

 

A temperatura ótima da enzima BG livre foi 

de 55 °C, não sendo condizente com o que o 

fornecedor repassou (37 °C). Entretanto, existem 

estudos que demonstram que enzimas advindas de 

fungos podem apresentar temperatura ótima de 50 °C 

(Zadow, 1984 e De Almeida et al., 2015). A enzima 

BG livre e imobilizada em quitosana, pode apresentar 

temperatura ótima em 45 °C e 37 °C (Bezerra, 2012), 

respectivamente, sendo compatível com o encontrado 

experimentalmente para enzima imobilizada, visto 

que a maior atividade da enzima imobilizada ocorreu 

na temperatura de 37 °C, diminuindo com o aumento 

da mesma. Através disso é possível avaliar que a 

imobilização neste suporte reticulado em CaCl2 não é 

atrativa para temperaturas maiores. Esse 

comportamento também foi observado na 

imobilização de BG em suporte de quitosana-genipina 

(Lima et al., 2021). A enzima GI comercial apresentou 

um pico de atividade na temperatura de 37 °C, 

enquanto a enzima comercial imobilizada apresentou 

melhor atividade relativa em 54 °C, com isso, pode-se 

afirmar que a imobilização da enzima comercial, deu 

a ela mais estabilidade conforme aumento da 

temperatura. Estudos que investigaram a enzima GI 

livre e imobilizada, indicam atividade máxima para 

enzima imobilizada em cerca de 60 ºC (Song et al., 

2013 e Tükel et al., 2011), esse valor é próximo ao 

encontrado na enzima comercial imobilizada (54 °C) 

usada no presente estudo, levando em conta que ela já 

se encontra imobilizada comercialmente. Já para a 

enzima comercial, comparando com a do presente 

estudo comercial para a enzima livre, os autores 

encontram a maior atividade relativa para 80 °C, não 

sendo compatível, visto o decaimento da atividade da 

GI comercial, que pode ter acontecido devido a 

alguma interação com o meio da metodologia de 

cisteína-carbazol. Com base na literatura, acredita-se 

que se estudos fossem feitos com a enzima GI 

comercial nas temperaturas de 70 e 80 °C ocorreria o 

aumento da atividade relativa nesses pontos, mas tais 

não foram avaliadas objetivando futura co-

imobilização de GI e BG em suporte de alginato-

quitosana, e essas temperaturas podem desnaturar a 

enzima BG (Faber, 2011;  Tükel et al., 2011).  
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Figura 5. Efeito da temperatura na atividade relativa da enzima GI em forma comercial e comercial imobilizada 

em suporte de quitosana e alginato, reticulado com CaCl2 

 
Fonte: Autora (2024). 

 

 

4 CONCLUSÃO 

 
A imobilização das enzimas BG e GI, 

apresentam viabilidade, visto que já existem estudos 

feitos e em andamento sobre a imobilização dessas 

enzimas, visando o benefício que elas podem 

proporcionar solo e em conjunto. O estudo foi 

avaliado desde a aplicação da metodologia de suporte 

com quitosana e alginato até a imobilização das 

enzimas. A impossibilidade da enzima GI se ligar ao 

suporte nos protocolos P2 e P3, fez com que ela fosse 

testada apenas para o protocolo P1, não sendo possível 

fazer comparações de atividade, no entanto, a enzima 

BG pode ser avaliada nos 3 protocolos, apresentando 

maior atividade em P3. Quanto ao efeito do pH, a 

enzima BG livre e imobilizada apresentou melhor 

comportamento para pH igual a 8,0. Já a enzima GI 

apresentou pH ideal de 6,5 para comercial e 7,0 para 

comercial imobilizada. Analisando dados do efeito da 

temperatura, a BG apresentou melhor atividade para 

enzima livre e imobilizada nas temperaturas de 55 °C 

e 37 °C, respectivamente. Já a enzima GI apresentou 

melhor atividade para enzima comercial à 37 °C e 

comercial imobilizada a 54 °C. Acredita-se que mais 

estudos devem ser feitos utilizando outros reticulantes, 

e ativadores como por exemplo a genipina, pois esses 

afetam diretamente na atividade enzimática. Outro 

caso que pode ter afetado diretamente a diferença de 

pH e temperatura ótimos da GI quando comparado a 

literatura, foi estar já imobilizada comercialmente. 
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Abstract 10 

This study aimed to perform lactose hydrolysis using free and immobilised β-galactosidase in 11 

cow and sheep milk with different fat levels, followed by lactulose synthesis through the 12 

isomerisation of glucose to fructose using immobilised glucose isomerase. There was no 13 

significant difference (p<0.05) in lactose hydrolysis (>95%) using the free enzyme in the 14 

different types of milk. In contrast, significant differences were observed for the hydrolysis of 15 

whole cow milk (WCM) and skimmed cow milk (SCM) with the immobilised enzyme (IE). 16 

WCM required a longer hydrolysis time (43 hours). Thus, the fat content may have affected the 17 

lactose hydrolysis of bovine milk with immobilised β-galactosidase. No difference was 18 

observed for whole sheep milk and skimmed sheep milk hydrolysed by IE, possibly due to the 19 

presence of smaller fat globules, which did not affect the lactose hydrolysis. No significant 20 

differences were observed for lactulose synthesis in whole milk from the different species 21 

evaluated. The lactulose synthesis in cow and sheep milk by the enzymatic route may be a 22 

promising alternative, though further studies are required to optimise the production of this 23 

prebiotic in situ. 24 

 25 
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Keywords: Immobilised; Glucose Isomerase; Transgalactosylation; Lactose; Lactulose.  26 

 27 

1. INTRODUCTION 28 

The immobilisation of β-galactosidase using chitosan as a support and genipin as a 29 

crosslinking and natural activation agent has proven to be a promising alternative for lactose 30 

hydrolysis and the synthesis of prebiotics (Bellé et al., 2018; Neto et al., 2021). Under high 31 

lactose concentrations, β-galactosidase can catalyse transgalactosylation for the synthesis of 32 

galactooligosaccharides (GOS) (de Albuquerque et al., 2018), such as lactulose. The enzymatic 33 

pathway includes hydrolysis of lactose into galactose and glucose by β-galactosidase, followed 34 

by isomerisation of glucose to fructose by glucose isomerase, enabling the conversion of D-35 

glucose to D-fructose in vitro (Shakoor et al., 2018). 36 

To achieve optimal results in lactose synthesis, several factors must be considered, 37 

including the raw material and its lactose content, the origin of the enzyme, and the initial 38 

enzyme concentration. These factors predominantly influence the synthesis of 39 

galactooligosaccharides, resulting in structural differences, such as various types of glycosidic 40 

bonds, and varying GOS yields (Vera et al., 2016). Additionally, certain parameters used during 41 

synthesis, such as pH and temperature, play a crucial role in enzyme activity (de Albuquerque 42 

et al., 2018; Wang et al., 2020). 43 

Several authors have investigated lactulose synthesis through transgalactosylation, 44 

focusing on the use of galactose and fructose combined with techniques for producing 45 

prebiotics in low-lactose milk. However, those studies primarily evaluated the immobilisation 46 

and use of enzymes in milk from different species with varying fat and lactose levels (Bellé et 47 

al., 2018). In this context, the present study examined lactulose synthesis in sheep and cow milk 48 

with different fat levels using immobilised β-galactosidase and glucose isomerase enzymes. 49 

 50 
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2. MATERIALS AND METHODS  51 

 52 

2.1 Characterisation and processing of milk 53 

Milk was characterised for fat content, ash, total solids, and solids-not-fat according to 54 

the methodologies of AOAC (2016), and the lactose content was determined by the 55 

concentration of reducing sugars according to the Lane and Eynon method (1923). 56 

Lacaune sheep milk (5.71 ± 0.09% fat, 0.83 ± 0.11% ash, 4.73 ± 0.06% lactose, 15.72 57 

± 0.33% total solids, 10.03 ± 0.33% solids-not-fat) and Jersey cow milk (4.42 ± 0.24% fat, 0.65 58 

± 0.05% ash, 4.23 ± 0.15% lactose, 12.82 ± 0.26% total solids, 8.53 ± 0.08% solids-not-fat) 59 

was collected in Lajeado Grande, Santa Catarina, BRA. Both milk samples were subjected to 60 

creaming in a centrifuge (Canapatop), obtaining 3 L of skimmed cow milk (SCM) and 3 L of 61 

skimmed sheep milk (SSM) both with approximately 0.5 ± 0.02% of fat. Whole cow milk 62 

(WCM) and whole sheep milk (WSM) with ≥3.5 ± 0.5% of fat were also studied. All samples 63 

were subjected to slow pasteurisation at 65 ºC for 30 minutes under agitation (300 rpm) in a 64 

TM5 Thermomix™ (Thermom®, Vorwerk). 65 

  66 

2.2 Preparation of support, crosslinking and activation, and immobilisation of β-67 

galactosidase 68 

β-galactosidase from Kluyveromyces lactis (Prozyn Company) with an enzymatic 69 

activity of 1121 U.mL-1 in O-nitrophenyl β-D-galactopyranoside substrate (Sigma-Aldrich), 70 

and Standard chitosan (Polymar) were used in the study. The preparation of the support, 71 

crosslinking and activation, as well as the immobilisation of β-galactosidase was performed as 72 

reported by Lima et al. (2021). 73 

 74 
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2.3 Lactose hydrolysis in different media using free and immobilised β-galactosidase and 75 

determination of the kinetic parameters 76 

Lactose hydrolysis was performed in cow milk (skimmed and whole), sheep milk 77 

(skimmed and whole), and diluted UHT milk. Diluted whole UHT milk (DLUHT) was prepared 78 

by mixing 1 mL of UHT milk (3.85% lactose) with 9 mL of phosphate buffer (0.1 M, pH 6.8) 79 

at 10±1 °C. All tests were conducted in two batches on different days to ensure consistency of 80 

results. 81 

For the experiment, 1 mL of β-galactosidase (diluted in 0.2 M phosphate buffer, pH 7.0, 82 

56 U) was added to the milk for the study with the free enzyme, while 0.0914 g of immobilised 83 

β-galactosidase (56 U) was used for the study with the immobilised enzyme.  84 

The degree of hydrolysis was determined based on the glucose concentration measured 85 

using the Glucose PP Kit (Analisa®) with absorbance readings at 505 nm. Samples containing 86 

the free enzyme (FE) were heated to 90 °C for 1 minute for enzyme inactivation, and the glucose 87 

concentration was measured at 505 nm using a spectrophotometer (FEMTO - Cirrus 80SA). 88 

The kinetic parameters Km and Vmax for both free and immobilised enzymes were determined, 89 

and the results were expressed as the mean of two replicate trials. 90 

 91 

2.4 Lactulose synthesis  92 

The synthesis of lactulose in milk (whole cow milk with lactulose - WCMLU, whole 93 

cow milk - WCM, whole sheep milk with lactulose - WSMLU, and whole sheep milk - WSM) 94 

was carried out as follows:  95 

(a) Immobilised β-galactosidase was used for lactose hydrolysis, as reported by Lima et 96 

al. (2021), at 10 °C (Singh et al., 2022) and 250 rpm for 34 hours until reaching 60% hydrolysis 97 

(Song et al., 2013), which was assessed by determining the glucose concentration using the PP 98 

Glucose Kit (Analisa®); (b) Commercially immobilised glucose isomerase from Streptomyces 99 
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murinus (EC 5.3.1.5) (G4166-50 G - Sigma-Aldrich, Germany) was added at different 100 

concentrations (0.5 and 1.7 g enzyme per 100 mL of milk) for glucose isomerisation at 8 °C 101 

and 200 rpm for 36 hours (Song et al., 2013; Rentschler et al., 2015); (c) Galactose and fructose 102 

transgalactosylation for lactulose synthesis was performed using immobilised β-galactosidase, 103 

concurrently and under the same experimental conditions as in (b); (d) The immobilised 104 

enzymes were removed from the medium after lactulose synthesis.  105 

Lactulose was quantified using the commercial kit (K-Lactul; Megazyme, Bray, Co. 106 

Wicklow, Ireland), with absorbance readings at 340 nm (Boitz and Mayer, 2016).   107 

 108 

2.5 Statistical analysis 109 

All reactions were performed in duplicate and the analytical determinations were 110 

performed in triplicate. The results were analysed by univariate analysis of variance (ANOVA) 111 

and Tukey's mean comparison test with a significance level of 5%, using Software R.  112 

  113 

3. RESULTS AND DISCUSSION  114 

3.1 Lactose hydrolysis in different media using free and immobilised β-galactosidase and 115 

determination of the kinetic parameters 116 

A shorter lactose hydrolysis time (21 hours) was observed for the free β-galactosidase, 117 

while WCM required twice as long to achieve 97.77% hydrolysis (Figure 1). The different 118 

hydrolysis times may be due to the diffusional limitation of the substrate and the enzyme 119 

mobility in the reaction medium. The free enzyme (FE) was dispersed throughout the medium, 120 

whereas the immobilised enzyme (IE) relied on the movement of the agglomerate for substrate 121 

binding. Additionally, other factors can affect the process, such as immobilisation efficiency, 122 

maintenance of the active catalytic site, conformational changes after immobilisation, or steric 123 

hindrances (Lima et al., 2021). 124 
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Figure 1 125 

Klein et al. (2013) reported that immobilised enzymes can experience random 126 

attachment of proteins on their surface, leading to changes in enzyme conformation, which 127 

decreases lactose hydrolysis and requires a longer reaction time. Additionally, during the 128 

immobilisation process, β-galactosidase can form multiple covalent bonds with the 129 

immobilisation support through reactions with crosslinked chitosan molecules (Rodrigues et 130 

al., 2013). This reduces the enzyme's ability to form an enzyme-substrate complex, thus 131 

diminishing its hydrolysis capacity. 132 

No significant difference (p<0.05) was observed in lactose hydrolysis using the free 133 

enzyme (FE) across different types of milk. In contrast, significant differences were observed 134 

for the hydrolysis of whole cow milk (WCM) and skimmed cow milk (SCM) with the 135 

immobilised enzyme (IE), with WCM requiring a longer hydrolysis time (43 hours), possibly 136 

due to its higher fat content compared to SCM. No difference was observed for whole sheep 137 

milk (WSM) and skimmed sheep milk (SSM) hydrolysed by IE, possibly due to smaller fat 138 

globules dispersed in the medium (Balthazar et al., 2017), which did not affect lactose 139 

hydrolysis.  140 

Although no significant difference was observed in the lactose hydrolysis of SSM and 141 

WCM compared to sheep milk (SM), they required different hydrolysis times, with WCM 142 

taking longer. The fat content may have affected the hydrolysis time since diluted UHT milk 143 

(DLUHT) consists of a buffered lactose solution and β-galactosidase, thus requiring a shorter 144 

hydrolysis time when using the immobilised enzyme. The synthetic medium was used to predict 145 

ideal behaviour with minimal interference from the medium. In general, milk components, 146 

including fat, minerals, protein, and other compounds, can limit lactose hydrolysis. 147 

A similar hydrolysis time of 42 hours was observed for both skimmed cow milk (SCM) 148 

and skimmed sheep milk (SSM) using the immobilised enzyme, with hydrolysis percentages of 149 
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95.03±0.07% and 98.37±1.23%, respectively. The higher hydrolysis percentage in SSM may 150 

be due to its higher lactose content, as observed in whole sheep milk (WSM) compared to whole 151 

cow milk (WCM) (Figures 1C and 1D). 152 

The kinetic constants of lactose hydrolysis in WCM, SCM, WSM, SSM, and sheep milk 153 

(SM) using both free and immobilised β-galactosidase (Table 1) indicated low Km values for 154 

all reactions, showing a strong affinity of the enzyme for the substrate. The affinity order was 155 

SCM < WCM < WSM < SSM < SM for the free enzyme, and DLUHT < WCM < SCM < WSM 156 

< SSM for the immobilised enzyme. The differences in affinity and the ability to form the 157 

enzyme-substrate complex may be due to several factors, including the immobilization 158 

technique used, conformational changes, and/or substrate diffusion limitations. The 159 

immobilization process improves the properties of the enzyme, such as activity, stability, 160 

selectivity, specificity, inhibition, chemical resistance, and reduces the interference from the 161 

medium (pH, protein, fat, and other components) (Barbosa et al., 2015).  162 

Table 1 163 

The free enzyme exhibited a greater affinity for lactose in diluted UHT milk (DLUHT), 164 

while the immobilised enzyme showed a greater affinity for skimmed sheep milk (SSM). 165 

Higher reaction rates were observed for sheep milk using the immobilised enzyme (IE) and for 166 

cow milk using the free enzyme (FE), indicating that immobilisation may have affected the 167 

enzyme's ability to hydrolyse lactose due to substrate restrictions or diffusion limitations of the 168 

products away from the enzyme's active site. It is worth mentioning that immobilisation can 169 

alter the enzyme's properties, including stability, activity, or selectivity (Rodrigues et al., 2013). 170 

The immobilised enzyme (IE) required a longer lactose hydrolysis time compared to the 171 

free enzyme (FE) (Figure 1 A, B, C, and D). However, hydrolysis rates greater than 95% were 172 

observed, corroborating the reaction rate results (Table 1). 173 

 174 
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3.2 Lactulose synthesis 175 

No significant differences (p>0.05) were observed for lactose hydrolysis up to 60±5% 176 

for the various types of milk with different fat contents (Table 2). 177 

Table 2 178 

No significant effect (p>0.05) of the glucose isomerase concentration was observed on 179 

lactulose synthesis in whole and skimmed sheep milk (WSM and SSM). However, a difference 180 

was noted in cow milk (WCM and SCM) at the enzyme concentration of 0.5 g per 100 mL, 181 

likely due to the differences in lactose concentration and similar hydrolysis rates (p>0.05). 182 

Some studies have reported the influence of the lactose/fructose ratio on the synthesis of 183 

lactulose by β-galactosidase from different sources, indicating that higher lactose rather than 184 

fructose content favours lactulose production (de Albuquerque et al., 2018). 185 

The fat content may have positively affected lactulose synthesis, contrary to its 186 

interference during hydrolysis, where fat interfered with enzyme activity. This behaviour was 187 

not observed in sheep milk, with no significant difference (p>0.05) between WSM and SSM 188 

for both glucose isomerase (GI) concentrations used. 189 

The fat content and GI concentration did not significantly affect lactulose synthesis in 190 

sheep milk. Increasing the GI concentration to 1.7 g per 100 mL did not improve lactulose 191 

synthesis, probably due to factors such as substrate concentration (Rentschler et al., 2015), 192 

formation of intermediate compounds (not quantified), and low reaction temperatures (Singh et 193 

al., 2022). 194 

Rentschler et al. (2015) reported that temperatures higher than those used in this study 195 

can improve lactulose content. However, using milk for in situ synthesis, alongside lactose 196 

reduction, can hinder the use of higher temperatures, although lactulose can be produced in 197 

milk via the enzymatic route at industrially relevant temperatures. Additionally, some authors 198 

reported that β-galactosidase does not affect other physicochemical attributes such as fat, 199 
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protein, pH, and acidity in prebiotic-enriched milk (Raza et al., 2021), and β-galactosidases are 200 

very non-specific enzymes compared to other carbohydrates. (Song et al., 2013). 201 

 202 

4. CONCLUSION 203 

No significant difference was observed in the ability of β-galactosidase to hydrolyse 204 

lactose across different types of milk. However, significant differences were noted in the 205 

hydrolysis of both whole and skimmed cow milk, as a higher lactulose concentration was 206 

observed with the same glucose isomerase concentration (0.5 g GI per 100 mL) in whole milk. 207 

These results suggest that it is possible to synthesise this compound in situ, provided that 208 

conditions are well established to increase the concentration of lactulose. This approach may 209 

enable the production of prebiotic dairy products with reduced lactose, which has shown 210 

efficacy in improving gut microbiota health. 211 
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Table 1. Kinetic parameters (Vmax and Km) for the different types of milk and the respective 299 

free and immobilised β-galactosidase enzymes. 300 

  FE IE 

 

Vmax Km Vmax Km 

(dL mg h-1) (mg dL-1) (dL mg h-1) (mg dL-1) 

WCM 113.77±3.88b 0.51±0.01cde 94.41±2.67c 0.75±0.01b 

SCM 119.80±5.26b 0.55±0.03cd 88.93 ± 1.98c 0.71±0.05b 

WSM 66.01±0.65e 0.46±0.01de 132.58±3.05a 0.57±0.01c 

SSM 58.37±1.87f 0.42±0.00e 114.32±1.96b 0.51±0.00cde 

DLUHT 74.73±2.27d 0.49±0.01cde 95.04±1.11c 0.91±0.08a 

Values followed by the same lowercase letter in each column do not show significant 301 

differences (p<0.05). Free enzyme (FE), immobilised enzyme (IE), whole cow milk (WCM), 302 

skimmed cow milk (SCM), whole sheep milk (WSM), skimmed sheep milk (SSM), diluted 303 

whole UHT milk (DLUHT).    304 
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Table 2. Hydrolysis of lactose by immobilised β-galactosidase, isomerisation of glucose to 305 

fructose by glucose isomerase (GI), and transgalactolysation for the synthesis of lactulose (LU) 306 

in the different types of milk. 307 

Milk Hydrolysis (%) 

GI Concentration  

(g GI.100 mL-1) 

LU (g.L-1) 

WCM 

67.30±2.3a 0.5 0.31±0.03a 

62.09±1.0a 1.7 0.23±0.08ab 

SCM 

66.68±1.5a 0.5 0.16±0.04b 

63.10±1.4a 1.7 0.29±0.05ab 

WSM 

61.22±1.5a 0.5 0.16±0.05a 

62.81±1.1a 1.7 0.25±0.05a 

SSM 

64.00±0.8a 0.5 0.15±0.04a 

64.20±1.4a 1.7 0.24±0.01a 

Values expressed as mean ± standard deviation. Values followed by the same lowercase letter 308 

in each column do not show significant differences (p<0.05) for the percentage of hydrolysis 309 

and lactulose in milk from the same species. Whole cow milk (WCM), skimmed cow milk 310 

(SCM), whole sheep milk (WSM), skimmed sheep milk (SSM).  311 
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Figure 1. Kinetic behavior of lactose hydrolysis with free (FE) and immobilised (IE) enzymes. 312 

(A) diluted whole UHT milk (DLUHT) and skimmed cow milk (SCM); (B) diluted whole UHT 313 

milk (DLUHT), whole cow milk (WCM); (C) diluted whole UHT milk (DLUHT) and skimmed 314 

sheep milk (SSM); and (D) diluted whole UHT milk (DLUHT) and whole sheep milk (WSM).315 

 316 
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Encapsulation of Japanese grape 
(Hovenia dulcis) pseudofruits by 
freeze-drying: characterization 
and antioxidant potential

ABSTRACT: The pseudofruit of Hovenia dulcis is recognized as a source of 
bioactive compounds; however, like most fruits, it is highly susceptible to 
deterioration. Encapsulation techniques are used to protect and stabilize 
compounds while also minimizing changes in the properties of the 
supplemented product. This study analyzed freeze-dried pulp of H. dulcis 
pseudofruit (HD) and pseudofruit pulp microencapsulated by freeze-drying 
using whey protein concentrate and gum arabic as coating materials (En-HD). 
The samples (HD and En-HD) were characterized for their physicochemical 
properties, total phenolic compounds (TPC), antioxidant activity (ABTS and 
DPPH), α-amylase inhibition, particle size distribution, and scanning electron 
microscopy. Microencapsulation retained 95.8% of TPC after 75 days of storage 
at –80 ºC. En-HD showed higher antioxidant activity by the ABTS assay and 
greater inhibition of the α-amylase enzyme, demonstrating the protective 
effect of microencapsulation. This technique, with further testing, particularly 
in vivo, could be promising for managing blood sugar levels. En-HD exhibited 
a smaller particle size and 76% greater solubility than HD, likely due to the 
coating materials used in the microencapsulation process and the freeze-drying 
of the encapsulated sample made with previously freeze-dried HD. 
En-HD shows potential as a functional additive for use in food industry.

Keywords: ABTS; DPPH; encapsulation techniques; particle size; phenolic 
compounds; α-amylase inhibition.

Encapsulamento de pseudofrutos de uva 
japonesa (Hovenia dulcis) por liofilização: 
caracterização e potencial antioxidante
RESUMO: O pseudofruto de Hovenia dulcis é reconhecido como uma fonte 
de compostos bioativos; entretanto, como a maioria das frutas, é altamente 
susceptível à deterioração. Técnicas de encapsulamento são utilizadas para 
proteger e estabilizar esses compostos, ao mesmo tempo que minimizam as 
alterações nas propriedades do produto suplementado. Este estudo analisou 
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a polpa liofilizada do pseudofruto de H. dulcis (HD) e a polpa de pseudofrutos 
microencapsulados por liofilização usando concentrado de proteína de soro de leite e 
goma arábica como materiais de revestimento (En-HD). As amostras (HD e En-HD) 
foram caracterizadas por suas propriedades físico-químicas, compostos fenólicos 
totais (TPC), atividade antioxidante (ensaios ABTS e DPPH), inibição da α-amilase, 
distribuição do tamanho das partículas e microscopia eletrônica de varredura. 
A microencapsulação reteve 95,8% do TPC após 75 dias de armazenamento a –80 ºC. 
O En-HD apresentou maior atividade antioxidante pelo ensaio ABTS e maior inibição da 
enzima α-amilase, demonstrando o efeito protetor da microencapsulação. Essa técnica, 
com mais testes – particularmente in vivo –, pode ser promissora para o gerenciamento 
dos níveis de açúcar no sangue. O En-HD exibiu um tamanho de partícula menor e 76% 
maior solubilidade do que o HD, provavelmente devido aos materiais de revestimento 
utilizados no processo de microencapsulação e à liofilização da amostra encapsulada 
feita com HD previamente liofilizado. O En-HD mostra potencial como um aditivo 
funcional para uso na indústria de alimentos.

Palavras-chave: compostos fenólicos; ensaio ABTS; ensaio DPPH; inibição da α-amilase; 
tamanho de partícula; técnicas de encapsulamento.

1 Introduction 

Hovenia dulcis, commonly known as the Japanese grape, belongs to the Rhamnaceae 
family and is an edible fruit with medicinal properties, notably in managing alcoholism 
and liver diseases (Cai et al., 2021). It contains bioactive compounds with antioxidant, 
antimicrobial, and antidiabetic effects, making in an potential additive for the food 
industry (Cavalheiro et al., 2025; Schaefer et al., 2022).

Incorporating bioactive compounds into food products poses challenges, as 
these substances are often unstable or poorly soluble under processing and storage 
conditions, such as heat, oxidation, pH, and water activity. These factors can lead to 
degradation, reduced absorption, and diminished bioavailability in the gastrointestinal 
tract (Grgić et al., 2020).

Encapsulation has emerged as a promising technique for incorporating 
bioactive compounds into foods by enclosing them in tiny capsules or particles 
(El-Messery et al., 2019). Various materials, including proteins, lipids, and 
polysaccharides, are used for microencapsulation (Simões et al., 2017). Proteins are 
widely applied for their advantages, including biodegradability, biocompatibility, and 
water solubility (Grgić et al., 2020). Polysaccharides, conversely, can interact with 
bioactive compounds, serving as versatile carriers to binding and trapping compounds 
with hydrophilic and hydrophobic properties (Simões et al., 2017; Santos et al., 2020).

Gum Arabic, a complex heteropolysaccharide with a highly branched structure, 
has proven to be an excellent film-forming agent, providing enhanced protection 
for encapsulated particle. Whey protein concentrate is recommended as a coating 
material due to its emulsifying capacity and its role in stabilizing microparticles 
(El-Messery et al., 2019; Lourenço; Moldão-Martins; Alves, 2020).

Utilizing H. dulcis pseudofruit as a food ingredient offers a potential method to 
increase its commercial value and add functional properties to final products through 
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encapsulated supplementation. This study, therefore, evaluated the feasibility of 
microencapsulating H. dulcis pseudofruit in whey protein concentrate and gum Arabic 
using freeze-drying focusing on the resultingphysicochemical and bioactive characteristics.

The remainder of this article is organized as follows.. Section 2 describes the 
experimental procedures used in this study, while Section 3 discusses the results obtained 
and compares them with findings from the existing literature. Finally, Section 4 presents 
the conclusion of this study.

2 Materials and methods

This section outlines the primary materials and methods used to prepare and assess 
microencapsulation.

2.1 Reagents and chemical standards

Analytical-grade reagents, including sodium nitroprusside, sulfonamide, 
N-(1-naphthyl) ethylenediamine (NED), Trolox, alpha-amylase, acarbose, 
Folin-Ciocalteu, ABTS (2,2-azinobis-3-ethyl-benzothiazoline-6 sulfonic acid), and DPPH 
(2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil), were obtained from Sigma Aldrich (San Luis, EUA). 
Whey protein concentrate (WPC) and gum Arabic (GA) were sourced from Êxodo 
Científica (São Paulo, Brazil). All other reagents were of analytical grade.

2.2 Preparation of Hovenia dulcis pseudofruit powder (HD)

The H. dulcis pseudofruits were collected in April 2022 in Faxinal dos Guedes, 
Santa Catarina, Brazil (latitude: 26° 51' 21'' S, longitude: 52° 15' 23'' W), at the mature 
stage, with a soluble solid-to-titratable acidity ratio of 16.2. The pseudofruit were 
separated from seeds and stems, washed in running water (Figure 1), and excess water was 
removed. The sample was ground using a domestic processor (Clinck, Brazil) to particle 
sizes of approximately of 2-5 mm (measured with a caliper), then packaged in 1 cm layer 
in 250 mL high-density polyethylene plastic bags and frozen at –80 ºC in a ultra-freezer 
(IULT 335D, Indrel, Brazil). Freeze-drying was conducted in a tray dryer at –50 ºC and 
0.05 mTorr for 24 hours (TDF 5503, IIShin, Korea).

Figure 1 • 
Japanese grape at 

ripening stage.  
Source: authors’ archive
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The freeze-dried sample was ground in a blender (Diamante 800, Britânia, Brazil), 
and particle size was standardized using a 32 Tyler mesh size (< 500 mm). The resulting 
H. dulcis powder (HD) was stored in metallized pouch bag at –80 ºC in an ultra-freezer 
(IULT 335D, Indrel, Brazil) until use.

2.3 Preparation of microencapsulated Hovenia dulcis

The microencapsulated H. dulcis (En-HD) was produced following the methodology 
of Yadav et al. (2020), with modifications. WPC and GA were used as coating 
materials in a 3:2 (w:w) ratio. HD and the coating materials in a 1:5 (w:w) ratio were 
dissolved in water (0.6 g.mL-1) and stirred on a magnetic stirrer (CE-1540, Cienlab, 
Brazil) at 1800 rpm for 2 hours. The mixture was then subjected to an ultrasound bath 
(SSBuc, Solid Steel, Brazil) at 160 W and 40 kHz for 30 minutes at 25 ºC, then arranged 
in 2- and 3-mm layers in Zip Lock bags, frozen at –80 ºC in an ultra-freezer (IULT 335D, 
Indrel, Brazil), and subsequently freeze-dried at –50 ºC and 0.05 mTorr for 24 hours 
(TDF 5503, IIShin, Korea).

The resulting H. dulcis microparticles, with particle sizes smaller than 500 mm, 
were stored in an ultra-freezer at –80 ºC (IULT 335D, Indrel, Brazil) in a light-protected 
environment until use.

2.4 Microencapsulation efficiency of the encapsulated Hovenia 
dulcis powder 

The microencapsulation efficiency of En-HD was evaluated by estimating the total 
phenolic compounds (TPC) on the particle surface and within the microencapsulated 
particles, following the methodology of Robert et al. (2010), with modifications.

To determine the TPC, 1 g of En-HD was vortexed (Vortex Mixer K45-2820, 
Kasvi, Brazil) with 10 mL of methanol:acetic acid:distilled water (50:8:42 v/v/v) 
for 1 minute. The solution was placed in an ultrasound bath (SSBuc, SolidSteel, Brazil) 
at 160 W and 40 kHz for 20 minutes, then centrifuged at 4856 g (SL-700, Solab, Brazil) 
for 5 minutes at 25 °C. For the TPC content on the particle surface, 1 g of En-HD 
was vortexed (Vortex Mixer K45-2820, Kasvi, Brazil) with 10 mL of ethanol:methanol 
(1:1 v/v) for 1 minute, and subsequently centrifuged at 4856 g (SL-700, Solab, Brazil) 
for 5 minutes at 25 °C.

The extracts were used to determine the TPC, and the microencapsulation efficiency 
was calculated using Equation 1.

(1)

2.5 Determination of total phenolic compounds (TPC) and 
antioxidant activity 

To assess TPC and antioxidant activity, HD and En-HD extracts were prepared 
according to the method of Larrauri, Rupérez and Saura-Calixto (1997), with 
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modifications. Specifically, 4 grams of sample were mixed with 40 mL of 50% 
methanol and held at 25 ºC for 60 minutes. The mixture was then centrifuged at 4856 g 
(SL-700, Solab, Brazil) for 15 minutes at 25 ºC, and the supernatant was transferred 
to a 100 mL volumetric flask. Subsequently, 40 mL of 70% acetone was added to the 
residue, homogenized, and left at 25 ºC for 60 minutes, followed by centrifugation at 
4856 g (SL-700, Solab, Brazil) for 15 minutes at 25 ºC. The supernatant was added to 
the methanolic solution in the volumetric flask, and the volume was completed with 
distilled water.

TPC determination followed the method described by Roesler et al. (2007), 
with adaptations. For this, 0.5 mL of the extract was mixed with 2.5 mL of 
0.1 N Folin-Ciocalteu reagent and left to react for 5 minutes. Then, 2 mL of 7.5% sodium 
carbonate was added, and the mixture was incubated at 25 °C for 2 hours, protected 
from light. Absorbance was measured at 760 nm (80 AS, Cirrus, Brazil), with ultrapure 
water used as a blank. TPC was calculated using a standard curve of gallic acid (GAE) 
with concentrations ranging from 10 to 80 mg GAE.L-1 (R2 = 0.9755) (Figure 2). 
Results were expressed as mg GAE per 100 g.sample-1.

Antioxidant activity was determined by the DPPH assay according to 
Rufino et al. (2007a). The extract was diluted to 4 concentrations (0.5:100; 
1:100; 1.5:100; 2:100, extract:water), and 0.1 mL of each dilution was combined 
with 3.9 mL of 0.06 mM DPPH solution in a light-protected environment. A control 
solution containing 50% methyl alcohol, 70% acetone, and distilled water (40:40:20, v:v:v) 
was used. Absorbance was measured at 515 nm (80 AS, Cirrus, Brazil). The DPPH 
concentration in µmol.L-1 was derived from a DPPH standard curve (R2 = 0.9962) 
(Figure 3), with results expressed in EC50 mg.mL-1.

Figure 2 • 
Standard curve of total 

phenolic compounds.  
Source: research data
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The ABTS assay for antioxidant was conducted as described by Rufino et al. (2007b), 
using the same dilutions prepared for the DPPH assay. A 30 µL aliquot of each dilution 
was mixed with 3 mL of ABTS solution, and after a 6-minute reaction, absorbance was 
measured at 734 nm (80 AS, Cirrus, Brazil). A standard Trolox curve (R2 = 0.9995) 
(Figure 4) was used to determine concentrations equivalent to 1000 µmol.L-1 of Trolox, 
with results expressed as µmol Trolox.g of sample-1.

2.6 Determination of α-amylase inhibition

To analyze α-amylase inhibition, an aqueous extract was prepared following 
the method of Wang et al. (2019) with modifications. HD and En-HD samples were 
diluted in distilled water at a concentration of 2% (w/w) and stored for 12 hours at 
25 ºC, protected from light. The solutions were centrifuged at 25 ºC for 15 minutes 
at 4856 g (SL-700, Solab, Brazil), and the supernatant was collected and stored at –80 °C 
(IULT 335D, Indrel, Brazil).

Figure 3 • 
Standard curve for 

DPPH analysis.  
Source: research data

Figure 4 • 
Standard curve for 

ABTS analysis.  
Source: research data
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The α-amylase inhibition assay was conducted following the method of 
González-Muñoz et al. (2013). A 500 μL aliquot of the extract was homogenized with 
500 μL of 0.02 M sodium phosphate buffer (pH = 6.9) containing α-amylase enzyme 
(0.5 mg.mL-1) and incubated at 25 °C for 10 minutes. Then, 500 μL of a 1% starch 
solution in 0.02 M sodium phosphate buffer (pH = 6.9) was added, and the mixture was 
incubated at 25 ºC for 10 minutes. Following, 1 mL of dinitrosalicylic acid was added, 
and the mixture was placed in a boiling water bath for 10 minutes. After cooling to room 
temperature, the mixture was diluted with 15 mL of distilled water, and absorbance was 
measured at 540 nm (80 AS, Cirrus, Brazil). Sodium phosphate buffer (0.02 M, pH = 6.9) 
was used as a control, and each sample’s blank was prepared by omitting the α-amylase 
enzyme. The percentage of inhibition was calculated using Equation 2. The experiment 
also included acarbose as a positive control.

(2)

where: Acontrol is the absorbance with sodium phosphate buffer in place of the sample;  Ablank 

is the absorbance without enzyme addition; and Aextract represents the absorbance of the 
evaluated sample. TPC, antioxidant activity, and the α-amylase inhibition determinations 
of En-HD were conducted on days 1 and 75 of storage at –80 ºC to estimate potential 
compound degradation.

2.7 Physicochemical characterization of HD and En-HD

Physicochemical and morphological characterization of HD and En-HD samples 
were conducted on day 1 post-storage. Moisture content was determined at 105 ºC until 
a constant weight achieved, according to AOAC method 925.45-b (AOAC, 2016).

Water solubility was measured as described by Sánchez-Madrigal et al. (2019) by 
calculating the ratio of the dried supernatant mass (evaporation residue) to the sample’s 
initial mass. A 10 mL aliquot of distilled water and 0.2 g of HD or En-HD were vortexed in 
15 mL centrifuge tubes and vortexed for 1 minute (Vortex Mixer K45-2820, Kasvi, Brazil). 
The mixture was centrifuged at 4856 g (SL-700, Solab, Brazil) for 20 minutes at 25 °C, 
and the supernatant was oven-dried at 105 ºC to constant weight. Solubility was calculated 
from the mass ratio between of the dried supernatant (evaporation residue) to the initial 
sample mass.

Particle size distribution was measured using a laser diffraction particle 
analyzer (SALD-2201, Shimadzu, Japan) with samples dispersed in a 2% sodium 
hexametaphosphate solution to prevent particle agglomeration.

2.8 Scanning Electron Microscopy (SEM) of HD and En-HD

SEM analysis was determined with a field emission scanning electron microscope 
(FEG) (JSM6701F, JEOL, Japan) and microanalysis by energy-dispersive X-ray 
spectrometry (EDS). Samples were mounted on aluminum supports and sputter-coated 
with gold. The analysis was performed at an acceleration voltage of 15 kV and a 
magnification of 1000×.
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2.9 Statistical analysis

Results were evaluated using analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test 
at a 95% significance level in Statistica 14 – Trial (Staftsoft, Tulsa, USA). All analyses 
were performed in triplicate, with results presented as mean ± standard deviation 
(Montgomery; Runger, 2021).

3 Results and discussion

This section presents, analyzes, discusses, and compares the results obtained 
from microencapsulation efficiency, bioactive compounds, α-amylase inhibition, 
physicochemical properties, and morphological analyses with findings previously 
reported in the literature.

3.1 Microencapsulation efficiency, total phenolic compounds (TPC), 
antioxidant activity, and α-amylase inhibition

Encapsulation efficiency is a key parameter influencing the retention of active 
compounds in the encapsulate, thereby determining the stability of the encapsulated active 
compound (Indrawati et al., 2015). The microencapsulation efficiency, measured in terms 
of TPC, was 79.91%, suggesting a high potential for preserving bioactive compounds. 
In this study, encapsulation efficiency is likely associated with the compatibility of the 
coating materials, which demonstrated good interaction. This result aligns with studies 
by Dag, Kilercioglu and Oztop (2017), who achieved efficiency between 77.03% and 
84.44% for encapsulated golden berries using maltodextrin, gum arabic, alginate, and 
pectin as coating materials.

TPC levels (Table 1) were significantly higher (p < 0.05) for HD compared to En-HD 
over various storage periods. This may be due to the coating materials used for encapsulation 
and other processing factors, such as double freeze-drying and environmental exposure 
during milling of the final product (Hussain et al., 2018). Therefore, nutrients levels might 
have been impacted due to chemical degradation during storage and physical losses during 
processing. Dag, Kilercioglu and Oztop (2017) reported similar findings in freeze-dried 
golden berry juice (242.02 mg GAE.100 g dry.sample-1) compared to encapsulated 
powder with various coating materials (59.61 to 95.89 mg GAE.100 g dry.sample-1).

Analyses

HD En-HD

Storage time (days)

1 1 75

TPC (mg GAE.100 g.sample-1) 159.65 ± 0.88a 134.17 ± 2.02b 128.56 ± 2.99b

DPPH (EC50 mg.mL-1) 308.75 ± 6.64c 7043.24 ± 11.31a 1182.49 ± 7.05b

ABTS (µmol Trolox.g.sample -1) 159.87 ± 1.91c 230.48 ± 0.14a 170.65 ± 0.12b

α-amylase inhibition (%) 54.03 ± 5.59 a 96.88 ± 6.82 b 92.80 ± 3.90b

Mean ± standard deviation. Means followed by the same lowercase letters in the same row do not differ significantly by 
Tukey’s test (p < 0.05)

Table 1 • 
Total phenolic 

compounds (TPC), 
antioxidant activity (ABTS 

and DPPH), and α-amylase 
inhibition of Hovenia 

dulcis powder (HD) and 
encapsulated Hovenia dulcis 

powder (En-HD) stored 
at –80 oC for 75 days.  
Source: research data
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The encapsulated powder retained 95.8% of its initial TPC content after 75 days 
of storage, indicating compound preservation under the study conditions, likely due to 
the chosen coating materials. The En-HD sample showed higher antioxidant activity 
than HD, likely due to encapsulation creating a physical barrier, allowing antioxidants 
to maintain their activity longer and preventing chemical degradation from unwanted 
chemical reactions.

Antioxidant activity measured by the DPPH assay was higher than that by the 
ABTS assay. The coating material, composed of proteins and polysaccharides with 
opposite electrical charges, likely contributed to interactions between two biopolymers, 
influenced by environmental conditions (Simões et al., 2017). Thus, electrical charges 
may affect oxidation rates between the core material and the external environment, 
explaining the differing results from ABTS and DPPH assays based on oxidation reactions 
with free radicals.

Gum Arabic may interact with bioactive compounds through functional groups, 
making it a versatile carriers for binding and trapping both hydrophilic and hydrophobic 
compounds (Simões et al., 2017), possibly enhancing the antioxidant activity of 
En-HD relative to HD as measured by the ABTS assay. These interactions may also 
have influenced the results for En-HD during the storage, showing reduced antioxidant 
activity in both ABTS and DPPH assays.

It is suggested that some Hovenia dulcis was not fully encapsulated, as observed in 
the particle size analysis, resulting in greater exposure of the bioactive compound and 
less stability over 75 days, possibly contributing to the decrease in DPPH values. Various 
factors can impact antioxidant compound degradation, including chemical structure, water 
availability, and the presence of other food components (Ramírez; Giraldo; Orrego, 2015).

En-HD demonstrated greater α-amylase inhibition than acarbose (100% inhibition) 
on day 1 post-encapsulation (Table 1). This result suggests that microencapsulation 
successfully protected the active-inhibitory compound from environmental exposure.

Regulating blood sugar level is an effective approach to managing Diabetes mellitus 
and associated complications. Although synthetic α-amylase inhibitors like acarbose and 
miglitol are widely used, they come with high costs and side effects (Hussain et al., 2018). 
Consequently, there is growing interest in natural inhibitors, with En-HD emerging as 
promising alternative, though further research is needed to validate in vivo effectiveness. 
Hussain et al. (2018) reported similar results, with 93.33% α-amylase inhibition in 
encapsulated freeze-dried powder composed of various roots and seeds using gum Arabic 
as a coating material.

To date, no studies have examined the microencapsulation of HD via freeze-drying. 
The findings of this study suggest that En-HD has the potential to provide bioactive 
compounds, as it exhibits higher TPC, antioxidant activity, and α-amylase inhibition. 
The results were satisfactory under the methods employed, suggesting HD is a promising 
candidate for food industry applications. However, further studies are needed to assess 
food supplementation potential and gastrointestinal behavior.

3.2 Physicochemical and morphological properties of HD and En-HD

Moisture content is a critical factor in the food industry, as it is directly 
reflects the efficiency of the drying process (Dag; Kilercioglu; Oztop, 2017). HD 
and En-HD samples displayed low moisture contents (0.95 ± <0.01% and 4.91 ± 0.07%, 
respectively), indicating microbiological stability under the study conditions.
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The En-HD sample exhibited significantly higher (p < 0.05) water solubility 
(76.42 ± 2.58%) compared to HD (17.85 ± 0.79%), likely due to the high 
solubility of the gum Arabic and whey proteins (Rezende; Nogueira; Narain, 2018; 
Lourenço; Moldão-Martins; Alves, 2020; Simões et al., 2017). The solubility 
of food powders influences their behavior upon contact with aqueous solutions 
(Hinestroza-Córdoba et al., 2020), which is affected by factors such as composition 
and particle size (Hussain et al., 2018).

Increased solubility may also result from reduced porosity due to freeze-drying 
(Hinestroza-Córdoba et al., 2020) and the use of WPC and gum Arabic. 
Hussain et al. (2018) reported water solubility ranging from 84.06% and 92.31% 
for encapsulated powder composed of various roots and seeds with different 
concentrations of coating materials, corroborating the values observed in this study 
for En-HD.

The coating materials possess important properties for bioaccessibility, and 
parameters such as flexibility, resistance, stability, and impermeability are crucial 
for delivering and releasing bioactive compounds (Grgić et al., 2020). Therefore, a 
suitable combination of coating and core materials can yield encapsulated material 
with favorable physicochemical properties and stability.

Figures 5 and 6 display the particle size distribution differences between HD and 
En-HD samples. Both samples exhibited bimodal curves, indicating the presence of 
particles of varying sizes, likely due to the freeze-drying process, which generates 
a wide range of particle sizes (Hinestroza-Córdoba et al., 2020).

Figure 5 • 
Particle size distribution of 

Hovenia dulcis powder (HD).  
Source: research data
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The HD sample exhibited a higher average particle size diameter (50% of the sample) 
at 30.74 µm compared to En-HD at 19.99 µm. Overall, particle sizes up to 207.71 µm and 
167.26 µm were observed for 90% of the particles in HD and En-HD, respectively.

The smaller particle sizes observed in En-HD may be attributed to the coating materials 
utilized in the microencapsulation process. Ultrasound baths are less efficient in reducing 
particle size compared to ultrasonic probes (Jambrak et al., 2014). Thus, the percentage of 
small particles found in En-HD may also be attributed to the wall material (whey protein 
and gum Arabic), as some of these materials may have remained dispersed, without forming 
a complete capsule.

The presence of smaller particles also explains the increased water solubility, as 
smaller particles possess enhanced properties and greater interactions with water molecules 
(Hinestroza-Córdoba et al., 2020). The smaller the particle size, the greater the surface area 
available for hydration (Kuck; Noreña, 2016).

Figures 7a and 7b display the SEM images of HD and En-HD, respectively. Undefined 
shapes of varying sizes were observed, with a greater number of smaller particles 
found in the En-HD sample, which aligns with the particle size distribution results. The 
freeze-drying process significantly affects the structure of the product. According to Fang and 
Bhandari (2010), encapsulation by freeze-drying occurs as the core materials are homogenized 
within matrix solutions and subsequently co-lyophilize, resulting in irregular shapes.

(a) (b)

Figure 6 • 
Particle size distribution of 

encapsulated Hovenia dulcis 
powder (En-HD).  

Source: research data

Figure 7 • 
Scanning Electron 

Microscopy images 
at a magnification of 
1000× of (a) Hovenia 

dulcis powder (HD), 
and (b) encapsulated 

Hovenia dulcis 
powder (En-HD).  

Source: research data
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As reported by Ramírez, Giraldo and Orrego (2015), the freezing step preceding 
freeze-drying plays a crucial in shaping the final structure, as rapid freezing generates 
small ice crystals that directly impact pore size. This, following the sublimation process, 
enhances the quality of freeze-dried products (Kuck; Noreña, 2016).

Similar results were obtained by Dag, Kilercioglu and Oztop (2017), as well 
as Hussain et al. (2018), who studied various coating materials for the freeze-dried 
encapsulation of golden berries and polyherbal formulations, respectively, reporting 
irregular shapes resembling fractured glass flakes.

4 Conclusion

The microencapsulated Hovenia dulcis powder (En-HD) showed a 95.8% retention of 
TPC after 75 days of storage at –80 ºC, high antioxidant activity by the ABTS assay, and 
substantial α-amylase inhibition compared to the pseudofruit powder (HD), suggesting 
potential as a promising candidate for further testing, particularly in vivo, to control blood 
sugar levels. Freeze-drying encapsulation increased sample solubility by 76%, likely due 
to whey protein, gum Arabic, and the smaller particle size of the En-HD sample. The 
freeze-drying microencapsulation of H. dulcis effectively preserved bioactive compounds, 
indicating as an additive for the food industry.

Funding 

This study was partially funded by FAPESC (Fundação de Amparo à Pesquisa e 
Inovação do Estado de Santa Catarina) [Grant: 2023TR565].

Declaration of competing interest

The authors declare no conflict of interest.

Article contributions

RIGO, E.; SEHN, G. A. R.; CAVALHEIRO, D.: conception and design of the 
study/research; data analysis and interpretation; critical intellectual review of the 
manuscript. HANAUER, D. C.: conception and design of the study/research; data analysis 
and interpretation. KNAKIEWICZ, L.: data analysis and interpretation. All authors 
participated in writing, discussing, reading, and approving the final version of the paper.

References

AOAC – ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY. Official 
methods of analysis. 20. ed. Arlington: AOAC International, 2016.

CAI, W.; XU, S.; MA, T.; ZHANG, X.; LIU, B.; XU, F. Five novel triterpenoid saponins 
from Hovenia dulcis and their Nrf2 inhibitory activities. Arabian Journal of Chemistry, 
v. 14, n. 8, 103292, 2021. DOI: https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2021.103292.

2447-9187

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.en
https://openaccessbutton.org/
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2021.103292
https://periodicos.ifpb.edu.br/index.php/principia/index
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2447-9187


R e v .  P r i n c i p i a ,  J o ã o  P e s s o a ,  v .  6 2 ,  e 8 2 5 9 ,  2 0 2 5 .        [   13  ]

CAVALHEIRO, D.; MORANDIM, G. C.; SCHAEFER, S. V.; AMARAL, A. M. P.; 
BETTANIN, L.; SEHN, G. A. R. Hovenia dulcis T. extract and Glycyrrhiza glabra 
as natural antioxidants in Bologna-type mortadella. Revista Principia, v. 62, 2025. 
DOI: http://dx.doi.org/10.18265/2447-9187a2024id8195.

DAG, D.; KILERCIOGLU, M.; OZTOP, M. H. Physical and chemical characteristics of 
encapsulated goldenberry (Physalis peruviana L.) juice powder. LWT – Food Science 
and Technology, v. 83, p. 86-94, 2017. DOI: https://doi.org/10.1016/j.lwt.2017.05.007.

EL-MESSERY, T. M.; EL-SAID, M. M.; SHAHEIN, N. M.; EL-DIN, H. M. F.; 
FARRAG, A. Functional yoghurt supplemented with extract orange peel encapsulated 
using coacervation technique. Pakistan Journal of Biological Sciences, v. 22, n. 5, 
p. 231-238, 2019. DOI: https://doi.org/10.3923/pjbs.2019.231.238.

FANG, Z.; BHANDARI, B. Encapsulation of polyphenols: a review. Trends in Food 
Science & Technology, v. 21, n. 10, p. 510-523, 2010. DOI: https://doi.org/10.1016/j.
tifs.2010.08.003.

GONZÁLEZ-MUÑOZ, A.; QUESILLE-VILLALOBOS, A. M.; FUENTEALBA, C.; 
SHETTY, K.; RANILLA, L. G. Potential of Chilean native corn (Zea mays L.) accessions 
as natural sources of phenolic antioxidants and in vitro bioactivity for hyperglycemia 
and hypertension management. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 61, 
n. 46, p. 10995-11007, 2013. DOI: https://doi.org/10.1021/jf403237p.

GRGIĆ, J.; ŠELO, G.; PLANINIĆ, M.; TIŠMA, M.; BUCIĆ-KOJIĆ, A. Role of 
the encapsulation in bioavailability of phenolic compounds. Antioxidants, v. 9, 
n. 10, 923, 2020. DOI: https://doi.org/10.3390/antiox9100923.

HINESTROZA-CÓRDOBA, L. I.; SERNA, S. D.; SEGUÍ, L.; BARRERA, C.; 
BETORET, N. Characterization of powdered lulo (Solanum quitoense) bagasse as a functional 
food ingredient. Foods, v. 9, n, 6, 723, 2020. DOI: https://doi.org/10.3390/foods9060723.

HUSSAIN, S. A.; HAMEED, A.; NAZIR, Y.; NAZ, T.; WU, Y.; 
SULERIA, H. A. R.; SONG, Y. Microencapsulation and the characterization of 
polyherbal formulation (PHF) rich in natural polyphenolic compounds. Nutrients, v. 10, 
n. 7, 843, 2018. DOI: https://doi.org/10.3390/nu10070843.

I N D R AWAT I ,  R . ;  S U K O W I J O Y O ,  H . ;  I N D R I AT M O K O ; 
WIJAYANTI, R. D. E.; LIMANTARA, L. Encapsulation of brown seaweed pigment 
by freeze drying: characterization and its stability during storage. Procedia Chemistry, 
v. 14, p. 353-360, 2015. DOI: https://doi.org/10.1016/j.proche.2015.03.048.

JAMBRAK, A. R.; MASON, T. J.; LELAS, V.; PANIWNYK, L.; HERCEG, Z. Effect 
of ultrasound treatment on particle size and molecular weight of whey proteins. 
Journal of Food Engineering, v. 121, p. 15-23, 2014. DOI: https://doi.org/10.1016/j.
jfoodeng.2013.08.012.

KUCK, L. S.; NOREÑA, C. P. Z. Microencapsulation of grape (Vitis labrusca var. Bordo) 
skin phenolic extract using gum Arabic, polydextrose, and partially hydrolyzed 
guar gum as encapsulating agents. Food Chemistry, v. 194, p. 569-576, 2016. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.08.066.

2447-9187

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.en
https://openaccessbutton.org/
http://dx.doi.org/10.18265/2447-9187a2024id8195
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2017.05.007
https://doi.org/10.3923/pjbs.2019.231.238
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2010.08.003
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2010.08.003
https://doi.org/10.1021/jf403237p
https://doi.org/10.3390/antiox9100923
https://doi.org/10.3390/foods9060723
https://doi.org/10.3390/nu10070843
https://doi.org/10.1016/j.proche.2015.03.048
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2013.08.012
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2013.08.012
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.08.066
https://periodicos.ifpb.edu.br/index.php/principia/index
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2447-9187


R e v .  P r i n c i p i a ,  J o ã o  P e s s o a ,  v .  6 2 ,  e 8 2 5 9 ,  2 0 2 5 .        [   14  ]

LARRAURI, J. A.; RUPÉREZ, P.; SAURA-CALIXTO, F. Effect of drying temperature 
on the stability of polyphenols and antioxidant activity of red grape pomace peels. 
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 45, n. 4, p. 1390-1393, 1997. 
DOI: https://doi.org/10.1021/jf960282f.

LOURENÇO, S. C.; MOLDÃO-MARTINS, M.; ALVES, V. D. Microencapsulation of 
pineapple peel extract by spray drying using maltodextrin, inulin, and Arabic gum as wall 
matrices. Foods, v. 9, n. 6, 718, 2020. DOI: https://doi.org/10.3390/FOODS9060718.

MONTGOMERY, D. C.; RUNGER, G. C. Estatística aplicada e probabilidade para 
engenheiros. 7. ed. Barueri: LTC, 2021. 416 p. In Portuguese.

RAMÍREZ, M. J.; GIRALDO, G. I.; ORREGO, C. E. Modeling and stability of 
polyphenol in spray-dried and freeze-dried fruit encapsulates. Powder Technology, 
v. 277, p. 89-96, 2015. DOI: https://doi.org/10.1016/j.powtec.2015.02.060.

REZENDE, Y. R. R. S.; NOGUEIRA, J. P.; NARAIN, N. Microencapsulation of 
extracts of bioactive compounds obtained from acerola (Malpighia emarginata DC) 
pulp and residue by spray and freeze drying: chemical, morphological and chemometric 
characterization. Food Chemistry, v. 254, p. 281-291, 2018. DOI: https://doi.
org/10.1016/j.foodchem.2018.02.026.

ROBERT, P.; GORENA, T.; ROMERO, N.; SEPULVEDA, E.; CHAVEZ, J.; SAENZ, C. 
Encapsulation of polyphenols and anthocyanins from pomegranate (Punica granatum) 
by spray drying. International Journal of Food Science and Technology, v. 45, n. 7, 
p. 1386-1394, 2010. DOI: https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.2010.02270.x.

ROESLER, R.; MALTA, L. G.; CARRASCO, L. C.; HOLANDA, R. B.; 
SOUSA, C. A. S.; PASTORE, G. M. Atividade antioxidante de frutas do cerrado. Food 
Science and Technology, v. 27, n. 1, p. 53-60, 2007. DOI: https://doi.org/10.1590/S0101-
20612007000100010. In Portuguese.

RUFINO, M. S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S.; MORAIS, S. M.; SAMPAIO, C. G.; 
PÉREZ-JIMÉNEZ, J.; SAURA-CALIXTO, F. D. Metodologia científica: determinação 
da atividade antioxidante total em frutas pela captura do radical livre DPPH. Comunicado 
Técnico 127, Embrapa Agroindústria Tropical, Fortaleza, p. 1-4, jul. 2007a. Available 
at: https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10224/1/Cot_127.pdf. 
Accessed on: 9 Dec. 2023. In Portuguese.

RUFINO, M. S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S.; MORAIS, S. M.; SAMPAIO, C. G.; 
PÉREZ-JIMÉNEZ, J.; SAURA-CALIXTO, F. D. Metodologia científica: determinação da 
atividade antioxidante total em frutas pela captura do radical livre ABTS+. Comunicado 
Técnico 128, Embrapa Agroindústria Tropical, Fortaleza, p. 1-4, jul. 2007b Available 
at: https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10225/1/Cot_128.pdf. 
Accessed on: 9 Dec. 2023. In Portuguese.

SÁNCHEZ-MADRIGAL, M. Á.; QUINTERO-RAMOS, A.; AMAYA-GUERRA, C. A.; 
MELÉNDEZ-PIZARRO, C. O.; CASTILLO-HERNÁNDEZ, S. L.; AGUILERA-
GONZÁLEZ, C. J. Effect of agave fructans as carrier on the encapsulation of blue corn 
anthocyanins by spray drying. Foods, v. 8, n. 7, 268, 2019. DOI: https://doi.org/10.3390/
foods8070268.

2447-9187

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.en
https://openaccessbutton.org/
https://doi.org/10.1021/jf960282f
https://doi.org/10.3390/FOODS9060718
https://doi.org/10.1016/j.powtec.2015.02.060
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.02.026
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.02.026
https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.2010.02270.x
https://doi.org/10.1590/S0101-20612007000100010
https://doi.org/10.1590/S0101-20612007000100010
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10224/1/Cot_127.pdf
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/CNPAT/10225/1/Cot_128.pdf
https://doi.org/10.3390/foods8070268
https://doi.org/10.3390/foods8070268
https://periodicos.ifpb.edu.br/index.php/principia/index
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2447-9187


R e v .  P r i n c i p i a ,  J o ã o  P e s s o a ,  v .  6 2 ,  e 8 2 5 9 ,  2 0 2 5 .        [   15  ]

SANTOS, F. H.; SILVEIRA, B. M. P.; SOUZA, L. L.; DUARTE, A. K. C.; 
RIBEIRO, M. C.; PEREIRA, K. C.; COSTA, J. M. G. Influence of wall materials on the 
microencapsulation of pequi oil by spray drying. Brazilian Journal of Food Technology, 
v. 23, 2020. DOI: https://doi.org/10.1590/1981-6723.13219.

SCHAEFER, S. V.; AMARAL, A. M. P.; CHEROBIN, A. K.; MONTEIRO, L. K.; 
MORANDIN, G. C.; FISCHER, C.; CAVALHEIRO, D.; SEHN, G. A. R. Japanese 
grape (Hovenia dulcis) powder as an antioxidant agent in Bologna sausages. 
Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 102, n. 14, p. 6255-6262, 2022. 
DOI: https://doi.org/10.1002/jsfa.11974.

SIMÕES, L. S.; MADALENA, D. A.; PINHEIRO, A. C.; TEIXEIRA, J. A.; 
VICENTE, A. A.; RAMOS, O. L. Micro- and nano bio-based delivery systems for 
food applications: in vitro behavior. Advances in Colloid and Interface Science, 
v. 243, p. 23-45, 2017. DOI: https://doi.org/10.1016/j.cis.2017.02.010.

WANG, L.; CLARDY, A.; HUI, D.; GAO, A.; WU. Y. Antioxidant and antidiabetic 
properties of Chinese and Indian bitter melons (Momordica charantia L.). Food 
Bioscience, v. 29, p. 73-80, 2019. DOI: https://doi.org/10.1016/j.fbio.2019.03.010.

YADAV, K.; BAJAJ, R. K.; MANDAL, S.; MANN, B. Encapsulation of grape seed 
extract phenolics using whey protein concentrate, maltodextrin, and gum arabica 
blends. Journal of Food Science and Technology, v. 57, n. 2, p. 426-434, 2020. 
DOI: https://doi.org/10.1007/s13197-019-04070-4.

2447-9187

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.en
https://openaccessbutton.org/
https://doi.org/10.1590/1981-6723.13219
https://doi.org/10.1002/jsfa.11974
https://doi.org/10.1016/j.cis.2017.02.010
https://doi.org/10.1016/j.fbio.2019.03.010
https://doi.org/10.1007/s13197-019-04070-4
https://periodicos.ifpb.edu.br/index.php/principia/index
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2447-9187


 


