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RESUMO

A intolerância a lactose é o nome dado a uma disfunção do organismo que 
apresenta uma deficiência ou ausência da produção da enzima lactase (β-galactosidase), 
responsável pela conversão da lactose em glicose e galactose. É comum em todas as 
faixas etárias e etnias, sua principal consequência é a impossibilidade de ingestão 
de produtos contendo lactose, como leite e seus derivados. Antecipando-se a isso, 
a indústria alimentícia hidrolisa a lactose a fim de obter um produto compatível aos 
portadores dessa doença, sem comprometer as características já encontradas em 
produtos sem esse tratamento. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver 
um requeijão cremoso sem lactose. Utilizou-se leite desnatado como matéria-prima e 
β-galactosidase em concentrações de 0,07%, 0,1% e 0,2%. O tempo de hidrólise foi 
de 90 minutos a um pH de 6,55 e temperatura de 40 ºC. A cromatografia líquida de 
alta eficiência demonstrou que o grau de hidrólise das formulações foi satisfatório. O 
produto desenvolvido adequou-se aos padrões estabelecidos pela legislação brasileira 
quanto aos limites microbiológicos e físico-químicos. A análise sensorial foi realizada 
com escala hedônica de 9 pontos com painel de 100 julgadores não treinados, não 
mostrando diferença estatística significativa entre amostras de requeijão sem lactose 
e tradicional. Sendo assim, a formulação contendo 0,07% de enzima β-galactosidase 
pode ser considerada um requeijão com baixo teor de lactose e é uma ótima alterna-
ti va para intolerantes, pois possui sabor e custo similar ao tradicional.
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ABSTRACT

Lactose intolerance is the name given to a dysfunction of the body, which has 
a deficiency or lack of production of enzyme lactase (β-galactosidase), responsible 
for the conversion of lactose into glucose and galactose. It is common in all age 
groups and ethnicities, its main consequence is the impossibility of ingesting products 
containing lactose, such as milk and its derivatives. Anticipating this, the food 
industry hydrolyzes lactose in order to obtain a product compatible with the disease, 
without compromising the characteristics already found in products without this 
treatment. Therefore, the objective of this work was to develop a “requeijão cremoso” 
without lactose. Skim milk were used as the main ingredient and β-galactosidase was 
added in concentrations of 0.07%, 0.1% and 0.2%, the hydrolysis time was 90 minu-
tes at a pH of 6.55 and a temperature of 40 ºC. Analyses mode by high performance 
liquid chromatography showed that the degree of hydrolysis of the formulations was 
satisfactory. The developed product was adequate to the standards established by 
Brazilian legislation regarding to microbiological and physico-chemical standards. 
The sensorial analysis was performed with a hedonic scale of 9 points with a panel 
of 100 untrained judges, showing no statistically significant difference between 
samples of lactose-free and traditional curd. Thus, the formulation containing 
0.07% of β-galactosidase enzyme can be considered a low-lactose curd, it is a good 
alternative for intolerants, since it has a similar taste and cost to the traditional one.

Keywords: intolerance; hydrolysis; enzyme.

INTRODUÇÃO

O leite é um produto largamente con-
sumido no Brasil e no mundo devido a sua 
rica composição em nutrientes e sua extensa 
escala de derivados, dentre eles destaca-
se o requeijão, um produto genuinamente 
brasileiro que vem ganhando força no mer-
cado consumidor. Sua produção que era 
de 9,8 mil toneladas em 1992, passou para 
72,1 toneladas em 2011, tornando-se um 
dos principais produtos produzidos pelos 
laticínios brasileiros (SANTOS et al.,2014; 
VIEIRA et al., 2014).

A lactose é um carboidrato de ori gem 
animal que está presente na dieta alimentar 
do homem. Quando sintetizada pelo organis-
mo humano é hidrolisada pela enzima lactase 
formando glicose e galactose, sendo então 
absor vida pelo organismo. Os indivíduos 
in tolerantes à lactose apresentam uma defi-

ciên cia ou ausência na produção da enzima 
lactase pelo organismo, problema associados 
a idade e/ou etnia, podendo surgir em maior 
ou menor intensidade, comumente causan do 
flatulências, diarreia e vômito no indivíduo 
(ALMEIDA et al., 2015; PARRA et al., 2015).

A diminuição da atividade da lactase no 
organismo é progressiva com o decorrer dos 
anos, principalmente entre crianças e ado-
lescentes. Essa taxa também varia conforme a 
etnia, afetando principalmente pessoas ne gras 
e asiáticas. Na América do Sul, a prevalên-
cia de intolerância à lactose é de 65 a 75% em 
adultos (TREVISAN, 2008; SANTOS et al., 
2014; ARIAS et al., 2015).

Para resolver este problema, a indús tria 
alimentícia hidrolisa a lactose antecipa-
damente à ingestão, gerando moléculas de 
gli cose e galactose a partir de processos tec no-
lógicos como a hidrólise enzimática. Se gun-
do Faedo et al. (2013), a vantagem do método
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de hidrólise enzimática é que a reação se 
processa a temperatura relativamente baixa, 
numa faixa que pode variar de 4 ºC a 40 ºC, 
sendo a temperatura ótima entre 30 ºC a 40 ºC.

Quando a lactose é hidrolisada no 
intestino delgado pela enzima lactase, ela é 
convertida em glicose e galactose, que são 
absorvidos pela corrente sanguínea, porém, 
quando isso não ocorre, acontece o que cha-
mamos de intolerância a lactose. Sendo assim, 
a lactose permanece no intestino delgado 
onde sofre uma fermentação bacteriana que 
gera ácido láctico, dióxido de carbono e gás 
hidrogênio, ocasionando diarréia, inchaço, 
flatulência e cólica. Aproximadamente 80% 
da população mundial possuem essa intole-
rân cia, sendo 25% de brasileiros (FISCHER, 
2010; BRAGA, 2012; ENDRES et al., 2016).

Segundo a Portaria nº 29, de 13 de janei-
ro de 1998, que normatiza o Regulamento 
Téc nico referente a Alimentos para Fins Espe-
ciais, fica claro que alimentos especialmente 
formulados para atender às necessidades de 
portadores de intolerância à ingestão de dis-
sa carídeos e/ou portadores de erros inatos do 
metabolismo de carboidratos, podem conter no 
máximo 0,5 g do nutriente em referência, por 
100 g ou 100 mL do produto final (ANVISA, 
1998). Desta forma, para que os produtos lác-
teos sejam considerados deslactosados, estes 
devem apresentar residual de lactose me nor 
que 0,5 g/100 g.

O objetivo deste estudo foi desenvolver 
um requeijão cremoso sem lactose definindo a 
concentração de enzima a ser utilizada em seu 
processo, além de avaliar suas características 
físico-químicas, microbiológicas e sensoriais.

MATERIAL E MÉTODOS

O processo de fabricação do requei-
jão, bem como as análises microbiológi-
cas e físico-químicas foram realizadas em 
um laticínio localizado na região oeste de 
San ta Catarina. Já as análises de lactose e 

Staphylococcus Coagulase Positiva foram 
realizadas em laboratórios credenciados 
pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento.

Foram preparadas quatro formula ções 
distintas para o estudo, designadas como T1, 
T2, T3 e T4, sendo que em todas foi utilizado 
leite desnatado pasteurizado contendo 0% de 
gordura.Cada formulação recebeu dife ren tes 
concentrações de enzima β-galac tosida se, 
exceto a formulação T4 ou con trole, sendo 
essa a formulação padrão. Na Tabela 1 estão 
descritas as concentrações de β-galactosidase 
utilizadas em cada formulação.

Tabela 1 – Concentração de enzima β-ga-
lactosidase incorporadas em cada formulação

 Formulação % β-galactosidase

 T1 0,07%
 T2 0,1%
 T3 0,2%
 T4 0%

O teste com várias concentrações de 
enzima foi realizado para verificar qual a 
concentração mínima pode ser utilizada no 
processo, desde que apresente teor residual 
aceitável por indivíduos intolerantes à lactose. 
A enzima utilizada foi a lactase β-galacto-
sidase obtida do fungo Kluyveromyces lactis, 
nome comercial Maxilact® LGX-5000, fa-
bricada por DSM Food Specialties France, 
importada pela Global Food, São Paulo, 
Brasil. Segundo o fabricante da enzima, cada 
grama do produto contém 5000 unidades 
de lactose neutra (Neutral Lactose Units – 
NLU), conforme descrito no boletim técni co 
da enzima. Uma NLU é definida como a 
quantidade de enzima que libera 1,0 µmol 
de o-nitrofenol por minuto, sob as condições 
do teste. De acordo com Carminatti (2001), 
a quantidade de proteínas é da ordem de
54,9 mg/mL.
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Para todas as formulações foram uti li-
zados os mesmos indicadores para a hidrólise, 
o leite foi aquecido a 40 ºC, após adicionou-se 
a concentração da enzima e manteve-se nesta 
temperatura com agitação controlada por 90 
minutos para hidrólise da lactose. A defini-
ção da temperatura e tempo foram baseados no 
estudo de Faedo et al. (2013) e nas indica ções 
do fabricante.

Após o período de hidrólise de 90 mi-
nutos, procedeu-se a fabricação da massa 
com a acidificação direta do leite (houve a 
coagulação do leite com o auxílio de ácido 
lático, com dessoragem e lavagem da massa 
posteriormente). A massa obtida foi mantida 
sob refrigeração em câmara fria a 10 ºC. O teor 
de lactose residual foi determinado somente 
no produto final por cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE).

O processo de fabricação do requeijão 
cremoso foi realizado conforme apresentado 
na Figura 1. A fusão ocorreu a vácuo, em pa-
nela de Geiger com adição de gordura láctea e 
leite desnatado a 0% de gordura, sem lactose.

Fonte: Modificado de Van Dender (2006).

Figura 1 – Fluxograma do processo de fa-
bricação de requeijão cremoso

As análises físico-químicas foram rea-
li zadas nos dias 1, 15, 30, 45, 60 e 75 de 
armazenamento, sendo que a análise de lac-
to se foi realizada somente no 1º dia de arma-

ze namento no produto final. As análises de 
gor dura, umidade, gordura no extrato seco e
pH foram realizadas conforme descrito na Ins-
trução Normativa nº 68 de 2006 (BRASIL, 
2006). Os teores de lactose da amostra padrão 
e de lactose residual nas amostras finais foram 
determinadas pelo método de carboidratos 
por cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE).

As análises microbiológicas foram rea-
lizadas a partir de testes presuntivos e confir-
matórios para coliformes totais (30 ºC), termo-
tolerantes (45 ºC) e contagem de Staphylo­
coccus Coagulase Positiva, seguindo a meto-
dologia descrita pela Instrução Normativa
nº 62 de 2003, em triplicata (BRASIL, 2003).

A análise sensorial foi aplicada com pai-
nel de 100 julgadores não treinados, com faixa 
etária entre 18 e 72 anos. Utilizou-se o método 
de escala hedônica de 9 pontos, con forme 
Figura 2, a fim de avaliar a aceitabilidade dos 
atributos cor, odor, sabor, textura e avaliação 
global. Houve a comparação com o produto 
tradicional e buscou-se avaliar a intenção 
de compra por meio de escala hedônica de 
cinco pontos.

Foram avaliadas duas amostras: uma 
amostra padrão e uma sem lactose, definida 
pelo autor como a que estava em melhor 
condição de hidrólise e também que atendeu 
a legislação. Como a análise foi realizada com 
apenas duas amostras, os resultados obtidos 
foram tratados estatisticamente através do 
teste ANOVA. O projeto foi submetido e 
aceito pelo comitê de ética da Universidade de 
Passo Fundo – RS, obtendo parecer número: 
1.121.492.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O teor de lipídios variou de 27,25% a 
30% durante o armazenamento por 75 dias, 
conforme observado na Tabela 2. Devido à 
grande quantidade de gordura láctea utilizada 
na formulação, os testes desenvolvidos fi-
caram com teores de lipídios superiores aos 

Adição de Ingredientes / Fusão da Massa

Cozimento

Embalagem

Resfriamento

Estocagem
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encontrados na literatura. Drunkler (2009) 
desenvolveu um requeijão cremoso simbió-
ti co onde os valores de lipídios variaram de 
20,83% a 22,67% e Matanna (2011) encon-
trou um teor de lipídios variando de 20,26% 
a 24,52% em suas formulações de requeijão 
com baixo teor de lactose.

A portaria que rege este produto, Por-
taria nº 359 de 1997 (BRASIL, 1997), não 
estabelece padrões específicos para lipídios, 
no entanto, ele é extremamente necessário 
para o cálculo de gordura no extrato seco 
(GES), solicitado por essa portaria. Apesar 
dos valores encontrados para lipídios terem 
sido superiores aos encontrados na literatura, 
o teor de GES dos requeijões desenvolvidos 
encontrou-se dentro dos padrões estabeleci-
dos por lei (BRASIL, 1997) que preconiza 
um valor mínimo de 50% de GES no produ to 

final e, conforme a Tabela 2, os valores de 
GES obtidos nos requeijões desenvolvidos 
ficaram entre 66,21% e 77,87%.

Os valores de pH das formulações 
variaram de 5,21 a 5,96 no decorrer dos 
75 dias de armazenamento, como pode ser 
observado na Tabela 2. Valores de pH em 
requeijões estão relacionados com a vida 
útil do produto devido a sua relação com o 
controle microbiológico do mesmo, além de 
poder afetar as características reológicas e 
sensoriais do produto final. Percebe-se que 
houve uma diminuição do pH no decorrer do 
armazenamento devido a diversos fatores que 
podem ocorrer durante esse armazenamento, 
como a diminuição da umidade, a hidrólise 
de polifosfatos e as interações entre proteínas 
que influenciam o equilíbrio iônico (VAN 
DENDER, 2006).

Figura 2 – Formulário de avaliação sensorial
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Observa-se na literatura que os valores 
de pH de queijo fundido oscilam na faixa de 
5,4 a 6,2. Quando o pH for abaixo de 5,4 a 
estrutura do queijo é prejudicada e tende a 
uma textura granulosa. Com o pH acima de 
6,2, a vida útil do queijo pode ser reduzida 
com possíveis alterações no seu sabor e 
estrutura. Queijos na faixa de pH 5,5 a 5,7 
adquirirem consistência sólida e valores acima 
de 5,7 tornam-se mais pastosos (BOSI, 2008).

O teste T1 e a formulação controle 
estavam aptos para consumo até o final do 
armazenamento, ou seja, no 75° dia, contendo 
um pH de 5,52 e 5,75, respectivamente. O 
T2 e T3 apresentaram vida útil de 30 dias, 
possuindo um pH final de 5,41 e 5,57, 
respectivamente. Conforme apresentado na 
Ta bela 2, os resultados obtidos são simila res 
aos encontrados por Bosi (2008) ao desen-
volver requeijões light e sem adição de gor-
dura enriquecidos com fibra alimentar, com 
valores de pH entre 5,77 e 5,91.

Quanto à análise de umidade, a Porta ria 
359 de Identidade e Qualidade do Requei-
jão (BRASIL, 1997) estabelece um limite 
máximo de 65% para o requeijão cremoso. 
O teor de umidade dos testes elaborados os-
ci lou de 56,15% a 61,79% durante seus 75 
dias de armazenamento, conforme descrito 
na Tabela 2, estando todos de acordo com a 
le gislação. Valores similares ao do presente 
estudo foram encontrados por Matanna (2011) 
ao desenvolver requeijões com baixo teor de 
lactose, em que os teores de umidade variaram 

de 58,92% a 62,9% e semelhantes também 
aos encontrados por Drunkler (2009), ao 
desenvolver uma formulação para requeijão 
cremoso simbiótico, onde encontrou valores 
entre 58,48% a 65,72%.

As análises de lactose realizadas por 
cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE) apresentaram resultados satisfatórios 
em todas as formulações de requeijão sem 
lactose, demonstrando que a hidrólise da 
lactose foi eficaz. Conforme apresenta a Ta-
bela 3, todas as formulações de requeijão com 
teor reduzido de lactose apresentaram teor 
abaixo de 0,20%, podendo ser consumido por 
pessoas com restrições a este carboidrato. A 
Portaria nº 29 (ANVISA, 1998) determina que 
0,5% é considerado um nível seguro de lactose 
para a ingestão por pessoas com intolerân cia 
a este carboidrato.

Tabela 3 – Teor de lactose residual no produ-
to final

 Teste Lactose g/100g
 T1 ND < 0,20
 T2 ND < 0,20
 T3 ND < 0,20
 Controle 0,97

ND: não detectado.

Diante dos resultados, percebe-se que 
uma baixa quantidade de enzima como na 
formulação T1 (0,07%) garante um produto 

Tabela 2 – Análises físico químicas ao longo do armazenamento*

  Teor de Lipídios Gordura no pH Umidade   extrato seco  

 T1 (%) 27,25 ± 0,88 67,79 ± 2,73 5,60 ± 0,08 59,79 ± 0,82
 T2 (%) 29,50 ± 0,83 77,87 ± 2,33 5,21 ± 0,26 61,79 ± 0,29
 T3 (%) 28,58 ± 0,91 66,21 ± 4,17 5,41 ± 0,14 56,15 ± 0,41
 Controle (%) 30,00 ± 0,00 68,67 ± 1,08 5,96 ± 0,15 56,31 ± 0,68

 *Os resultados apresentados na tabela são compostos por média e desvio padrão.
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considerado sem lactose, além de fornecer 
um produto de baixo custo se comparado 
com produtos preparados com maiores con-
centrações de enzima, pois a mesma possui 
um alto valor agregado.

Os resultados obtidos diferem dos en-
contrados por Matanna (2011), que utilizou 
concentrações altas de enzima lactase (0,2%, 
0,5% e 0,8%) em requeijão e, no entanto, 
encontrou resultados inferiores de hidrólise 
ao deste estudo, variando de 72,42% de hi-
dró lise no tratamento de 0,2% de enzima 
até 95,84%, no tratamento de 0,8% de enzi-
ma. Uma possível interferência é o méto-
do de quantificação utilizado pela autora 
Matanna (2011) que utilizou o kit de glicose 
Monoreagente K082 Bioclin, enquanto no 
pre sente estudo foi realizado a determinação 
por cromatografia, um método mais sensível 
para este tipo de identificação.

As análises microbiológicas também 
apre sentaram resultados satisfatórios. Con for-
me apresentado na Tabela 4, não foi detec ta da 
a presença de coliformes totais, coliformes 

termotolerantes e Staphylococcus Coagulase 
Positiva nos requeijões fabricados, estando 
todos dentro dos padrões microbiológicos 
esta belecidos pela portaria nº 359 de 04 de no-
vem bro de 1997 do MAPA (BRASIL, 1997), 
indicando que as boas práticas de fabricação 
foram eficientes durante o processamento.

Diante dos resultados apresentados, as 
formulações T1, T2 e T3 apresentaram teor 
reduzido de lactose. Para dar sequência ao 
estudo e realizar a análise sensorial, foi es-
colhida para este teste a formulação T1, por 
necessitar menor concentração de enzima no 
processo de hidrólise.

A Tabela 5 apresenta as médias entre 
as notas obtidas para cada atributo analisa do. 
Observa-se que os valores médios para os 
atributos variaram de 7 a 8, ou seja, os jul-
gadores classificaram o requeijão sem lactose 
entre “gostei moderadamente” e “gostei 
muito”. Além disso, a intenção de compra 
ficou entre 4 e 5, “possivelmente compraria” 
e “certamente compraria”, respectivamente.

Tabela 4 – Resultados das contagens de co liformes a 30 ºC e 45 ºC e Staphylococcus Coagulase 
Positiva nos requeijões fabricados

 Teste Coliformes a Staphylococcus Coagulase Positiva
  30 ºC e 45 ºC (NMP/mL) (UFC/mL)

 T1 < 3,0 < 1,0 x 10¹
 T2 < 3,0 < 1,0 x 10¹
 T3 < 3,0 < 1,0 x 10¹
 Controle < 3,0 < 1,0 x 10¹

Tabela 5 – Médias das notas obtidas na avaliação sensorial

 Amostra Cor Odor Sabor Textura Avaliação Intenção de
      Global compra

 Formulação 8,18a 8,02a 8,13a 7,89a 8,19a 4,49a
 sem lactose (T1)

 Formulação 8,16a 7,96a 8,05a 8,02a 8,11a 4,4a
 Padrão
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Para todos os atributos avaliados na 
aná lise sensorial, não houve diferenças signi-
ficativas ao nível de significância de 5%, 
indicando que a formulação de requei jão 
sem lactose desenvolvida ficou se me lhante 
sensorialmente ao requeijão cremo so tradicio-
nal comercial. Esse resultado demonstra que 
o processo de hidrólise realizado no estudo 
não alterou as características sensoriais e 
vi suais que o consumidor está habituado a en -
contrar em requeijões. Confirma também que 
a concentração da enzima utilizada, além de 
se mostrar eficaz na hidrólise da lactose, não 
alterou a estrutura padrão do requeijão e não 
deixou sabor residual no produto final.

CONCLUSÕES

O requeijão sem lactose desenvolvi-
do obteve uma boa aceitabilidade perante 
os consumidores, não havendo diferença 
signi ficativa a 5% de probabilidade entre 
as duas formulações para os atributos ava-
liados, indicando que a enzima adicionada à 
formulação não exerceu efeito significativo 
nas características sensoriais do produto.

As características físico-químicas e 
mi crobiológicas do requeijão sem lactose 
estão de acordo com a legislação, portanto, a 
adição da enzima lactase não alterou tais ca-
racterísticas, garantindo um produto de baixo 
custo industrial e seguro para o consumo por 
pessoas intolerantes a lactose.
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