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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”.
(Albert Einstein)



TOMAL, Adriana Aparecida Bosso. Sintese de Galactooligossacarideos a partir
de soro de leite utilizando diferentes fontes de B-galactosidase. 2015. 116 f.
Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2015.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a obtencao de galactooligossacarideos (GOS) a
partir de soro de leite, através da reagdo enzimatica com B-galactosidase comercial
de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis. Os carboidratos foram quantificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica acoplado com detector de
pulso amperométrico (HPEAC-PAD). Os efeitos da concentracdo de soro de leite,
pH, temperatura e suas interacdes foram estatisticamente estudadas por meio da
metodologia de superficie de resposta utilizando experimento fatorial 23. Para a
enzima originada de A. oryzae, as melhores condicbes para a maximizacdo da
producdo de galctooligossacarideos totais (GOS:) foram determinadas pelo ensaio
gue corresponde a concentracdo de soro de leite igual a 400 g/L, temperatura de 45
°C e pH de 4.5. Nessas condic¢des, houve o aumento de 137% na formacao de GOS:
em relacdo ao ensaio de menor producdo. O maximo rendimento e sintese de GOS:
foi de 12.97% e 28.72 g/L, respectivamente. A maxima producdo dentre os
tratamentos estudados para a enzima proveniente de K. lactis foi observada em um
sistema reacional composto por 400 g/L de soro de leite a 40 °C e pH 6.0. Sob estas
condicdes, a producdo de GOS: e rendimento de GOS: foram, respectivamente,
28.94 g/L e 10.12%. Para esta enzima, a converséo de lactose foi de 91.35% e a
formacdo do trissacarideo 6’-galactosil-lactose (GOS B-1,6) foi de 9.10% da
producdo de GOS:t. Estes resultados indicam que a utilizacdo de soro de leite em pé
e a enzima B-galactosidase de K. lactis é viavel para producédo de um alimento rico
em GOSt, potencialmente prebidtico, e de baixo teor de lactose. Adicionalmente, foi
realizado o estudo cinético da producdo de GOS: a partir das referidas enzimas
sobre o soro de leite e comparada com a lactose pura. Para a enzima de A. oryzae,
ndo houve diferenca significativa na producdo de galactooligossacarideos totais
(GOSi) (p>0.05) quando comparada a acdo da enzima sobre o soro de leite ou
lactose pura, sendo 21.68 g/L e 21.24 g/L, respectivamente, apés 120 minutos de
reacao. Entretanto, a enzima de K. lactis revelou produzir dez vezes mais GOSt no
soro de leite do que na lactose pura, sendo 34.65 g/L e 3.63 g/L, respectivamente,
também para 120 minutos. Quanto ao perfil cinético, foi observado que a enzima de
A. oryzae em soro de leite teve a producdo maxima de GOS: de 26.47 g/L aos 240
minutos de reacdo, onde 62.5% da lactose inicial € convertida em glicose, galactose
e GOS. A B-galactosidase de K. lactis produziu, a partir do soro de leite, 34.65 g/L de
GOSt aos 120 minutos de reacado e converteu 90.01% da lactose inicial e, aos 240
minutos, a lactose foi completamente transformada em mono e
galactooligossacarideos. Esta ultima enzima, quando comparado com a lactose pura
nas mesmas condi¢des, converteu apenas 20% da lactose e produziu 3.87 g/L de
GOS..

Palavras-chave: Aspergillus oryzae, galactooligossacarideos, Kluyveromyces
lactis, soro de leite, B-galactosidase.



TOMAL, Adriana Aparecida Bosso. Galactooligosaccharide synthesis from whey
using different sources of B-galactosidase. 2015. 116 f. Thesis (Doctor Degree in
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ABSTRACT

The aim of this study was obtain galactooligosaccharides (GOS) using whey as
substrate and enzymatic reaction with commercial B-galactosidase from Aspergillus
oryzae (Pharmanostra 5000 U/g) and Kluyveromyces lactis (Maxilact® LX 5000).
Carbohydrates were quantified by High Performance Anion Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection (HPEAC-PAD). The effects of
whey concentration, pH, temperature and their interactions were statistically
investigated by response surface methodology using 22 factorial experiment. From A.
oryzae enzyme, the best conditions to maximize the production of total
galctooligossacarideos (GOS:) were determined by treatment corresponding to whey
concentration equal to 400 g/L, temperature of 45 °C and pH 4.5. In these conditions,
there was an increase of 137% in GOS: formation with respect to the lower
production assay. The maximum yield and GOS: synthesis was 12.97% and 28.72
g/L, respectively. The maximum yield among the studied treatments for enzyme from
K. lactis was determined in a reaction system composed by 400 g/L of whey at 40 °C
and pH 6.0. Under these conditions, the GOS: production and GOS: yield were,
respectively, 28.94 g/L and 10.12%. For this enzyme, the lactose conversion was
91.35% and the synthesis of the trisaccharide 6’-galactosil-lactose (GOS [(-1,6) was
9.10% of GOS:. These results indicate that the use of whey powder and B-
galactosidase from K. lactis is viable for the production of a food rich in GOS;,
prebiotic potential and low lactose. Additionally, the kinetic study of GOS: production
was performed from the enzymes on whey and compared with pure lactose. For A.
oryzae enzyme, there was no significant difference in production of total
galactooligosaccharides (GOSt) (p> 0.05) when comparing the action of the enzyme
on the whey or pure lactose, being 21.68 g/L and 21.24g/L, respectively, after 120
minutes of reaction. However, the enzyme fom K. lactis revealed produce ten times
more GOSt on whey than in pure lactose, being 34.65 g/L and 3.63 g/L, respectively,
also for 120 minutes. As for the kinetic profile, was observed that the enzyme from A.
oryzae on whey had the highest production of GOS: (26.47g/L) after 240 minutes of
reaction, where 62.5% of the original lactose was converted into glucose, galactose
and GOS. The B-galactosidase from K. lactis, produced, on whey, 34.65 g/L of GOSt
at 120 minutes after started the reaction and converted 90.01% of initial lactose and,
at 240 minutes, lactose was completely transformed in mono and
galactooligosaccharides. This last enzyme, when compared to pure lactose as
substrate, at the same conditions, converted 20% of the lactose only and produced
3.87 g/L de GOS..

Key words: Aspergillus oryzae, galactooligosaccharides, Kluyveromyces lactis.
whey protein, B-galactosidase.
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1.INTRODUCAO

O soro de leite € um subproduto da industria de laticinios, é produzido em
grande quantidade e possui uma alta carga poluidora, representando, um problema
ambiental significativo (MURARI et al., 2013). O soro representa uma faixa de 85 a
95% do volume do leite e retém 55% de seus nutrientes (GUIMARAES: TEIXEIRA;
DOMINGUES, 2010). Desta forma o soro vem sendo utilizado industrialmente no
desenvolvimento de processos viaveis para converté-lo em ingrediente alimentar de
alto valor agregado (ANTUNES, 2003).

Os oligossacarideos sdo aglUcares encontrados como componentes naturais
em alimentos como frutas, vegetais, leite e mel, podem ser sintetizados
enzimaticamente por via biotecnolégica (JOVANOVIC-MALINOVSKA,;
KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2015; DWIVEDI; SAHRAWAT; PUPPALA, 2014;
GARCIA-CAYUELA; DIEZ-MUNICIO; HERRERO, 2014). Muitos destes
oligossacarideos apresentam efeito prebibtico, proporcionando efeito positivo na
composicdo da microbiota intestinal, sendo resistentes as acdes das enzimas
salivares e intestinais (RASTALL; GIBSON, 2015; VITETTA et al., 2014).

A enzima B-galactosidase é uma importante enzima utilizada industrialmente
na hidrélise da lactose do leite, este dissacarideo, de baixo poder adocante, ao ser
ingerido por pessoas intolerantes alcanga o intestino delgado sem ser afetado e
sofre fermentacdo microbiana no intestino grosso, causando desconforto abdominal,
diarreias e outros distirbios gastrintestinais (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985).

A importancia da B-galactosidase vem sendo ressaltada por sua propriedade
de gerar derivados de lactose através de transgalactosilacdo para formar
galactooligossacarideos (GOS) (TZORTZIS; VULEVIC, 2009).

Os galactooligossacarideos sdo compostos obtidos industrialmente a partir de
substratos que contenham lactose, mediante a transgalactosilagdo catalisada pela
enzima B-galactosidase. Estas enzimas, em determinadas condi¢fes, sdo capazes
de catalisar tanto a hidrélise da lactose, como a formacdo de uma ligagcdo [3-
glicosidica entre a galactose liberada na hidrélise e a lactose. Os GOS também se
encontram de forma natural no leite humano (CORZO et al., 2015).

A composicado da mistura de GOS resultante depende da fonte de enzima
utilizada, da concentracdo e natureza do substrato e das condi¢cdes de reacao (pH,
temperatura e tempo) (BOON; JANSSEN; RIET, 2000; SPLECHTNA et al., 2006).
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Estes carboidratos representam um reconhecido carater prebiotico que
estimulam o crescimento de bactérias lacteas e bifidobactérias no intestino humano
(ROBERFROID et al., 2010).

Os GOS possuem propriedades tais como a producdo de acidos graxos
benéficos de cadeia curta, aumento da absorcdo de célcio e magnésio, além da
eliminacdo de compostos toxicos (MONTANES et al., 2009). S&o resistentes a
hidrolise das enzimas digestivas intestinais e possuem efeitos fisioldgicos
semelhantes ao das fibras dietéticas (MORISHITA et al., 2002).
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2.0BJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Estudar a obtencdo de galactooligossacarideos partir do substrato soro de
leite, através da reagdo enzimatica com [-galactosidase comercial de Aspergillus

oryzae (Pharmanostra 5000 U/g) e Kluyveromyces lactis (maxilact® LX 5000).

2.2.0bjetivos Especificos

— Estudar a producdo de galactooligossacarideos a partir do soro de leite
utiizando a enzima comercial B-galactosidase de Aspergillus oryzae e
Kluyveromyces lactis.

— Determinar as melhores condicbes de pH, temperatura e concentragcdo de
soro de leite na producdo de galactooligossacarideos utilizando a enzima
comercial B-galactosidase de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis.

— Comparar perfil cinético na producdo de galactooligossacarideos a partir da
enzima comercial B-galactosidase de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces

lactis.
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CAPITULO 1 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Soro de Leite

O soro de leite é um liquido opaco, amarelo-esverdeado, resultante da
precipitacdo de gorduras e caseina do leite durante a fabricagdo de queijos, que
representa em torno de 90% do volume de leite utilizado. O soro retém
aproximadamente de 50 a 55% dos nutrientes do leite, ou seja, 6,3 - 12,4% dos
lipideos, 21,4 - 25,1% dos compostos nitrogenados, 88,0 - 99,3% dos agUcares e
61,8 - 88,5% dos sais (GONZALEZ, 2005; HARAGUCHI et al., 2009; OLIVEIRA,
2006).

A composicao do soro de leite produzido industrialmente depende do tipo de
gueijo fabricado e da tecnologia de processamento empregada na producdo, o que
leva a uma variacdo no teor de proteinas, gordura e minerais (OLIVEIRA; BRAVO,;
TONIAL, 2012). De acordo com o procedimento utilizado € possivel obter dois tipos
de soro diferentes: o soro doce e o0 soro acido: O soro doce é obtido da coagulacdo
do leite por acdo enzimética e o soro acido é proveniente da coagulacdo acida
(CASTRO, 2007; ZACARCHENCO et al., 2008;). A producdo do soro doce é
resultado da fabricacédo de queijos duros, semiduros ou macios, como por exemplo,
mucarela, prato, minas frescal e provolone, que sdo os mais comercializados no
Brasil (ZACARCHENCO et al., 2008). Ja o soro acido, é originario da manufatura de
gueijos de consumo mais reduzido como ricota e requeijdo (CARVALHO et al.,
2007). Os dois tipos de soro apresentam diferencas em relagdo a acidez e também
no conteudo mineral, e isso confere diferentes propriedades fisico-quimicas
(KOSSEVA et al., 2009). O soro doce possui pH entre 5,9 e 6,6, enquanto o pH do
soro acido varia entre 4,3 e 4,6 (BALDASSO, 2008; ZACARCHENCO et al., 2008).

O soro doce contem maior quantidade de peptideos e aminoacidos livres
(TULLIO, 2007) sendo mais rico em lactose, por outro lado o soro acido possui em
sua composi¢do mais calcio e fosforo devido a solubilizacdo do complexo calcio-
fésforo existente nas micelas de caseina, em pH acido (BALDASSO, 2008).

A industria de laticinios ja considerou o soro de leite uma matéria prima de
aproveitamento oneroso, entretanto com as regulamentagcbes ambientais que
proibem o descarte de produtos com elevada demanda biol6gica de oxigénio, com

as comprovacgles cientificas do valor nutricional de seus constituintes e com o
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desenvolvimento de técnicas de fracionamento, o soro vem sendo utilizado como
ingrediente ou como precursor de ingredientes na industria de alimentos
(GERNIGON; SCHUCK; JEANTE, 2010; HATZINIKOLAOU et al., 2005).

Na alimentacdo, o soro pode ser utilizado na forma liquida, concentrada ou
em p6. O soro liquido pasteurizado fresco € pouco utilizado nas industrias de
alimentos devido ao elevado custo de transporte e a suscetibilidade de deterioracao
durante o armazenamento. As alternativas para a utilizacdo do soro de leite liquido
sao a fabricacéo de ricota e a fabricacdo de bebidas lacteas (BALDASSO; BARROS;
TESSARO, 2011).

Ja& o soro em po, obtido pela remocao de aproximadamente 95% de umidade
€ a forma mais satisfatoria para o uso em alimentos. Desta forma o soro pode ser
armazenado por maior tempo sem alteracdo das propriedades nutricionais
(BALDASSO; BARROS; TESSARO, 2011).

A lactose e as proteinas sollUveis sdo 0os componentes mais importantes
presentes no soro. O dissacarideo de baixo poder adocante é uma fonte energética
para diversos processos biotecnolégicos, além de ser um produto utilizado na
industria farmacéutica e alimenticia (DIAS, 2008).

A producgdo dos oligossacarideos a partir de lactose existente no soro tem
atraido a atencao de pesquisadores e da industria de alimentos, devido ao potencial
dos oligossacarideos serem utilizados como ingredientes em alimentos funcionais
(RUSTOM; FODA; LOPEZ LEIVA 1998).

Lactose

A lactose é o carboidrato caracteristico do leite, responsavel por seu sabor
levemente adocicado (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

A lactose é um dissacarideo redutor constituido por um radical D-glicose e
outro D-galactose, unidos por uma ligagao glicosidica B-1,4 (CAMPBELL, 2000;
SANTOS, 2011). A lactose pode se apresentar em duas formas e propriedades
distintas: a hidratada e B anidra. A forma estrutural da a-lactose pode ser convertida
para (B-lactose por meio da mutarrotacdo, ou seja, mudanca na posi¢cao da hidroxila

e do hidrogénio no grupo redutor (PEREIRA et al., 2012). No estado de equilibrio, a
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25 °C, a solucéo de lactose possui 62,25% na forma beta e 37,75% na forma alfa
(PERRONE, 2010).

A lactose é soluvel em agua, mas € dez vezes menos sollvel que a sacarose
(VALSECHI, 2001). Possui sabor levemente adocicado em comparagcdo com O0S
outros agucares (sacarose, glicose). Reage com as proteinas do leite ou soro, em
altas temperaturas (110 — 150 °C) e se degrada em prolongados periodos de tempo
(10 a 20 min), escurecendo o leite e dando-lhe um sabor cozido (MAHONEY, 1998;
TRONCO, 2003).

A lactose possui a tendéncia de adsorver odores e sabores, além de ser
higroscopica, o que causa o endurecimento dos derivados lacteos em péd, por
exemplo. Em baixa temperatura a lactose é cristalizada dando uma textura arenosa
aos produtos lacteos (HATZINIKOLAOU et al., 2005; NOVALIN; NEUHAUS; KULBE,
2005; SENER, KILIC, OZBEK, 2006).

O leite e o soro de leite possuem a lactose como importante componente na
sua composicdo, esse dissacarideo vem sendo muito utilizado na industria
alimenticia, entretanto devido a sua baixa solubilidade, poder de cristalizacdo e
indigestibilidade por uma grande parcela da populacdo, a lactose frequentemente é
hidrolisada antes de ser utilizada (CARMINATTI, 2001).

A reducédo do teor de lactose no leite e seus derivados sdo de grande
importancia nutricional e comercial, pois além de modificar e melhorar suas
caracteristicas, como a diminuicdo dos riscos de cristalizacdo e aumento do poder
adocante, torna-se digerivel aos consumidores intolerantes a lactose (HUSAIN,
2010).

Hidrélise da Lactose

A hidrdlise da lactose forma os mondmeros (3-D-galactose e a-D-glicose, além
de pequena quantidade de oligossacarideos (LOPEZ-LEIVA; GUZMAN, 1995).

A lactose pode ser hidrolisada por tratamento acido (método quimico) ou por
catalise enzimatica (método enzimatico) através da B-galactosidase.
Método quimico: utilizacdo de altas temperaturas, que podem variar de 90 °C a 150
°C, e alta acidez (pH proximo de 1,5), podendo ocorrer problemas tecnolégicos como
a desnaturacdo das proteinas do leite, alteracdo da cor e odor inaceitavel pelo
consumidor (USTOK; TARI; HARSA, 2010).
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Método enzimatico: pode ser aplicado no leite ou soro de leite sem tratamentos
prévios. Nesse método a hidrdlise é catalisada pela enzima -galactosidase. O uso
de enzimas permite condicbes mais brandas de temperatura e pH ndo causando
alteracdes nos produtos obtidos preservando suas propriedades (HATZINIKOLAOU
et al., 2005, LADERO, SANTOS, GARCIA-OSHOA, 2000, LONGO, 2006).

A hidrdlise enzimatica da lactose € um dos mais importantes processos
biotecnolégicos na indastria de alimentos e seus efeitos sdo potencialmente
benéficos sobre a assimilacdo dos alimentos que contenham lactose e com
vantagens ambientais na aplicagdo industrial (JURADO et al., 2002). Alguns dos
beneficios da hidrolise da lactose sdo: melhoria das caracteristicas tecnolégicas e
sensoriais de alimentos, formacdo de monossacarideos; formacdo de
galactooligossacarideos favorecendo o crescimento da microbiota intestinal
benéfica; maior biodegradabilidade do soro de leite, obtencdo de leite com baixo teor
de lactose, tornando-o0 mais digerivel para pessoas com problemas relacionados a
intolerancia a lactose (LONGO, 2006; MAHONEY, 1998).

Intolerancia a Lactose

A intolerancia a lactose ocorre quando o individuo é incapaz de produzir ou
produz com deficiéncia a enzima [-galactosidase, necessaria para hidrolisar a
lactose em glicose e galactose, e posterior metabolizac&o pelo organismo (MATTAR,;
MAZO, 2010; OBINU et al., 2010). Como resultado, a falta da enzima faz a lactose
ingerida fermentar no intestino, ocasionando condi¢cdes desagradaveis, tais como
flatuléncia, distensdo abdominal e diarreia (ADHIKARI et al., 2010; BARBOSA,
ANDREAZZI, 2011; LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008).

A intolerancia é um problema que atinge 75% da populacdo mundial.
(BACELAR JUNIOR; KASHIWABARA; NAKAOKA, 2013).

A razdo mais comum para a ma digestao da lactose e o declinio da atividade
da enzima B-galactosidase com o aumento da idade (CUNHA et al., 2007; PAIGE,
2013; SWALLOW, 2003). Segundo Longo (2006) e Oliveira (2005) a intolerancia a
lactose é uma das mais comuns desordens genéticas.

Como consequéncia, percebe-se um crescimento consideravel na pesquisa e

desenvolvimento de processos biotecnologicos, economicamente viaveis para a
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obtencdo de produtos lacteos com baixo teor de lactose (LADERO, SANTOS,
GARCIA-OSHOA, 2000; RODRIGUEZ; CRAVERO; ALONSO, 2008).

Enzima B-Galactosidase

A enzima B-galactosidase [B-D-galactoside galactohidrolase; EC 3.2.1.23]
também chamada de lactase pertence ao grupo das enzimas conversoras de
sacarideos da familia das hidrolases, responsavel pela hidrélise do residuo terminal
B-galactopiranosil da lactose (GalB1—4Glic) dando origem a uma mistura
equimolecular de glicose e galactose (GROSOVA; ROSENBERG; REBROS, 2008;
PARK; OH, 2010).

As lactases podem ser encontradas na natureza, distribuidas em vegetais,
tais como améndoas, péssego, damasco e macd, em Orgdos de animais como
intestino, cérebro, testiculos, placenta e ainda é produzida por uma vasta gama de
micro-organismos (DWEVEDI; KAYASTHA, 2009; MAHONEY, 1998). A fonte
microbiana preferida desta enzima para aplicacdes biotecnoldgicas sdo os fungos
filamentosos (SANTOS; SIMIQUELI; PASTORE, 2009; ZHENG et al., 2006) e as
leveduras (PETROVA; KUJUMDZIEVA, 2010; SANTIAGO et al., 2004), sendo que
suas caracteristicas variam de acordo com sua origem (LADERO, SANTOS,
GARCIA-OSHOA, 2000).

A legislacdo brasileira especifica por meio da resolucdo RDC n° 205/2006
complementada pela resolucdo RDC n° 26, de 26/05/2009, que a enzima [3-
galactosidase utilizada na industria de alimentos pode ser de origem microbiana,
proveniente dos seguintes micro-organismos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces sp (BRASIL, 2006). Estas espécies de
micro-organismos sao classificadas como (GRAS) pela Food and Drug
Administration (FDA).

As B-galactosidases constituem uma grande familia de proteinas que séo
conhecidas por catalisar reacfes hidroliticas e de transgalactosilacdo. A atividade
hidrolitica é aplicada na industria alimentar para reduzir o teor de lactose no leite e
derivados e a atividade de transgalactosilagdo tem sido utilizada para sintetizar
galactooligossacarideos (OLIVEIRA, 2007).
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As condi¢des 6timas do processo, seja de hidrolise ou de sintese, variam de
acordo com o micro-organismo em que a lactase foi extraida (MACFARLANE;
STEED; MACFARLANE, 2008; MEDEIROS et al., 2008). As enzimas -
galactosidases diferem de acordo com a fonte. As enzimas obtidas de fungos
filamentosos possuem pH 6timo de atuagdo numa faixa acida (2,5-4,5) enquanto o
pH 6timo de atuagao de B-galactosidases provenientes de leveduras e bactérias esta
numa regido mais neutra (6,0-7,0 e 6,5-7,5, respectivamente). Estas diferentes
condi¢cbes de pH 6timo permitem selecionar a B-galactosidase mais apropriada para
uma aplicacao especifica (PANESAR et al., 2006).

Existem duas formas de utilizagao de B-galactosidase, seja para hidrolise da
lactose ou sintese de GOS: na forma soltvel (livre) e imobilizada (HAIDER; HUSAIN,
2009). A opcéao de imobilizacao é principalmente induzida pela facilidade de controle
da reacdo e possibilidade de reutilizagdo do sistema, além de aumentar a
estabilidade do biocatalisador em questdo e permitir o escalonamento industrial
(CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006; NERI et al., 2009).

Ha um numero expressivo de publicacbes visando a producdo de GOS e
hidrélise da lactose, contemplando diferentes matrizes e técnicas, tais como: cross-
linking (ZHANG et al., 2006), adsorcdo (GAUR et al., 2006), ligacéo covalente (FAI et
al., 2014; MARIN-NAVARRO et al., 2014), ligacdo iénica (PESSELA et al., 2003),
encapsulamento (WU et al., 2010) e, até mesmo, a combinacdo entre esses
métodos (ANSARI; HUSAIN, 2010; HAIDER; HUSAIN, 2009).

A industria apresenta grande interesse na lactase, uma vez que, além da
propriedade de produzir GOS, sana problemas associados com o descarte do soro,
cristalizacdo da lactose em alimentos congelados. A hidrolise da lactose é uma
maneira de possibilitar o consumo de leite e derivados por individuos acometidos
pela intolerancia a esse dissacarideo (DWEVEDI; KAYASTHA, 2009; GROSOVA;
ROSENBERG; REBROS, 2008; HUSAIN, 2010).

Oligossacarideos

Os oligossacarideos sao definidos como carboidratos que possui entre 02 a
10 monossacarideos, covalentemente ligados através de ligacdes glicosidicas
(MEHRA; KELLY, 2006).
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Varios oligossacarideos ndo sao digeriveis pelo organismo humano, outros
oligossacarideos s&o parcialmente hidrolisados no trato gastrintestinal e podem
resultar na formacdo de carboidratos essenciais para a saude e atuam como
substratos e reguladores das principais vias metabodlicas (MACFARLANE; STEED;
MACFARLANE, 2008). Os monossacarideos resultantes desta hidrolise parcial sdo
transportados pelo sangue até o figado e, posteriormente, para a circulacdo
sistémica (ROBERFROID; SLAVIN, 2000).

Os oligossacarideos nédo-digeriveis (NDO - Non Digestible Oligosaccharides)
ocorrem naturalmente em muitos alimentos e em tecidos vegetais e podem ser
sintetizados no metabolismo de animais e micro-organismos. Os oligossacarideos
sdo obtidos por extracdo de tecidos vegetais, por fermentacdo microbiana, por
catalise enzimética ou por reacdo quimica (MUSSATO; MANCILHA, 2007). As
propriedades fisiologicas e fisico-quimicas de seus componentes tém sido relatadas
como equivalentes as fibras dietéticas, associando sua acao fisiol6gica com
importantes aspectos da saude humana (NAKAKUKI, 2002).

Sao soluveis em agua, levemente doces e apresentam 0,3 a 0,6 vezes a
docura da sacarose. Este baixo poder adocante é dependente da estrutura quimica
e massa molecular dos oligossacarideos e da concentracdo de mono e
dissacarideos na mistura (GIESE et al., 2011; OKU; NAKAMURA, 2002).

Comparado com o peso molecular dos mono e dissacarideos, 0s
oligossacarideos promovem uma elevacao da viscosidade, aumentando o corpo e a
sensacao do alimento na boca. Também podem ser utilizados para alterar a
temperatura de congelamento dos alimentos e controlar o nivel de escurecimento
devido a reacdo de Maillard em alimentos processados com o uso do calor. Ainda
promovem uma retencdo da umidade prevenindo a excessiva secagem e
proporcionando uma baixa atividade e &agua, que € conveniente no controle de
contaminagao microbiana (CRITTENDER; PLAYNE, 1996).

Devido a essas propriedades os oligossacarideos sdo considerados uma
classe de biomoléculas ativas de grande importancia para a saude e assim estao
sendo explorados industrialmente no desenvolvimento de produtos alimenticios
funcionais (GIESE et al., 2011). Os oligossacarideos sdo extensamente utilizados
em alimentos, bebidas, como iogurtes, bebida lactea e em produtos de confeitaria,
além de alimentos dietéticos para serem consumidos por diabéticos e como

acucares de baixa cariogenicidade, pois ao contrario do amido e dos
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monossacarideos, o0s oligossacarideos ndo sao utilizados pela microflora bucal para
formar acidos e poliglucanas (TUNGLAND; MEYER, 2002).

1.7.Galactooligossacarideos

Os Galactooligossacarideos sdo oligossacarideos sintetizados a partir de
solugdes concentradas de lactose por atividade de transgalactosilacdo da enzima (3-
galactosidase (CRITTENDER; PLAYNE, 1996). A enzima [(-galactosidase possui
afinidade similar tanto para hidrolisar a lactose quanto para transgalactosilar
(JURADO et al., 2002). A Figura 1 apresenta as duas rotas de conversao de lactose

a partir da enzima B-galactosidase.

Figura 1. Rotas enziméticas - Hidrdlise e transgalactosilagdo da lactose por [3-
galactosidase
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Mo H OH _oH H o H o
HHO C|)-|O \ﬁH/ — H _ HOHO \ OH
OH
H  oH HO Ho o * on[
; 3 H OH H H H H
Lactose Galactose Glicose

oHCH
H O
H

HO
OH| OHO ’
H
H H o H OH _OH
H HO
HO—Nr ° Y
OH H O
H H
Hou
GOS

Os GOS séao formados por moléculas de galactose ligadas a glicose, (Gal)n—
Glic, onde n indica o grau de polimerizacdo (MUSSATTO; MANCILHA, 2007) A
mistura de GOS é formada desde trissacarideos até decassacarideos, com ligacdes
Gal (B1—3) Gal (B1—4) Gal (B1—6) (LI et al., 2008; LOMER; PARKES;
SANDERSON, 2008). A estrutura dos GOS pode diferir na composicdo dos

Fonte: MARTINS; BURKERT (2009)
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acucares, regioquimica das ligacbes glicosidicas e no grau de polimerizacao,
dependendo da origem da enzima utilizada (FAI et al., 2014; INTANON et al., 2014).

Embora possam ser formados produtos transgalactosilados de até
decassacarideos, ndo € comum serem produzidos GOS com cadeias tao extensas
(MUSSATTO; MANCILHA, 2007). De acordo com Mahoney (1998), a baixa
efetividade da B-galactosidase em produzir GOS de maior peso molecular é
explicada pela competitividade da reacdo de transgalactosilacdo com a de hidrdlise,
uma vez que estes oligossacarideos sao simultaneamente sintetizados e
hidrolisados pela acdo da B-galactosidase. A Tabela 1 estd apresentada as
principais estruturas quimicas dos GOS.

Tabela 1. Principais estruturas quimicas dos GOS formados a partir da lactose pela
acao da B-galactosidase

Grau de polimerizagéo GOS
Dissacarideos

B-D-Gal (1->6)-D-Glic Alolactose

B-D-Gal (1->6)-D-Gal Galactobiose

B-D-Gal (1->3)-D-Gal

B-D-Gal (1->3)-D-Glic

B-D-Gal (1->2)-D-Glic
Trissacarideos

B-D-Gal (1->6)-D-Gal (1->6)-D-Glic 6’ dilactosil-glicose

B-D-Gal (1>6)-D-Gal (1>4)-D-Glic 6’ galactosil-glicose

B-D-Gal (1->6)-D-Gal (1->6)-D-Gal 6’ galactotriose

B-D-Gal (1> 3)-D-Gal (1>4)-D-Glic 3’ galactosil-glicose

B-D-Gal (1>4)-D-Gal (1>4)-D-Glic 4’ galactosil-glicose
Tetrassacarideos

B-D-Gal (1>6)-D-Gal (1->6)-D-Gal (1>4)-D-Glic 6’ digalactosil-lactose

B-D-Gal (1->6)-D-Gal (1> 3)-D-Gal (1->4)-D-Glic
B-D-Gal (1> 3)-D-Gal (1>6)-D-Gal (1>4)-D-Glic
Pentassacarideos
B-D-Gal (1>6)-D-Gal (1->6)-D-Gal (1>6)-D-Gal (1->4)- 6’ trigalactosil-lactose
D-Glic

Gal, galactose; Glic, glucose
Fonte: MAHONEY (1998)

Um grande numero de pesquisas sobre a producdo e aplicacdo de
galactooligossacarideos tem surgido devido as suas propriedades fisiolégicas e
tecnolégicas. Os GOS podem ser utilizados na indastria de alimentos, bebidas,
adocantes, formulacédo de leite em po6 infantil, em ragdo animal como inibidor de

salmonela, além da aplicacdo medicinal (cosmeéticos, produtos farmacéuticos e
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produtos para diabéticos) (LIMA, 2010). Entretanto, o principal interesse na
producdo de GOS se encontra nas propriedades fisiologicas, particularmente no
estimulo da producdo de bifidobactérias no intestino (BRUNO-BARCENA;
AZCARATE-PERIL, 2015; MARTINS; BURKERT, 2009; SAKO; MATSUMOTO;
TANAKA, 1999; SCHWAB; GANZLE, 2011).

1.8.Sintese de Galactooligossacarideos

A sintese de GOS envolve trés etapas principais: primeiramente ha a
formacdo do complexo enzima-galactosil, seguida pela hidrélise da ligacdo
glicosidica 1—4 da lactose e a liberagao simultdnea da glicose. Entdo, complexo
enzima-galactosil € transferido a aceptores nucleofilicos contendo um grupo hidroxil
(agua ou sacarideos). Em solu¢des com baixa concentracdo de lactose, este aceptor
€ a agua, resultando na formacdo de galactose. Em solugbes concentradas de
lactose, o dissacarideo atua como aceptor e se liga ao complexo enzima-galactosil
resultando na formacdo de galactooligossacarideos (MAHONEY, 1998; RUSTOM,;
FODA; LOPEZ-LEIVA, 1998).

Compreender os fatores que influenciam a producdo e estrutura dos GOS
pode contribuir no processo de produgdo dos mesmos com propriedades relevantes
para a sua utilizacdo em aplicacdes alimentares, além da obtencdo de maior
rendimento na producédo de GOS (PRENOSIL; STUKER; BOURNE, 1987).

De acordo com Lopez-Leiva e Guzman (1995), a fonte da enzima, o tempo de
reacdo, a temperatura e o pH do processo, a concentracdo inicial de lactose e a
presenca de inibidores ou ativadores especificos para a enzima, tém influéncia sobre
a quantidade de GOS formada.

A afinidade de hidrélise da B-galactosidase também influencia no rendimento
de GOS, pois os monossacarideos glicose e, principalmente, galactose sao
reconhecidos como inibidores da reagdo de transgalactosilacdo. A inibicdo da
galactose parece ser resultado de uma competicdo com a lactose pelo sitio ativo da
B-galactosidase, uma vez que esta enzima pode formar o complexo enzima-
galactosil O mecanismo de inibicdo pela glicose € mais complexo e, dependendo da
fonte da enzima, pode ser competitivo ou ndo competitivo (GOSLING et al., 2010;
PARK; OH, 2010).
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A concentracao da enzima e o tempo devem ser monitorados uma vez que a
reagcdo € cineticamente controlada e ocorre em competicdo com a hidrélise
(RASTALL, 2010). De modo geral, quanto maior a concentracdo de enzima menor
sera o tempo necessario para obter o maior rendimento em GOS.

A escolha da enzima utilizada na sintese de GOS tem um importante efeito no
rendimento, mas também implica no grau de polimerizacdo e nos tipos de
galactooligossacarideos formados (Tabela 2) (BOON; JANSSEN; RIET, 2000;
RABIU et al., 2001).

Tabela 2. Galactooligossacarideos formados por diferentes fontes de -

galactosidase. Quantificacdo g/100g de GOS total

GOS A. K._ A. _ B.
aculeatus lactis Oryzae circulans
Dissacarideo
B-D-Gal (1->6)-D-Gal 25,5 11,8 0,2
B-D-Gal (1->6)-D-Glic 11,2 23,7 1,1 0,9
Trissacarideo
B-D-Gal (1->6)-D-Gal (1>4)-D-Glic 34,5 48,0 77,4 1,4
B-D-Gal (1>4)-D-Gal (1>4)-D-Glic 6,0 0,5 5,4 53,5
B-D-Gal (1->3)-D-Gal (1>4)-D-Glic 6,8 2,0 9,1
B-D-Gal (1->4)-D-Gal (1> 3)-D-Glic 3,6
Tetrassacarideo
B-D-Gal (1->6)-D-Gal (1->6)-D-Gal 3,1 3,6 5,6
(1->4)-D-Glic
B-D-Gal (1->4)-D-Gal (1>4)-D-Gal 25,6
(1>4)-D-Glic
Pentassacarideo
B-D-Gal (1>4)-D-Gal (1~>4)-D-Gal 3,6

(1>4)-D-Gal (1>4)-D-Glic

Fonte: FRENZEL et al. (2015)

Czermak et al. (2004) obtiveram um rendimento de 40% de GOS a partir de
uma solucdo de lactose a 31% com a enzima Maxilact® L2000, em um sistema
operando em modo continuo. Splechtna; Nguyen e Haltrich (2007) obtiveram, em
seus experimentos, 36% de rendimento e grau de conversdo de lactose de 80%
usando B-galactosidase de Lactobacillus reuteri, para concentragdo inicial de lactose
de 205 mg/mL.

Hsu; Lee e Chou (2007), usando B-galactosidases de Bifidobacterium longum
BCRC 157C8, obtiveram 32,5% de rendimento e 59,4% de conversdo de lactose

utilizando solugéo de lactose a 40%. Rendimentos superiores, da ordem de 50%,
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sdo relatados para B-galactosidases termoestaveis, como a de Talaromyces
thermophilus (NAKKHARAT et al., 2006).

A sintese de GOS também pode ser beneficiada em altas temperaturas, uma
vez que a lactose possui solubilidade relativamente baixa a 25 °C. Em altas
temperaturas € possivel utilizar concentracbes de lactose elevadas e evitar a
cristalizacdo (GOSLING et al., 2010).

Chen; Hsu e Shiang (2002) verificaram que o rendimento total da producéo de
oligossacarideos, utilizando a enzima [-galactosidase de Aspergillus oryzae,
aumentava gradualmente com temperaturas de 35-47°C, mas diminuia quando a
temperatura excedia 47°C, justificado por uma possivel desnaturacao da enzima.

Boon; Janssen e Riet (2000) investigaram o efeito da temperatura e da origem
da enzima na sintese de oligossacarideos. Foram testadas varias temperaturas (20,
30, 40 e 50 °C) e foi usada a B-galactosidase de Bacillus circulans, Aspergillus
oryzae, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis. O rendimento de
oligossacarideos foi ligeiramente mais elevado em temperaturas mais altas, sendo
considerado uma vantagem adicional a influéncia da concentracéo inicial da lactose.

Existem varios estudos que concluem que o rendimento de GOS aumenta
com a elevacédo da temperatura (BOON; JANSSEN; RIET, 2000; HSU, LEE; CHOU,
2007). No entanto, as enzimas individuais apresentam claramente caracteristicas
diferentes na sua resposta a temperatura, e assim também ha& exemplos de
rendimento de GOS constante com temperatura variada (IWASAKI; NAKAJIMA,
NAKAO, 1996; PRENOSIL; STUKER; BOURNE, 1987; SPLECHTNA et al., 2006).

O pH étimo para a agcdo da B-galactosidase na formacdo de GOS tém
dependéncia direta com a origem da enzima (BOON; JANSSEN; RIET, 2000). Os
sitios ativos das enzimas sdo compostos de grupos ionizaveis que devem estar na
forma ibnica prépria para manter a conformacao do sitio ativo, do contrario a enzima
é desnaturada (RODRIGUEZ-NOGALES; DELGADILLO, 2005).

Alguns estudos relataram que o pH 6timo para a sintese de GOS é
semelhante ao da hidrélise (HSU; YU; CHOU, 2005; JI; PARK; OH, 2005). Este foi o
caso com B-galactosidase a partir de Sulfolobus solfataricus, que apresentou um pH
otimo para a sintese de GOS em 6.0, proximo do pH 6timo para a hidrélise que é 6,5
(PARK et al., 2008).

A concentragdo de GOS obtida pode variar amplamente dependendo das condi¢des

reacionais utilizadas. De modo geral, quanto maior a concentracado de lactose no
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meio maior sera o rendimento em GOS, uma vez que, posteriormente a hidrolise, o
aceptor final do grupo B-galactosil passa a ser a propria molécula de lactose ao
invés da agua (GOSLING et al., 2011).

Chockchaisawasdee et al. (2005) realizaram um estudo da sintese de GOS a
partir de Kluyveromyces lactis, em relacdo a concentracdo de lactose e
concentracdo da enzima. Os resultados mostraram que a quantidade de GOS
formada depende da concentracdo da lactose, mas ndo da concentracédo da enzima.
O melhor desempenho da producdo de GOS foi obtido na temperatura de 40 °C e
pH 7.

Santos (2006) estudou o efeito da concentracdo de lactose em trés diferentes
niveis (10%, 25% e 40%) para a producéo de galactooligossacarideos, a 40 °C e pH
4.5, utilizando B-galactosidase de Scopulariopsis sp. Observou que o aumento da
concentracdo de lactose no meio influenciou a producdo de GOS, obtendo-se a
producdo maxima de oligossacarideos (80,8 mg/mL de 4’- galactosil-lactose) em 12
h de reacdo com 40% de lactose.

Outros trabalhos de producdo de GOS estdo apresentados na Tabela 3
Observa-se que existe um grande numero de micro-organismos, tanto bactérias,
quanto fungos (bolores e leveduras), produtores desta enzima com atividade de
transgalactosilacdo. Estes dados mostram que o rendimento maximo de GOS é
influenciado pelas condicfes utilizadas (Temperatura e pH), concentracéo inicial de
lactose e fonte da enzima. O maior rendimento de GOS observado foi de 55%,
obtido na sintese com [(-galactosidase de Bullera singularis (SHIN, PARK; YANG,
1998).

A formacédo de GOS pode ocorrer a partir de um substrato rico em lactose,
como o leite, o soro de leite e permeado de soro de leite (PESSELA et al., 2003).

Trabalhos como de Lisboa et al. (2012) estudaram a producdo de GOS
utilizando B-galactosidase de K. lactis (Lactozym® 3000L) em 400 g/L de soro de

leite a 40 °C atingiram o rendimento de 29.9% em 4 horas de reacéao.
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Tabela 3. Condigcbes para formacdo de GOS a partir de [(-galactosidase de

leveduras, bactérias e fungos

Fonte da enzima TEC) pH Lactose GOS Referéncia
(g/L) (%)

Leveduras

Kluyveromyces lactis 38 - 219 13,0 CURDA et al. (2006)

K. lactis 50 6,5 250 14,0 MARTINEZ-VILLALUENGA
et al. (2008)

K. lactis 50 6,5 400 21,0 SANZ VALERO (2009)

K. lactis 40 7,0 400 44,0 RODRIGUEZ-COLINAS et al.
(2011)

K. lactis 30 7,0 400 41,9 LISBOA et al. (2012)

K. marxianus 40 6,5 200 36,0 SRIVASTAVA, MISHRA E
CHAND (2015)

K. marxianus 30 7,0 100 25,1 KIM; LEE; LEE (2001)

Saccharopolyspora 60 6,5 600 44,0 NAKAO et al. (1994)

rectivirgula

Sirobasidium 60 50 200 36,0 CZERMAK et al. (2004)

magnum

Fungos filamentosos

Aspergillus niger 45 4,5 200 18,9 KIM; LEE; LEE (1990)

A. oryzae 37 4,5 400 25,0 SANZ VALERO (2009)

A. oryzae 55 4,5 200 17,0 GAUR et al. (2006)

A. oryzae 40 4,5 400 26,8 URRUTIA et al. (2013)

Scopulariopsi sp 45 55 400 22,6 ALMEIDA; PASTORE (2004)

Talaromyces 40 6,5 200 50,0 NAKKHARAT; HALTRICH

thermophilus (2007)

Bactérias

Bacillus circulans 40 6,0 46 41,0 MOZAFFAR et al. (1984)

Bacillus subtilis 10 7,0 200 18,0 RAHIM e LEE (1991)

Bullera singularis 50 50 180 50,0 CHO; SHIN; BUCKE (2003)

Bullera singularis 45 48 100 55,0  SHIN, PARK; YANG (1998)

B.bifidum 40 6,8 400 43,0 GOULAS et al. (2007)

B. longum 45 6,8 400 32,5 HSU; LEE; CHOU (2007),
(2007)

Escherichia coli 37 6,7 220 29,7 CHEN; OU-YANG; YEH
(2003)

Lactobacillus 30 6,5 205 39,0 NGUYEN et al. (2007)

acidophilus

L. reuteri 37 6,5 205 38,0 SPLECHTNA et al. (2006)

L. pentosus 50 7,0 100 13,9 HEMMARATCHIRAKUL et al.
(2015)

Pyrococcus furiosus 70 55 270 33,0 PETZELBAUER et al. (2000)

Sulfolobus 80 6,0 600 52,5 PARK et al. (2008)

solfataricus

Thermotoga 80 6,0 500 19,0 JI; PARK; OH (2005)

maritima

Frenzel et al., (2015) estudaram a producdo de GOS a partir de B-

galactosidase de B. circulans, A. oryzae, A. aculeatus e K. lactis e obtiveram

respectivamente, 41%, 21%, 13% e 11% de rendimento de GOS, indicando que nas
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mesmas condicdes experimentais o rendimento de GOS é influenciado pela fonte da
enzima [3-galactosidase.

A atividade de transgalactosilagcdo da enzima [-galactosidase pode ser
influenciada pelas concentracdes e proporcdes de sais presentes nos substratos
citados acima, atuando como ativadores ou inibidores enziméticos dependendo da
especificidade da enzima (MADANI, ZARIF-FARD e GOLCHIN-FAR, 1999).

Fischer e Kleinschmidt (2015) em estudo da producdo de GOS em soro de
leite avaliaram a influéncia dos cations Ca?*, Mg?* Na*, NH4* e K* (utilizando 1, 10 e
100 mM de cloretos dos respectivos cations) na atividade enzimatica de -
galactosidase de A. oryzae e K. lactis. Os resultados mostraram que 0s cations, nas
diferentes concentracdes, ndo tiveram efeitos sobre a atividade da enzima de A.
oryzae. Ja4 para a enzima de K. lactis a atividade enzimética se apresentou
dependente frente a alguns céations e suas concentracdes, sendo moderadamente
ativada pela presenca de Mg?* e fortemente ativada na presenca dos cations Na*,
NHs* e K*.

Beneficios a Saude Atribuidos ao Consumo de Galactooligossacarideos

Os GOS estéo incluidos entre os oligossacarideos nao digeriveis (NDO) que
possuem propriedades prebidticas e estdo licenciados como aditivos de alimentos
FOSHU (Foods for Specified Health Use) pelo Ministério da Saude do Japéo e séo
preconizados como GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA, também séo
reconhecidos em todos os paises da Unido Europeia como ingredientes alimentares
e como aditivos devido a sua presenca de forma natural no leite materno
(TZORTZIS; VULEVIC, 2009).

Os prebioticos sdo componentes alimentares nao digeriveis que atuam
seletivamente na proliferacéo ou atividade de populacdes de bactérias desejaveis no
colon (CORZO et al., 2015; MACFARLANE; STEED; MACFARLANE, 2008).

Neste sentido, os critérios para se definir um prebibtico séo: resisténcia a
digestdo no intestino delgado, hidrolise e fermentacao pelas bactérias desejaveis no
colon e estimulacdo seletiva do crescimento desta mesma microflora, ou efeito
bifidogénico (BARRETEAU; DELATTRE; MICHAUD, 2006; PERIS; GIMENO, 2008).
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Diante o aumento do interesse em uma alimentacdo saudavel, as industrias
de aditivos alimentares mostraram-se interessados em desenvolver produtos que
contenham GOS utilizando varias fontes enziméticas (Tabela 4) (RODRIGUEZ-
COLINAS et al., 2012).

Tabela 4. Galactooligossacarideos comerciais

Produto Empresas Fonte de [B- Referéncias
Comercial galactosidases
Bimuno Clasado Ltd Milton Bifidobacterium LAMSAL (2012)
Keynes, UK bifidum
Cup-oligo H-70 Nissin Sugar Cryptococus TORRES et al. (2010)
Cup-oligo Manufacturing laurentii
Compny Tokio
Japéo
Oligomate 50  Yakult Honsha A. oryzae e ITO etal. (1990)
(Tokio, Japéo) Streptococcus

thermophiles
Oligomate 55 Yakult Honsha Sporobolomyc SANGWAN et al. (2011)

e 55P (Tokio, Japéo) singularis e

TOS-100 K. lactis

Promovita Fayrefield Food, A. oryzae LAMSAL (2012)

GOS Crece, UK

Purimune GTC Nutrition Bacillus SANGWAN et al. (2011)
(USA) circulans

Vivinal-GOS; Borculo Domo Bacillus OTIENO (2010)

TOS syrup Ingredients circulans
(Zwolle, The
Netherlands)

Fonte: CORZO et al. (2015)

Dentre os efeitos benéficos dos GOS citados na literatura estdo: modificacéao
significativa na microbiota colonizadora do coélon; estimulo a producéo de nutrientes;
decréscimo no pH do célon e maior producdo dos &cidos graxos de cadeia curta;
incremento na excrecdo fecal de massa seca; aumento na umidade do bolo fecal
através de pressdo osmotica; inibicdo da diarreia; efeito protetor contra infec¢des
nos tratos gastrintestinal, respiratério e urogenital; aumento na capacidade de
absorcédo de diferentes minerais, efeito benéfico no metabolismo de carboidratos e
de lipidios e reducédo do risco de cancer de colon (BARRETEAU; DELATTRE;
MICHAUD, 2006; CHONG, 2014; MONTILLA et al., 2015; MUSSATTO; MANCILHA,
2007; NERI et al., 2009; PERIS; GIMENO, 2008; TOMAL et al., 2010).

A partir dos GOS comerciais, varios estudos ja foram realizados para a
verificacdo do beneficio do mesmo a saude (Tabela 5) (RASTAL, 2010).
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Fai e Pastore (2015) relataram que as recentes comprovacdes cientificas
estreitando a relagdo entre dieta e saude, aliada a maior expectativa de vida e a
valorizacdo do consumidor por alimentos saudaveis trouxeram um novo desafio para

a industria de alimentos: o de se adaptar a era da nutricdo otimizada.



Tabela 5. Estudo das propriedades prebioticas em voluntarios saudaveis
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Produto Estudo Dose Resultado Referéncias

Oligomate  Cinco adultos saudaveis alimentados com a dose mais 43-143 mg/kg/dia Aumento de bifidobactérias TANAKA et al.
baixa durante sete dias, em seguida, a dose mais (1983)
elevada para 7 dias.

Oligomate  Individuos saudaveis com deficiéncia de 36 mg/kg/dia Aumento significativo de ITO et al
bifidobactérias. bifidobactérias e lactobacilos; (1993)

DiminuicAo de amonia fecal,
indol, e cresol.

Oligomate  Oito adultos saudaveis alimentados durante 21 dias em 10 g/dia Aumento significativo de BOUHNIK et
um estudo ndo controlado. bifidobactérias. al. (1997)

Vivinal Quarenta adultos saudaveis alimentados com dietas 7,5 e 15 g/dia Nao houve diferenca ALLES et al.
controladas suplementada com duas doses de GOS significativa. (1999)
por trés semanas.

Vivinal Trinta voluntarios saudaveis alimentados por duas 8,1 g/dia N&ao houve diferenca ALANDER et
semanas. significativa. al. (2001)

Vivinal Trinta voluntarios saudaveis alimentados por duas 8,1 g/dia Ndo ha mudancas no perfil da SATOKARI et
semanas. populacéo de bifidobactérias. al. (2001)

BPOligo Trinta voluntarios saudaveis alimentados por quatro 2,4 g/dia Aumento significativo de GOPAL;
semanas. bifidobactérias e lactobacilos. PRASAD;

GILL (2003)

Cup-Oligo  Oito voluntarios saudaveis alimentados com uma das 2,5;5,0; 7.0 ou Aumento significativo de BOUHNIK et
doses durante uma semana. 10 g/dia bifidobactérias al. (2004)

Bimuno Trinta voluntarios saudaveis em um estudo duplo-cego 1,9 e 3,6 g/dia Aumento significativo de DE PRETER
cruzado comparando doses de Bimuno com sacarose. bifidobactérias com ambas as et al. (2006)

doses
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CAPITULO 2 — PRODUCAO DE GALACTOOLIGOSSACARIDEOS UTILIZANDO
B-GALACTOSIDASE DE ASPERGILLUS ORYZAE EM SORO DE LEITE?

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da producdo de
galactooligossacarideos totais (GOSt) a partir de soro de leite utilizando a enzima
comercial B-galactosidase de Aspergillus Oryzae. A concentracdo de soro de leite,
pH, temperatura e suas interagdes foram estatisticamente estudadas por meio da
metodologia de superficie de resposta. A concentracdo de soro de leite igual a 400
g/L, temperatura de 45 °C e pH de 4.5 favoreceram a producdo de GOS:. Nessas
condi¢bes, houve o aumento de 137% na formacdo de GOS: em relagdo ao ensaio
de menor producdo. O maximo rendimento e producdo de GOS: foi de 12.97% e

28.72 g/L, respectivamente.

Palavras chaves: Aspergillus oryzae, delineamento experimental, prebidtico, soro

de leite, B-galactosidase
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2.1.Introducéo

Galactooligossacarideos (GOS) sao os oligossacarideos provenientes da galactose,
estdo inclusos como carboidratos ndo digeriveis, pois sao resistentes a hidrélise das
enzimas digestivas intestinais e possuem efeitos fisiologicos semelhantes aos das
fibras dietéticas (1-3).

Os oligossacarideos sdo considerados alimentos funcionais pelas suas
caracteristicas prebidticas (4). Um prebidtico € um ingrediente alimentar nao
digerivel que afeta beneficamente quem o ingere por estimular seletivamente o
crescimento e/ou atividade de um numero limitado de bactérias no colon,
melhorando assim a sua saude (5).

Dentre os efeitos benéficos dos GOS citados na literatura estdo: modificacdo na
microflora colonizadora do cdlon; inibicdo da diarreia; efeito protetor contra infec¢cdes
no trato gastrintestinal, efeito benéfico no metabolismo de carboidratos e de lipidios,
aumento da imunidade celular e aumento na capacidade de absorcédo de diferentes
minerais, como o calcio reduzindo os riscos de osteoporose (6-10).

Os galactooligossacarideos podem ser produzidos pela reacdo de
transgalactosilacdo entre a lactose e a enzima B-galactosidase (11). Esta reacéo
ocorre pela transferéncia do residuo de acucar que forma a porcdo glicona da
molécula do substrato para outra molécula de lactose formando GOS, e quando a
transferéncia é feita para a agua, a reacao é de hidrdlise (12-13). Os GOS formados
podem ser compostos de di, tri, tetrassacarideos e outros sacarideos mais elevados
(14), dentre os compostos formados, o0s trissacarideos representaram

aproximadamente 80% do total de GOS produzidos (15).
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Para uma sintese efetiva de galactooligossacarideos algumas condi¢cdes devem ser
analisadas, como: temperatura, pH, concentracdo do substrato e concentracdo da
enzima (B-galactosidase (16)

A temperatura e o pH da reacdo de transgalactosilacdo tem relacdo direta com a
fonte da enzima, quanto maior a temperatura menor sera o tempo teorico de reacao,
porém a temperatura limite de estabilidade da enzima deve ser respeitada (9).

A B-galactosidase utilizada deve ser termicamente estavel e possuir alta atividade de
transgalactosilacdo. A fonte de obtencdo desta enzima pode ser proveniente de
leveduras, bactérias e fungos filamentosos (17,18). A quantidade de GOS formado é
dependente da concentracdo da lactose, mas ndo € dependente da concentracdo da
enzima [-galactosidase (8,19). Os substratos utilizados para a producdo de GOS
devem conter alta concentracao de lactose, cercade 400 g/L, desta forma o soro de
leite vem sendo estudado como uma alternativa (20). Elevadas quantidades de soro
sdo geradas na fabricagdo de queijos, e este coproduto gera um problema
ambiental. Deste modo, a utilizacdo do soro na producdo de GOS pode ser uma
alternativa importante para a industria com a reducéo de poluicdo ambiental de 75%
e com geracao de produtos de interesse na alimentacdo humana (21).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos parametros de
producdo de GOS a partir do soro de leite utilizando a B-galactosidase comercial de

Aspergillus oryzae e a aplicagao do planejamento fatorial.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Material
O soro de leite em po integral foi utilizado como matéria prima e adquirido da
empresa Confepar® (Londrina, Brasil) e armazenado a temperatura de 4 °C até seu

uso.
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A enzima utilizada foi a B-galactosidase comercial de Aspergillus oryzae
Pharmanostra 5000 U/g (BIO-CAT®, Estados Unidos), que foi armazenada a 4 °C
até seu uso.

Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os carboidratos utilizados
como padrdes foram lactose (B-D-galactopiranosil-(1—4)-D-glicose) Sigma, glicose
(D(+)-Glicose) Sigma, galactose (D(+)-Galactose) Sigma e 6’-galactosil-lactose
(GOS B-1,6), Carbosynth (Berkshire, UK), de grau cromatografico.

2.2.2. Métodos

2.2.2.1. Producao de GOS

As reagdes de sintese enzimatica de GOS com a enzima B-galactosidase
foram realizadas em meio aquoso. O sistema reacional foi composto por soro de
leite integral reidratado (20, 30 e 40%) em tampao citrato-fosfato 0,1 M (4.5; 5.0 e
5.5) com adi¢édo da enzima (B-galactosidase (15 U/mL). O volume total utilizado foi de
100 mL, acondicionados em erlenmeyers de 250 mL. Os frascos foram dispostos em
incubadora rotatoria orbital (Tecnal, modelo TE- 421) sob agitacdo de 180 rpm. Para
avaliar os parametros de producéo de GOS foi utilizado o planejamento experimental
conforme tabela 1. As variaveis nvestigadas foram concentracéo de soro de leite, pH
e temperatura.

Assim aliquotas de 5 mL foram coletadas apds 2 h de reacdo, em seguida
foram inativadas a 100°C por 5 min e posteriormente congeladas até a quantificacédo
dos acucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica (HPAEC-
PAD.

2.2.2.2. Planejamento fatorial

Foi utilizado o planejamento fatorial 23 com 3 repeticGes no ponto central,
totalizando onze ensaios paraavaliar os efeitos da temperatura, pH e concentragcéao
do soro de leite. As varidveis respostas foram producédo de GOS total (GOS:) e
rendimento de GOS total (Y).

As variaveis independentes em niveis reais e codificados estdo apresentadas

na Tabela 1.
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Tabela 1. Matriz experimental (codificada e decodificada), valores de
producdo de GOS;, rendimento da producdo de GOS: (Y), conversao de lactose e
concentracdo de GOS B-1,6.

Conversdo de GOS

: Temperatura Cs GOSt Y

Ensaio o H lactose -1,6
°C) PR @ e @) o0 oS

1 -1 (35) 1(45) -1(200) 13.78 9.31 62.05 1.09
2 1 (45) -1(45) -1(200) 12.28 9.78 64.86 0.88
3 -1 (35) 1(55) -1(200) 12.12 10.63 36.45 1.38
4 1 (45) 1(55) -1(200) 14.73 10.95 47.95 1.33
5 -1 (35) 1(45) 1(400) 27.75 11.72 31.32 3.44
6 1 (45) -1(4.5) 1(400) 28.72 12.97 27.39 3.59
7 -1 (35) 1(55) 1(400) 2359 11.15 6.02 3.50
8 1 (45) 1(55) 1(400) 24.69 13.36 18.63 3.26
9 0 (40) 0(5.0) 0(300) 23.45 1352 42.40 2.18
10 0 (40) 0(5.0) 0(300) 23.13 11.86 56.94 2.14
11 0 (40) 0(5.0) 0(300) 22.93 12.64 45.08 2.13

Os niveis de temperatura e pH utilizados foram conforme o perfil tipico de -
galactosidase proveniente de A. oryzae (15, 23). Enquanto que as concentracfes de
soro de leite utilizadas foram definidas conforme Lisboa et al. (24), Splechtna et al.
(25), Hsu et al. (14) e Urrutia et al. (23).

2.2.2.3. Métodos Analiticos

2.2.2.3.1. Caracterizacdo quimica do soro

O soro doce foi caracterizado de acordo com AOAC (22) contendo (m/m) em
base seca para proteina (17.09% + 0.36), minerais (9.02% + 0.01), lipideos (2,93% *
0,14), Ja& a quantificacdo de glicose (0.63% + 0.07), galactose (2.05% +0.09) e
lactose (68.28% = 0.24) foram analisadas por HPAEC-PAD (high performance anion

exchange chromatography).

2.2.2.3.2. Producao de GOS

A produgéo de GOS total foi calculada de acordo com a equacao 1, adaptada
da AOAC 2001.02 (26). Foi considerada que o galactose transgalactosilada (Galtrans)
é a diferenga entre a galactose hidrolisada (Galn) e a galactose hidrolisada tedrica

(Galnt), onde a Galn: corresponde a glicose total liberada nos ensaios (equacao 2). O
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fator de correcéo k (equacdo 3) indica a relagdo de quantas moléculas de galactoses
liberadas sdo necessérias para formar uma molécula de GOS. Com base
estequiométrica foi admitindo que um GOS é formado a partir de uma molécula de
lactose ligada a outra de galactose, dessa forma cada GOS possui duas moléculas
de galactose (n). Enquanto o rendimento da produgéo de GOS: (Y) foi calculado de
acordo com a equagéo 4, proposta por Hsu et al. (14) e a conversdo de lactose

calculado conforme a equacéo 5.

GOS, = Gal,, . =14 1)
Gal,.. .. = Gal, — Gal,, (2)
(180 +162.7m) 3)
~ 180.n
GOS 4
Y(%4) = : 2 X 100 “)
Gal + Glic + Lac+ GOS,

Lac; — Lac,. (5)

Conversio de Lactose (%) = L—Xll]lil

ac;

Os dados obtidos foram tratados no software Statistica 7.0 (StatSoft®)

2.2.2.3.3. Quantificacdo do teor de carboidratos por

cromatografia liguida de alta eficiéncia de troca idnica

Apos a producdo de GOS as amostras dos 11 experimentos foram filtradas
em membrana hidrofilica PVDF de 0,22 um de tamanho de poro (Millipore, Billerica,
MA, EUA) e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica
(HPAEC-PAD, modelo 5000 ICS, Dionex Canada Ltd., Oakville, Canada). Aliquotas
(10 pl) do filtrado foram automaticamente injetadas no cromatégrafo e o0s
carboidratos foram separados em coluna analitica CarboPac® PAl (250 mm x 4
mm; 10 um de tamanho de particula; Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA)
precedido por uma pré-coluna CarboPac ® PA1l (50 mm x 4 mm). As corridas
cromatograficas foram realizadas a uma vazédo de 1 mL/min a 25 °C, sendo que as

etapas e proporcdes dos solventes utilizados estdo detalhadas na Tabela 2. A
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quantificacdo do teor de acucares foi feita por meio de calibracdes externas a partir
de solugbes-padrao de galactose (1 a 40 pg/mL), glicose (0,5 a 50 pg/mL), lactose
(0,5 a 150 pg/mL) e 6’-galactosil-lactose (3 a 55 pg/mL). Os padrdes também foram
utilizados para identificar os carboidratos com base nos seus tempos de retencdao. A
aquisicao e tratamento dos dados foram realizados utilizando o software Chromeleon
verséo 6.8 (Dionex Corporation).

Tabela 2. Condi¢cbes da corrida cromatografica para a separacdo de

acucares.

Solvente A*  Solvente B* NaOH Tempo
Etapa (%) (%) resultante (min)
(mmol/L)

Separagao 95 5 10 0a60
Limpeza 0 100 200 60 a 61
0 100 200 61 a 66
Equilibrio/ 95 5 10 66 a 67
condicionamento 95 5 10 67 a 85

Solvente A = agua ultra pura
Solvente B= NaOH 200 mmol/L

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Producéo enzimética de GOS

Os resultados referentes a quantidade de galactose, glicose, lactose e GOSt
de cada ensaio ap6s duas horas de reacdo estdo apresentados na Figura 1,
indicando que a quantidade de cada carboidrato é diferenciada de acordo com a
condigéo reacional.

A atividade de transgalactosilacdo da enzima comercial - galactosidase de A.
oryzae pode ser comprovada pela formacéo de galactooligossacarideos em todos os
ensaios (Fig. 1). No ensaio 2 a relagao entre a baixa concentragédo de GOS: e alta
conversao de lactose indica que a enzima apresentou maior atividade de hidrélise do
que de transgalactosilagdo, contrario ao que ocorre com 0 ensaio 7, onde grande

parte da lactose hidrolisada foi utilizada para transgalactosilagcdo, observado pela



68

baixa conversao de lactose (6.02%) e maior producdo de GOS: (23.59 g/L) em
relacdo ao ensaio 2.

Os resultados dos ensaios 1 a 4, que possuem menores concentracdes de
soro de leite (Cs), indicam que para favorecer a sintese de galactooligossacarideos
a concentragéo inicial do soro de leite deve ser maior que 20%.

Em todos os ensaios foram verificados maior concentracdo de glicose em
relacdo a galactose, uma vez que a glicose liberada ndo € utlizada na
transgalactosilacdo para producédo de GOS, ja a galactose é utilizada na sintese de
galactooligossacarideos, justificando o acumulo de glicose e a menor concentracao
de galactose no meio.

A producdo de GOS: nos ensaios analisados variou de 12.12 a 28.72 g/L,
sendo o0 ensaio 6 0 que obteve maior concentracdo, indicando que as condi¢des de
ensaio utilizadas influenciaram diretamente na sintese de galactooligossacarideos.

Conforme estudos j& realizados, na reacdo de transgalactosilacdo catalisada
pela B-galactosidase, os galactooligossacarideos formados em maior quantidade
sao os trissacarideos, esse fato se justifica pelos trissacarideos serem precursores
para a sintese dos tetrassacarideos (17, 27, 28, 29) Urrutia et al. (23) relataram em
seu estudo que cerca de um terco do total de GOS sintetizado utilizando A. oryzae
foi trissacarideos. Dentre os trissacarideos sintetizados o 6’-galactosil-lactose (GOS
B-1,6) foi formado em maior concentracdo quando comparados ao 4’-galactosil-
lactose (GOS 3-1,4) e 3’-galactosil-lactose (GOS B-1,3) (30, 31).

No presente estudo, a porcentagem de GOS [(-1,6 em relacdo ao GOS:
sintetizado representou de 7.9% (Ensaio 1) a 14.83% (Ensaio 7). Para o ensaio 6, de
maior producdo de GOS: a forma GOS B-1,6 foi 12.5% do total de

galactooligossacarideos produzidos (Tab.1).
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Figura 1. Composigcdo de carboidratos do soro de leite apdés a agéo da [3-

galactosidase de A. oryzae e converséao de lactose.
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2.3.2. Efeito da temperatura, pH e concentracao do soro de leite (Cs)

Com base nos resultados do experimento fatorial, mostrados na Tabela 1,
foram geradas equacbBes empiricas codificadas (Eq. 5 e 6) para descrever o
comportamento e maximizar a producdo de GOS totais (GOS:) e rendimento de
GOS:t (Y) em funcdo das variaveis independentes, temperatura (T), pH e
concentracdo de soro de leite (Cs) nos niveis estudados. Os coeficientes de
correlacdo foram respectivamente, 0.994 e 0.919 para os modelos de producao de
GOS: e rendimento da produgéo de GOS: (Y), demonstrando um elevado ajuste dos
dados. A regressdo mostrou-se significativa no teste F da andlise de variancia
(ANOVA, p<0.05) sendo que o Fca foi 114.35 e 7.58, superiores ao valor critico (Ftab
= 6.16), para os modelos de GOS: e rendimento (Y), respectivamente.

GOSt(g/L) =19.711+ 0.397T - 0.923pH + 6.480C= + 0.539TpH — 1.120pHCs + 3.463 R2=0.994 (5)
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Y(%) = 11.235+ 0.533T+ 0.2858pH + 1.064Cs + 0.333TCs— 0.336pHCs + 1.44( R?2=0.919 (6)

A partir dos modelos empiricos gerados e dos resultados do experimento
fatorial fracionado, é possivel observar que a temperatura exerce um efeito positivo e
significativo (p<0,05) sobre as médias, entretanto, este efeito representa um
aumento de apenas 2% e 4.74% sobre a producdo de GOS: e rendimento de GOS;,
respectivamente. A variavel pH demonstrou comportamento distinto nos modelos,
onde para a producao de GOS: o efeito foi significativo e negativo, ou seja, em pH
4.5 a média é aumentada em 4.68%, 2.37 vezes maior que o efeito da temperatura.
Para o rendimento de GOS: (Y), os valores de pH estudados ndo exerceram efeitos
significativos.

A concentracdo de soro (Cs) exerceu o maior efeito positivo sobre as médias,
este efeito foi significativo e positivo para ambas as respostas, aumentando as
médias em 32.87% para GOS: e 9.47% para o rendimento de GOS:. Por meio das
superficies de contorno, é possivel observar que para a producédo de GOS: o efeito
da temperatura € independente da concentracao de soro de leite (Fig. 3B). O efeito
da temperatura torna-se mais dependente do pH quando este esta em valores mais
altos, sendo completamente independente do pH no nivel inferior estudado (Fig. 3A).
Ja para o pH em relacdo a concentracéo de soro (Fig. 3C), a dependéncia € maior
nos valores extremos das variaveis. Quanto ao rendimento de GOS: (Y), O pH é
independente da temperatura (3D) e a temperatura é dependente da concentracao
de soro (Cs), onde o aumento dos niveis, aumenta a resposta de rendimento (3E). A
interacdo concentracdo de soro e pH (3F) € maior nas condicdbes de menor
concentracéo de soro e independente no maior nivel.

As condi¢cdes estudadas indicam que a producdo de GOS é aumentada
quando ha um aumento da concentracdo do soro de leite (Cs), resultados
condizentes com Neri et al. (32) que estudaram a produgdo de GOS utilizando B-
galactosidase de Aspergillus oryzae variando a concentracgéo inicial de lactose entre
5 a 50% em 40 °C e pH 4.5. Em baixas concentracbes de lactose, a
transgalactosilacdo é inferior a hidrolise, pois a quantidade de grupos hidroxila de
carboidratos € baixa, resultando em uma maior quantidade de glicose e galactose na
solugéao (33).
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De acordo com os resultados apresentados e o perfil de desejabilidade
indicado pelos modelos, a temperatura (T) deve ser de 45 °C, pH de 45 e
concentracdo de soro (Cs) igual a 400 g/L, para a maximizacdo do rendimento e
producdo de GOS;, desta maneira, é incorporada a meédia os efeitos de interagéo,
representando juntos um aumento de 5.68% e 5.95% sobre as médias de GOS: e
rendimento da producdo de GOS: respectivamente. Nestas condi¢cdes, o modelo
matematico, indica 28,10 g/L de GOS: e 13.21% de rendimento de GOS:. O ensaio 6
representa esta condi¢cdo, onde a producdo de GOS: foi de 28.72 g/L e 12.97% de
rendimento, esses valores sado 102.20% e 98.18% dos valores preditos para a
produgdo de GOS: e rendimento de GOSt, mostrando uma alta confiabilidade no
modelo matematico.

O maior rendimento nos ensaios realizados foi de 13.52% (ensaio 9) e
12.97% (ensaio 6) que condiz com a maximizagdo do rendimento de GOS:. Este
resultado foi superior ao encontrado por Fischer e Kleinschmidt (34) que utilizando 3-
galactosidase de A. oryzae em soro de leite doce obtiveram um rendimento de GOS
de 10.93%, entretanto outros estudos mostram maiores rendimentos de GOS
também utilizando B-galactosidase de A. oryzae em solucdo de lactose PA. Chen et
al. (11) atingiram 31% de rendimento utilizando 40% lactose inicial. Vera et al. (35)
também estudaram a producédo de GOS utilizando B-galactosidase da mesma fonte
fungica, tendo rendimento de 29% em uma concentracdo de lactose inicial de 50%,
temperatura de 47.5 °C e pH 4.5.

Outros autores estudaram a produgéo de GOS a partir da B-galactosidase de
A. oryzae imobilizada e os rendimentos obtidos foram maiores do que os obtidos
neste trabalho com a enzima livre. Albayrak e Yang (36) usaram [-galactosidase de
A. oryzae imobilizada em pano de algoddo em meio contendo 400g/L de lactose, pH
4.5 e 40 °C e obtiveram 26% de rendimento na produgédo de GOS. Neri et al. (32)
utilizaram B-galactosidase de A. oryzae imobilizada em particulas magnéticas
revestidas com polianilina em uma solucao de 500 g/L de lactose inicial a 40 °C e pH
4.5 e a producao de GOS resultou em 26.1% de rendimento.

Estudos indicam que diferentes fontes de enzima B-galactosidase utilizadas
na producdo de GOS exercem influéncia no rendimento de GOS. Cruz et al. (37),
utilizando B-galactosidase de Penicillium simplicissimum com concentracao inicial de
lactose de 60%, obtiveram 30.5% de GOS. Splechtna et al. (25) alcancaram, em

seus experimentos, 36% de rendimento utilizando B-galactosidase de Lactobacillus
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reuteri em uma concentragao inicial de lactose de 20%. Hsu et al. (33), utilizando -
galactosidase de Bifidobacterium longum BCRC 157C8, chegaram a 32.5% de
rendimento utilizando solucdo de lactose a 40%. Ja Lisboa et al. (24) estudaram a
producdo de GOS utilizando B-galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym®

3000L) em soro de leite atingiram o rendimento de 29.9%.

Figura 2. Superficie de contorno para concentracdo de GOS: e rendimento da
producdo de GOS (Y), respectivamente, com as funcbes de T e pH (Cs =400 g/L) (A
eD), TeCs(pH=45)(BeE)epHeCs(T=45°C) (CeF).
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2.4. Conclusao

A metodologia de superficie de resposta mostrou-se eficiente para o
estabelecimento das condi¢cdes de temperatura, pH e concentracédo de soro de leite
na maximizacao da producao de GOS. Com base nos resultados deste trabalho, os
autores concluem que o soro de leite € um substrato desejavel para a producédo de

um alimento prebidtico ou como ingrediente de um alimento funcional.
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Capitulo 3— EFEITO DAS CONDICOES DE OBTENCAO ENZIMATICA DE
GALACTOOLIGOSSACARIDEOS POR B-GALACTOSIDASE DE
KLUYVEROMYCES LACTIS?

Resumo

Neste estudo, foi realizada a obtencao galactooligossacarideos (GOS) a partir
do soro de leite utilizando B-galactosidase de Kluyveromyces lactis comercial
(Maxilact® LX 5000). Os efeitos das variaveis independentes concentragdo de soro
de leite em pd, temperatura e pH da reacdo sobre as varidveis dependentes
producéo de GOS totais (GOSt) e rendimento de GOS: (Y) foram avaliados utilizando
um planejamento fatorial 23. Os valores maximos das variaveis-resposta foram
encontrados apds 2 horas de sintese em um sistema reacional composto por 400 g/L
de soro de leite a 40 °C e pH 6.0, adicionado de 15 U/mL de enzima. Sob estas
condicoes, a producdo de GOS: e rendimento de GOS: foram de 28.94 g/L e 10.12%,
respectivamente. Adicionalmente, a conversdo de lactose foi de 91.35% e a
formacdo do trissacarideo 6’-galactosil-lactose (GOS B-1,6) foi de 9.10%. A
utilizagado de soro de leite em p6 e enzima -galactosidase de K. lactis € viavel para

producéo de um alimento rico em GOS: e de baixo teor de lactose.

Palavras chaves: Kluyveromyces lactis, planejamento fatorial, prebiético,

soro de leite doce, B-galactosidase
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3.1. Introducéo

O soro de leite, coproduto da industria de laticinios, corresponde a fracao
aguosa do leite que se obtém durante a coagulacdo nos processos de producéo de
queijos ou caseina, sendo constituido por proteinas, carboidratos, gordura e sais
(GHALY et al., 2004; PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).

A imposicao de controles rigidos no descarte de efluentes no meio ambiente e
o reconhecimento do soro como potencial fonte de nutrientes tem tornado o soro de
leite atrativo para 0 seu uso em processos biotecnoldgicos, como na producdo de
galactooligossacarideos (GOS) (SCHOLZ, 2011).

GOS sédo oligossacarideos formados por ligacbes glicosidicas por até 9
unidades de galactose e uma glicose terminal que sdo produzidos por
transgalactosilagdo da lactose utilizando [B-galactosidase de diversas fontes
(MATELLA; DOLAN; LEE, 2006).

Os oligossacarideos sao acUcares encontrados naturalmente em muitos
alimentos como frutas, vegetais, leite e mel. Alguns oligossacarideos apresentam
atividade fisiologica além da fungdo nutricional ou de adogamento, sendo assim
denominados de alimentos funcionais (ALMEIDA e PASTORE, 2004). Estes
carboidratos melhoram a qualidade dos alimentos, promovendo uma modificacdo no
“flavor”, nas caracteristicas fisico-quimicas e também apresentando propriedades
benéficas para a saude do consumidor (CRITTENDEN e PLAYNE, 1996).

A producéo dos oligossacarideos a partir de lactose presente no soro de leite
tem atraido a atencdo de pesquisadores e da industria de alimentos pelo potencial
uso como ingredientes prebidticos em alimentos funcionais (LISBOA, 2008).

Os GOS séo resistentes a hidrélise das enzimas digestivas intestinais e
possuem efeitos fisiologicos semelhantes ao das fibras dietéticas (MORISHITA et al.,
2002). A ingestao de oligossacarideos estimula a proliferacdo de Bifidobacterium spp
e Lactobacillus spp no intestino, ocasionando um consideravel beneficio a saude
humana (DAVIS et al., 2010). Um outro beneficio que resulta da transformacéo de
lactose em galactooligossacarideos é a producdo de um leite com baixa
concentracdo de lactose. Muitos individuos sofrem com problemas gastrintestinais
por causa do elevado indice de lactose nos produtos derivados do leite, doenca

conhecida como intolerancia a lactose (CURDA et al., 2006).



80

Na populacdo adulta humana, os indices de intolerancia a lactose s&o
elevados, sendo estimados em 70% na América do Sul e Africa, podendo chegar a
proximo de 100% em alguns paises da Asia, como na China e Tailandia. A
incidéncia em brasileiros varia conforme a etnia, onde aproximadamente 57% da
populacdo branca apresenta intolerancia, mas o nimero € maior entre os brasileiros
negros (80%) e de origem japonesa (100 %) de 46 a 67%, dependendo da etnia
(TOMAL et al., 2010).

A formacdo de GOS a partir da lactose é influenciada por diversos fatores
como a fonte da enzima, pH, concentracdo da enzima, temperatura e concentragao
do substrato (BOON; JANSSEN; RIET, 2000; CARDELLE-COBAS et al., 2008).

A temperatura e o pH 6timo para a agao da 3-galactosidase na producédo de
GOS tém uma relacdo direta com a origem da enzima (BOON; JANSSEN; RIET,
2000). Quanto maior a temperatura menor serd o0 tempo tedrico de reacdo,
respeitando-se o limite de estabilidade enzimatica (CZERMAK, 2004).

A gquantidade de GOS formado é dependente da concentracdo da lactose,
mas ndo é dependente da concentracdo da enzima (CHOCKCHAISAWASDEE et al.;
2005). Os substratos utilizados para a producdo de GOS devem conter alta
concentracdo de lactose, desta forma, o soro de leite em p6é vem sendo estudado
como uma alternativa viavel na transgalactosilacdo e obtencao de GOS.

O objetivo foi estudar a influéncia da temperatura, pH e concentracdo de
lactose na obtencdo de galactooligossacarideos tendo como substrato o soro de

leite, utilizando a enzima B-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Material

O soro de leite em po integral foi utilizado como matéria prima e adquirido da
empresa Confepar® (Londrina, Brasil) e armazenado a temperatura de 4 °C até seu
uso.

A enzima utilizada foi a B-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis
Maxilact® LX 5000 (DSM FOOD SPECIALITIES), que foi armazenada a 4 °C até seu

uso.
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Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os carboidratos utilizados
como padrdes foram lactose (B-D-galactopiranosil-(1—4)-D-glicose) Sigma, glicose
(D(+)-Glicose) Sigma, galactose (D(+)-Galactose) Sigma e 6’-galactosil-lactose
(GOS B-1,6), Carbosynth (Berkshire, UK), de grau cromatografico.

3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Producao de GOS

As reagdes de sintese enzimatica de GOS com a enzima B-galactosidase
foram realizadas em meio aquoso. O sistema reacional foi composto por soro de
leite integral reidratado (20, 30 e 40%) em tampdo fosfato de sédio 0,1 M (6.0; 6.5 e
7.0) com adigado da enzima B-galactosidase (15 U/mL). O volume total utilizado foi de
100 mL, acondicionados em erlenmeyers de 250 mL. Os frascos foram dispostos em
incubadora rotatéria orbital (Tecnal, modelo TE- 421) sob agitacao de 180 rpm. Para
avaliar os parametros de producéo de GOS foi utilizado o planejamento experimental
conforme tabela 1. As variaveis investigadas foram concentracdo de soro de leite,
pH e temperatura.

Assim aliquotas de 5 mL foram coletadas apds 2 h de reacdo, em seguida
foram inativadas a 100°C por 5 min e posteriormente congeladas até a quantificacao
dos acucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica (HPAEC-
PAD.

3.2.2.2. Planejamento fatorial

Foi utilizado o planejamento fatorial 23 com 3 repeticGes no ponto central,
totalizando onze ensaios paraavaliar os efeitos da temperatura, pH e concentracéo
do soro de leite. As varidveis respostas foram producdo de GOS total (GOS:) e
rendimento de GOS total (Y).

As variaveis independentes em niveis reais e codificados estdo apresentadas

na Tabela 1.
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Tabela 1. Matriz experimental (codificada e decodificada), valores de

concentracédo de GOSt, rendimento da producéo de GOS: (Y), converséo de lactose

e concentragao de GOS (3-1,6.

Conversdo de GOS B-

Ensaio Tempoeratura pH C/S G?St 2( Lactose 1,6
(C) @L)  @L  ®) %) o)

1 -1 (30) -1(6.0) -1(200) 13,79 9,45 96,69 6,38
2 1 (40) -1(6.0) -1(200) 14,63 10,22 100,00 5,68
3 -1 (30) 1(7.0) -1(200) 14,09 10,50 70,66 8,07
4 1 (40) 1(7.0) -1(200) 15,11 10,95 87,49 8,21
5 -1 (30) -1(6.0) 1(400) 21,58 9,19 62,94 11,76
6 1 (40) -1(6.0) 1(400) 28,94 10,12 91,35 9,10
7 -1 (30) 1(7.0) 1(400) 15,74 5,63 45,17 18,16
8 1 (40) 1(7.0) 1(400) 25,60 8,44 62,61 11,11
9 0 (35) 0(6.5) 0(300) 2321 11,37 86,20 7,93
10 0 (35) 0(6.5 0(300) 22,97 11,68 84,64 8,00
11 0 (35) 0(.5 0(300) 2360 11,54 86,24 7,73

Os niveis de temperatura e pH utilizados foram conforme o perfil tipico de B-
galactosidase proveniente de K. lactis (CHOCKCHAISAWASDEE et al., 2005).

Enquanto que as concentracdes de soro de leite utilizadas foram definidas conforme

Martinez-Villaluenga et al. (2008); Lisboa et al. (2012), Rodriguez-Colinas et al.

(2011).

3.2.2.3.

3.2.2.3.1.

Caracterizacdo quimica do soro

Métodos Analiticos

O soro doce foi caracterizado de acordo com AOAC (22) contendo (m/m) em
base seca para proteina (17.09% + 0.36), minerais (9.02% + 0.01), lipideos (2,93% *
0,14), Ja& a quantificacdo de glicose (0.63% + 0.07), galactose (2.05% +0.09) e
lactose (68.28% = 0.24) foram analisadas por HPAEC-PAD (high performance anion

exchange chromatography).

3.2.2.3.2.

Producéo de GOS

A produgéo de GOS total foi calculada de acordo com a equacao 1, adaptada

da AOAC 2001.02 (26). Foi considerada que o galactose transgalactosilada (Galtrans)
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€ a diferenca entre a galactose hidrolisada (Galn) e a galactose hidrolisada teérica
(Galnt), onde a Galn: corresponde a glicose total liberada nos ensaios (equacao 2). O
fator de correcao k (equacao 3) indica a relagédo de quantas moléculas de galactoses
liberadas sdo necesséarias para formar uma molécula de GOS. Com base
estequiométrica foi admitindo que um GOS é formado a partir de uma molécula de
lactose ligada a outra de galactose, dessa forma cada GOS possui duas moléculas
de galactose (n). Enquanto o rendimento da producédo de GOS: (Y) foi calculado de
acordo com a equacao 4, proposta por Hsu et al. (14) e a conversdo de lactose

calculado conforme a equagao 5.

GOS, = Gal,,_,_ *14 (1)
Gal,,,,. = Gal, — Gal,, (2)
(180 +162.7) (3)
~ 180.n
GOS 4
Y(04) = : . X 100 “)
Gal + Glic + Lac+ GOS,

Lac;, — Lac, (5)

Conversio de Lactose (%) = L—Xlﬂl]

ac;

Os dados obtidos foram tratados no software Statistica 7.0 (StatSoft®)

3.2.2.3.3. Quantificacdo do teor de carboidratos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica

Apés a producdo de GOS as amostras dos 11 experimentos foram filtradas
em membrana hidrofilica PVDF de 0,22 um de tamanho de poro (Millipore, Billerica,
MA, EUA) e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica
(HPAEC-PAD, modelo 5000 ICS, Dionex Canada Ltd., Oakville, Canada). Aliquotas
(10 pl) do filtrado foram automaticamente injetadas no cromatégrafo e o0s
carboidratos foram separados em coluna analitica CarboPac® PAl (250 mm x 4
mm; 10 um de tamanho de particula; Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA)

precedido por uma pré-coluna CarboPac ® PA1l (50 mm x 4 mm). As corridas
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cromatograficas foram realizadas a uma vazédo de 1 mL/min a 25 °C, sendo que as

etapas e proporcdes dos solventes utilizados estdo detalhadas na Tabela 2. A

quantificacdo do teor de acUcares foi feita por meio de calibracbes externas a partir

de solucbes-padrao de galactose (1 a 40 pg/mL), glicose (0,5 a 50 pg/mL), lactose

(0,5 a 150 pg/mL) e 6’-galactosil-lactose (3 a 55 pg/mL). Os padrdes também foram

utilizados para identificar os carboidratos com base nos seus tempos de retencao. A

aguisicao e tratamento dos dados foram realizados utilizando o software Chromeleon

versao 6.8 (Dionex Corporation).

Tabela 2. Condicbes da corrida cromatografica para a separacdo de

acucares.

Solvente A*  Solvente B* NaOH Tempo
Etapa (%) (%) resultante (min)
(mmol/L)

Separacao 95 5 10 0a60
Limpeza 0 100 200 60 a 61
0 100 200 61 a 66
Equilibrio/ 95 5 10 66 a 67
condicionamento 95 5 10 67 a 85

Solvente A = agua ultra pura
Solvente B= NaOH 200 mmol/L

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Caracterizacédo do soro de leite

Na Tabela 3 esta apresentada a composicdo média do soro de leite em po

utilizado neste estudo.

Tabela 3: Composicdo quimica e pH do soro de leite em po6

Componente

Composigcédo em base seca*

pH

Proteina (g/1009)
Minerais (g/100q)
Lipideos (g/1009)
Glicose (g/100g9)
Galactose (g/1009)
Lactose (g/100q)

6,8+ 0.1
17.09% + 0.36
9.02% + 0.01
2,93% = 0,14
0.63% + 0.07
2.05% +0.09
68.28% + 0.24

* Médias e desvios padrdo
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A lactose é o composto em maior quantidade no soro de leite em po,
correspondendo a 70% em base seca (MATTILA-SANDHOLM e SAARELA, 2003). A
alta concentracdo de lactose indica que o soro de leite em po6 € uma alternativa

viavel na utilizacdo como substrato na producdo de GOS.

3.3.2. Efeito da temperatura, pH e concentracao do soro de leite (Cs)

Com base nos resultados do experimento fatorial, mostrados na Tabela 1,
foram geradas equacdes empiricas codificadas (Eq. 6 e 7) a fim de descrever o
comportamento e maximizar a producdo de galactooligossacarideos totais (GOS:) e
o rendimento de GOS: (Y) em fungéo das variaveis independentes temperatura, pH e

concentracdo de soro de leite (Cs) nos niveis estudados.

GOSt (g/L) = 18.686 + 2.383T — 1.050pH + 4.281Cs + 1.921TCs — 1.246pHCs R2=0.994 (6)
44575

Y (%) =9.318 4+ 0,620T — 0.433pH — 0.967Cs 4+ 0.315TCs— 0.877pHCs + 2.219 R2=0.969 (7)

As Tabelas 4 e 5 mostram que os modelos de regressdo da producao de
GOS: e rendimento de GOS: (Y) foram significativos (p<0,05) para a andlise de
variancia (ANOVA). A falta de ajuste para os modelos néo foi significativa (p>0,05), o
gue indica que a variacdo dos dados em torno da reta de regresséao é devido ao erro
aleatorio das observacdes. O ajuste do modelo é também corroborado pelos valores
dos coeficientes de determinagdo, sendo 0.994 e 0.969 para GOS: e Y,

respectivamente.

Tabela 4. ANOVA para producéo de galactooligossacarideos totais (GOS;)

Causas de Graus de Soma dos Quadrados Fcal Ftab
Variagéo Liberdade Quadrados Médios
Regresséo 6 288,47 48,08 476,36 19.33
Falta de Ajuste 2 1,56 0,78 7,73 19.00
Erro Puro 2 0,20 0,10

Total 10 290,23
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Tabela 5. ANOVA para o rendimento da producéo de galactoossacarideos totais (Y)

Causas de Graus de Soma dos Quadrados Fcal Ftab
Variagcao Liberdade Quadrados Médios
Regresséo 6 29,74 4,96 205,69 19.33
Falta de Ajuste 2 0,91 0,45 18,86 19.00
Erro Puro 2 0,05 0,024
Total 10 30,70

Ambos os modelos apresentaram significancia estatistica (p<0.05) para o0s
efeitos principais temperatura, pH e Cs, além das interagbes temperatura e Cs e pH
e Cs, as quais foram mantidas no modelo. Ja a interacdo temperatura e pH mostrou-
se nao significativa (p>0.05), por isso foi retirada das equacdes 6 e 7.

Os efeitos principais da temperatura e Cs foram positivos para a producao de
GOSt e, em seus maiores niveis, aumentaram as medias das respostas em 12.75%
e 10.48%, respectivamente. Para o modelo de rendimento (Y), o efeito de
temperatura foi positivo e promoveu um aumento de 22.91% em relacdo a média.

Pode-se concluir que a temperatura influencia diretamente a producdo e
rendimento de GOS:. Rodriguez-Colinas et al., (2014) observaram em seu estudo
que a obtencdo maxima de GOS é altamente influenciada pela temperatura.

Lisboa et al., (2012) estudaram a producdo de GOS a partir da B-
galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym® 3000L) em soro de leite e
observaram que a producdo e rendimento de GOS aumentou a medida que a
temperatura se elevou de 30 para 40 °C. O mesmo comportamento foi observado
por Boon; Janssen; Riet. (2000) utilizando as enzimas de Aspergillus oryzae,
Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis na sintese de GOS a partir de lactose.
Os resultados obtidos neste trabalho em relacdo a temperatura mostraram-se de
acordo com os relatados na literatura.

O efeito da concentragcdo de soro (Cs) foi negativo, entretanto, nestas
condicdes € incorporado & média o valor do coeficiente principal desta variavel e a
perda dos efeitos de interacdo temperatura e Cs e pH e Cs, ao passo, que na maior
concentracdo de soro de leite (400 g/L) ha a perda no coeficiente do efeito principal
Cs e o0 ganho das interacdes, resultando numa diferenca de 0,45% de ganho de

rendimento no maior nivel de Cs (400 g/L) em comparagdo com menor nivel (200
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g/L). Isso explica a baixa dependéncia da Cs no maior nivel de temperatura (40 °C) e
0 aparecimento de duas regides com maior resposta na superficie de contorno de
pH contra concentracéo de soro (Figura 1E e 1F).

Estudos indicam que um dos principais fatores que afetam a reacdo de
transgalactosilacdo € a concentracao inicial de lactose (BOON; JANSSEN; RIET,
2000; CHO; SHIN; BUCKE, 2003; HSU; LEE; CHOU, 2007). Martinez-Villaluenga et
al. (2008) determinaram a influéncia da concentracdo da lactose na producdo de
GOS, utilizando 40 °C, 3 U/mL de enzima K. lactis (Lactozym 3000 L HP G), pH 7,5
e concentracdo de lactose 150, 250 e 350 mg/mL e concluiram que em baixas
concentracdes de lactose, a transgalactosilacao € inferior a hidrélise, pois a lactose é
hidrolisada em glicose e galactose quando a 4gua atua como um aceptor hidroxilico.
Portanto, a agua pode ser considerada um fator desfavoravel para a sintese de GOS
quando o foco é a transgalactosilagdo. Em sistemas aquosos, esta desvantagem
pode ser compensada pelo aumento da concentracéo de lactose.

O efeito do pH foi negativo para ambos os modelos, indicando que o menor
nivel desta variavel aumentou as médias de producdo de galactooligossacarideos
totais (GOSt) e o rendimento de GOS: (Y) em 5.62% e 4.65%, respectivamente.

O pH étimo para a agcdo da B-galactosidase na formacdo de GOS tém
dependéncia direta com a origem da enzima (BOON; JANSSEN; RIET, 2000). Véarios
estudos, como de Adamczak; Charubin e Bednarski (2009); Pocedicova et al. (2010)
e Fischer e Kleinschmidt (2015) indicam que o melhor pH na producdo de GOS
utilizando enzima [B-galactosidase de K. lactis esta entre 6.5 e 7.0. Resultados
diferentes daqueles encontrados neste estudo.

Por meio das superficies de contorno (Figura 1) é possivel observar as
dependéncias entre as variaveis. Para a producdo de GOS:, a temperatura mostra-
se dependente do pH, uma vez que a resposta € aumentada quando o pH é
diminuido em relacdo a uma mesma temperatura (Figura 1A). O mesmo ocorre na
interacdo entre temperatura e pH para o rendimento de GOS: (Y) (Figura 1D). A
producdo de GOS: torna-se mais dependente da temperatura em valores mais altos
de concentracdo de soro (Cs) e quase independente no menor nivel desta variavel.
Entretanto, a Cs oferece alta influéncia na producéo de GOS: quando ha a variagao
de seus niveis em qualquer valor de temperatura (Figura 1B). Para o rendimento (Y),
a dependéncia da Cs em relacdo a temperatura € mais acentuada em valores

extremos de temperatura, porém, a temperatura influencia fortemente no rendimento
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(Y) em todos os niveis de Cs (Figura 1E). A interacdo entre pH e Cs, para a
producdo de GOS: € intensificada em valores superiores de Cs, tornando-se quase
independente em valores inferiores desta segunda (Figura 1C). Quanto ao
rendimento (Y), é possivel observar que a resposta aumenta tanto nas condi¢des de
menor nivel de pH e maior de Cs assim como no maior nivel de Cs e menor pH
(Figura 1F). Isso ocorre devido ao ganho liquido dos efeitos que nestas condi¢bes

sao muito préximos.

Figura 1. Superficie de contorno GOS: e Y, respectivamente, em funcdo da
Temperatura e pH (Cs = 400 g/L) (A,D), Temperatura e Cs (pH = 6,0) (B,E) e pH Cs
(Temperatura = 40 °C).
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A partir dos modelos gerados e dos perfis de desejabilidade é possivel
observar que as respostas sdo aumentadas quando a temperatura é de 40 °C, pH
6.0 e 400 g/L de concentracédo de soro (Cs), nessas condi¢cdes séo incorporadas as
médias os coeficientes dos efeitos principais e das interacdes o0 que eleva a média
dos experimentos de 18.686 g/L de GOS: e 9.313% de rendimento (Y) para 29.567
g/L e 10.590%, respectivamente. Os valores observados nestas condi¢cdes (Ensaio
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6) sdo de 28.94 g/L e 10.12% os quais representam 97.88% e 95.56% dos preditos,
mostrando alto ajuste dos modelos propostos.

A producdo maxima de GOS varia conforme a fonte da enzima -
galactosidase. Urrutia et al. (2013) atingiram 107 g/L de GOS utilizando [-
galactosidase de A. oryzae e 40% de lactose, valores de producdo de GOS acima
do encontrado neste estudo.

Estudos reforcam que a producdo de GOS € dependente das condicdes
empregadas quando utilizada a mesma fonte de enzima. Rodriguez-Colinas et al.
(2011), Rodriguez-Colinas (2014) e Lisboa et al. (2012) obtiveram 11.2 g/L, 7.0 g/L e
119.8 g/L de GOS respectivamente, utilizando a mesma enzima K. lactis (Lactozym®
3000L) e temperatura de 40 °C mas diferindo no pH e concentracdo de lactose.

O rendimento de GOS é determinado pelas propriedades intrinsecas da
enzima, como capacidade de transgalactosilacdo e de hidrolise, bem como
condi¢Oes utilizadas na producdo de GOS (OSMAN; TZORTZIS; RASTALL, 2010).
Ja a concentracdo da enzima utilizada ndo afeta o rendimento de GOS e sim o
tempo de reacdo (CHOCKCHAISAWASDEE et al., 2005).

Neste trabalho o rendimento (Y) encontrado foi menor em relagdo aos citados
pela literatura. Fischer e Kleinschmidt (2015) alcancaram 32,6% de rendimento ap6s
uma hora e meia de reacdo de producdo de GOS utilizando K. lactis e 19.3g/L de
soro de leite doce. J& Pocedicova et al. (2010) utilizando 20% de soro de leite em
uma hora de reacédo obtiveram 15,5 % de rendimento. Lisboa et al. (2012) estudaram
a producao de GOS utilizando B-galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym®
3000L) em 400g/L de soro de leite a 40 °C atingiram o rendimento de 29.9% em 4
horas de reacéo.

Frenzel et al., (2015) obtiveram, respectivamente, 41%, 21%, 13% e 11% de
rendimento na produgcdo de GOS quando trabalhou com [(-galactosidase de B.
circulans, A. oryzae, A. aculeatus e K. lactis em permeado de leite enriquecido com
lactose (40%), demonstrando que a enzima [B-galactosidase de K. lactis possui o
menor rendimento dentre as fontes de enzima estudadas. Rendimento proximo
alcancado neste trabalho.

Mateo et al. (2007) relataram que as B-galactosidases de Kluyveromyces spp
séo inibidas por galactose e glicose. A inibicdo da galactose na producdo de GOS é
resultado de uma competicdo com a lactose pelo sitio ativo da 3-galactosidase, uma

vez que esta enzima pode formar o complexo enzima-galactosil. O mecanismo de
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inibicdo pela glicose é mais complexo, e dependendo da fonte da enzima pode ser
competitivo ou ndo competitivo (PARK e OH, 2010; GOSLING et al. 2010).

3.3.3. Sintese enzimatica de GOS

Os resultados referentes a quantidade de galactose, glicose, conversédo de
lactose e GOS: de cada ensaio apos duas horas de reacao estdo apresentados na
Figura 2, indicando que a composicao final do meio reacional é diferenciada de
acordo com as condicdes iniciais da reacao.

E possivel observar que a enzima B-galactosidase de K. lactis exerceu uma
alta atividade de hidrélise uma vez que a porcentagem de conversdo de lactose
variou de 45.17% (Ensaio 7) a 100% (Ensaio 2), indicando, também, que a atividade

de hidrdlise foi fortemente influenciada pela variacdo das condi¢cdes de ensaio.

Figura 2. Composigéo de carboidratos do soro de leite apés a agédo da [3-

galactosidase e conversao de lactose.
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Uma abordagem matematica para expressar a afinidade de
transgalactosilagdo da (-galactosidase foi utilizada por Frenzel et al. (2015) e por
Huerta et al. (2011). O método baseia-se na relacdo entre a quantidade de GOS: (no
ponto maximo de producédo) e a quantidade de lactose hidrolisada. Quanto mais
proximo de 1 for o resultado, maior a afinidade de transgalactosilacdo da enzima. O
resultado para a afinidade de transgalactosilacdo da enzima utilizada neste trabalho
no ponto de maior producdo de GOS (ensaio 6) foi de 0,129, confirmando que a
enzima B-galactosidase de K. lactis possui maior afinidade de hidrdlise.

Em todos os ensaios foram verificados maior concentracdo de glicose em
relacdo a galactose, uma vez que a glicose ndo € utilizada na transgalactosilacdo
para producdo de GOS, ja a galactose € utlizada na sintese de
galactooligossacarideos, justificando o maior acumulo de glicose no meio.

A producédo de GOS: variou de 13.79 g/L (Ensaio 1) a 28.94 g/L (Ensaio 6),
assim como o rendimento (Y) variou de 5.63% (Ensaio 7) a 11.68% (Ensaio 10). A
relacdo entre a conversao de lactose e a producdo de GOS: influencia diretamente
no rendimento de GOS: (Equacéao 4).

Os resultados dos ensaios 1 a 4 possuem menores concentracdes de soro de
leite (Cs) e altas conversdes de lactose, indicando que para favorecer a sintese de
galactooligossacarideos a concentragdo inicial do soro de leite deve ser maior que
20%.

O ensaio 6, apesar de ndo ser o de maior rendimento € o que, em valores
absolutos, produziu a maior concentragdo de GOS: e uma alta converséo de lactose
(91.35%) o que seria interessante para a producéo de um ingrediente alimentar com
baixa concentracdo de lactose e rico em galactooligossacarideos.

Conforme estudos j& realizados, alguns fatores, como tempo de reacao,
concentracdo da enzima e fonte da enzima B-galactosidase influenciam o tipo de
galactooligossacarideos formados (ADAMCZAK; CHARUBIN; BEDNARSKI, 2009,
FISCHER et al. 2015).

Martinez-Villaluenga et al (2008) concluiu em seu trabalho que aumento na
concentragdo de enzima [-galactosidase faz prevalecer a producdo de
trissacarideos. Ja as investigacbes conduzidas por Boon; Janssen e Riet, (2000)
utilizando B-galactosidase de cirulans Bacillus, Aspergillus oryzae, e Kluyveromyces

fragilis e K. lactis indicaram tipos e quantidades diferentes de GOS formados e que
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os trissacarideos sédo preferencialmente sintetizados por Kluyveromyces e por A.
Oryzae.

Gosling et al (2010) verificaram que dentre os trissacarideos sintetizados por
B-galactosidase o 6’-galactosil-lactose (GOS B-1,6) foi formado em maior
concentragcdo quando comparados ao 4’-galactosil-lactose (GOS (-1,4) e 3'-
galactosil-lactose (GOS [(-1,3).

No presente estudo, a porcentagem de GOS [B-1,6 em relacdo ao GOS:
sintetizado representou de 5,68% (Ensaio 2) a 18.16% (Ensaio 7). Para o ensaio 6,
de maior concentragdo de GOS: a forma GOS (-1,6 foi 9.10% do total de
galactooligossacarideos produzidos (Tab.1).

Sabe-se que as ligagcdes B1-6 de GOS sao clivadas preferencialmente por
bactérias lacticas e bifidobactérias (CARDELLE-COBAS et al.,, 2008; MARTINEZ-
VILLALUENGA et al, 2008). Desta forma, a producédo de GOS neste estudo pode

apresentar um potencial efeito prebidtico.

3.4. Concluséao
Com base nos resultados deste trabalho, pode-se concluir que a metodologia
de superficie de resposta mostrou-se eficiente para a determinacdo das condi¢cbes
de temperatura, pH e concentracdo de soro de leite na maximizacéo da producéo de
GOS: e rendimento. Os resultados indicaram que o soro de leite € um substrato
favoravel para a producdo de alimentos prebiéticos, também podendo ser utilizado

como ingrediente de um alimento funcional e de baixo teor de lactose.
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CAPITULO 4 — PERFIL CINETICO DE GALACTOOLIGOSSACARIDEOS
PRODUZIDOS POR B-GALACTOSIDASE DE ASPERGILLUS ORYZAE E
KLUYVEROMYCES LACTIS3

Resumo

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo cinético da producédo de
galactooligossacarideos (GOS) a partir de soro de leite por (B-galactosidases de
Kluyveromyces lactis ou Aspergillus oryzae. Os experimentos foram conduzidos em
condicBes otimizadas das enzimas para a producdo de GOS (GOS:) e rendimento de
GOS (Y) em soro de leite e comparados com lactose pura nas mesmas condicdes.
Os carboidratos foram quantificados por cromatografia liquida alta eficiéncia de troca
ibnica acoplado com detector de pulso amperométrico (HPEAC-PAD). Para e enzima
de A. oryzae, ndo houve diferenca significativa na producdo de
galactooligossacarideos totais (GOSt) (p>0.05) quando se comparou a acdo da
enzima sobre o soro de leite e lactose pura, sendo 21.68 g/L e 21.24 d/L,
respectivamente, ap6s 120 minutos de reacdo. Entretanto, a enzima de K. lactis
revelou produzir dez vezes mais GOS: no soro de leite do que na lactose pura,
sendo 34.65 g/L e 3.63 g/L, respectivamente apds 120 minutos de reacdo. Quanto
ao perfil cinético, foi observado que a enzima de A. oryzae em soro de leite teve a
producdo maxima de 26.47 g/L de GOS: de aos 240 minutos de reacao, onde 62.5%
da lactose inicial € convertida em glicose, galactose e GOS. A B-galactosidase de K.
lactis converteu 90.01% da lactose, sendo que aos 240 minutos de reacéo, a lactose
foi completamente convertida. Esta ultima enzima, quando comparado com a lactose
pura nas mesmas condi¢cdes, converteu apenas 20% da lactose e produziu 3.87 g/L
de GOS..

Palavras chaves: Alimento funcional, hidrélise da lactose, soro de leite,

transgalactosilagao
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4.1. Introducéo

Os oligossacarideos séo acucares encontrados como componentes naturais
em alguns alimentos e também podem ser sintetizados enzimaticamente (Jovanovic-
Malinovska, Kuzmanova e Winkelhausen, 2015; Dwivedi et al., 2014; Garcia-
Cayuela, Diez-Municio e Herrero, 2014). Muitos destes oligossacarideos sao
classificados como prebiéticos, promovendo de uma forma seletiva o crescimento
e/ou estimulacdo da atividade metabdlica de bactérias benéficas a saude
proporcionando efeito positivo na composi¢do da microbiota intestinal (Rastall e
Gibson, 2014; Vitetta et al., 2014).

Entre 0s oligossacarideos prebidticos, destacam-se 0s
galactooligossacarideos (GOS), formados por moléculas de galactose ligadas a
glicose, sendo formados de tri a decassacarideos (Li et al., 2008). Os GOS séao
produzidos a partir de solu¢cdes com altas concentracdes de lactose por atividade de
transgalactosilagdo, pela [B-galactosidase de diversas fontes (Fai et al., 2014;
Intanon et al., 2014; Michelon et al., 2014; Park e Oh, 2010).

A conversao da lactose em GOS por agédo da enzima -galactosidase é uma
reagdo cineticamente controlada e responde a um modelo de competicdo entre a
reacao de transgalactosilacdo e hidrélise. No primeiro momento ocorre a formacgéao
de um complexo enzima-galactosil e a liberacéo da glicose, em seguida o complexo
enzima-galactosil € transferido para um aceptor que contenha um grupo hidroxila.
Quando a transferéncia é feita para a lactose ocorre a transgalactosilacéo e se a
transferéncia é feita para a 4gua, a reacdo € de hidrolise (Akiyama et al., 2001).

Para uma sintese efetiva de galactooligossacarideos, além das condi¢des
ambientais como temperatura, pH e concentracdo do substrato, ha estudos de [3-
galactosidases termicamente estaveis e com alta capacidade de transgalactosilacao
(Mahoney, 1998). A fonte preferida de [(-galactosidase para aplicacdes
biotecnolégicas € a microbiana, incluindo fungos filamentosos (Fai et al., 2014;
Santos, Simiqueli e Pastore, 2009), leveduras (Petrova e Kujumdzieva, 2010) e
bactérias (Gosling et al., 2009); as condi¢cdes 6timas do processo variam de acordo
com o micro-organismo em que a enzima foi extraida (Frenzel et al., 2015;

Rodriguez-Colinas et al., 2014).
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Estudos tém demonstrado que B-galactosidases de fontes distintas utilizadas
na producdo de GOS, diferem quanto a seletividade a agua, a moléculas de agucar,
ao substrato utilizado como fonte de lactose e que mesmo em concentracdes iguais
de lactose inicial, resultam em rendimentos de GOS, estruturas e tipos de ligacbes
glicosidicas diferentes (Gosling et al., 2010; Otieno 2010), formando GOS com
propriedades prebidticas diferentes (Depeint et al., 2008).

Os trissacarideos sdo os GOS formados em maior proporcdo na
transgalactosilacdo (Cardelle-Cobas et al., 2008; Martinez-Villaluenga et al., 2008),
mas diferem quanto a ligagao glicosidica. B-galactosidases de A. oryzae e K. lactis
produzem preferencialmente GOS com ligagdes glicosidicas B1-6, formando 6'-
galactosil-lactose como produto principal (Gosling et al., 2010), enquanto B-
galactosidase de B. circulans produz predominantemente GOS com ligagdes
glicosidicas p1-4 formando principalmente 4'-galactosil-lactose (Rodriguez-Colinas et
al., 2012). A B-galactosidase de K. lactis difere de A. oryzae quanto a composicao
geral de GOS, formando oligossacarideos de maior peso molecular e dissacarideos
diferentes da lactose, além do trissacarideo 6'-galactosil-lactose (Martinez-
Villaluenga et al., 2008; Urrutia et al., 2013).

Neste trabalho, foi realizado um estudo cinético da producéo de GOS a partir
do soro de leite utilizando enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis e
Aspergillus oryzae, com o objetivo de desenvolver uma estratégia para a obtencéo
de produtos lacteos com uma quantidade significativa de GOS e, ao mesmo tempo,

com baixo teor de lactose.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Materiais

O soro de leite em po integral foi utilizado como matéria prima e adquirido da
empresa Confepar® (Londrina, Brasil) e armazenado a temperatura de 4 °C até seu
uso.

As enzimas utilizadas foram B-galactosidases comerciais de Aspergillus
oryzae Pharmanostra 5000 U/g (BIO-CAT®, Estados Unidos) e Kluyveromyces lactis
maxilact® LX 5000 (DSM FOOD SPECIALITIES), armazenada a 4 °C até a

utilizagéo.
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Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os carboidratos utilizados
como padrdes foram lactose (B-D-galactopiranosil-(1—4)-D-glicose) Sigma, glicose
(D(+)-Glicose) Sigma, galactose (D(+)-Galactose) Sigma e 6’-galactosil-lactose
(GOS B-1,6), Carbosynth (Berkshire, UK), de grau cromatografico.

4.2.2. Métodos

4.2.2.1.1. Caracterizacdo quimica do soro

Retirou-se uma amostra representativa do soro de leite em po6 para realizar
sua caracterizacdo. A andlise de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl. O
fator de conversao utilizado foi de 6,38. O perfil de minerais foi determinado em
Espectrofotdmetro de Emissao Atdomica (ICP). A determinacdo de cinzas totais foi
realizada pelo método de mufla 500-550°C. O pH foi determinado por potencidmetro
digital (Hanna Instruments - modelo HI3221). O teor de lipideos foi quantificado por
soxhlet com hidrélise &cida. As anadlises foram realizadas em triplicata segundo
metodologia descrita pela AOAC (2012).

Os carboidratos glicose, galactose e lactose foram determinados por HPAEC-

PAD (high performance anion exchange chromatography).

4.2.2.2. Formacdo de galactooligossacarideos a partir do soro de

leite

As reagdes de sintese enzimatica de GOS com a enzima B-galactosidase de
K. lactis e A. oryzae foram realizadas em meio aquoso. As condi¢cdes de incubacgao
foram definidas de acordo com os resultados anteriores ndo apresentados. O
sistema reacional utilizando B-galactosidase de A. oryzae (15 U/mL) foi composto
por 400 g/L de soro de leite integral reidratado em tampéo citrato-fosfato 0,1 M a pH
4.5. Para B-galactosidase de K. lactis (15 U/mL) o sistema foi composto por 400 g/L
de soro de leite integral reidratado em tampéao fosfato de sédio 0,1M a pH 6.0.

Os frascos foram dispostos em incubadora rotatoria orbital (Tecnal, modelo
TE- 421) sob agitacdo de 180 rpm, temperatura de 45 °C para A. oryzae e 40 °C

para K. lactis. O volume total utilizado foi de 100 mL, acondicionados em
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erlenmeyers de 250 mL de capacidade. Aliquotas de 5 mL foram coletadas a cada
meia hora até duas horas de reacao e ap0s as aliquotas foram retiradas a cada uma
hora até totalizar 6 horas de reacdo, em seguida foram inativadas em banho-maria a
uma temperatura de 100°C por 5 min e posteriormente congeladas até a
quantificacdo dos agucares por HPAEC-PAD.

A sintese de GOS foi avaliada pelos parametros: producdo de GOS total
(GOSy), rendimento de GOS: (YY), converséao de lactose, glicose e galactose livres.

A producédo de GOS total foi calculada de acordo com a equacéo 1, adaptada
da AOAC 2001.02 (AOAC, 2005), onde foi admitida que a galactose
transgalactosilada (Galwans) € a diferenca entre a galactose hidrolisada (Galn) e a
galactose hidrolisada teédrica (Galnt), onde a Galnt corresponde a glicose total liberada
nos ensaios (equacéo 2). O fator de correcdo k (equacdo 3) indica a relacdo de
quantas moléculas de galactoses liberadas sdo necesséarias para formar uma
molécula de GOS. Com base estequiométrica foi admitido que um GOS é formado a
partir de uma molécula de lactose ligada a outra de galactose, dessa forma cada
GOS possui duas moléculas de galactose (n). Enquanto o rendimento da producéo
de GOS: (Y) foi calculado de acordo com a equacéao 4, proposta por Hsu, Yu e Chou
(2005) e a converséao de lactose calculado conforme a equacao 5.

GOS, = Gal,, . =14 (1)
Gairrﬂns = Gaih - Gf’ﬂ’hr (2)
_ (180 +162.7) 3)
~ 180.n
GOS
Y(2%) = : 2 X 100 (4)
Gal + Glic + Lac+ GOS,
Lac; — Lac,. (5)
Conversdo de Lactose (%) = ——— X100
Lac;
GOS
Produtividade = : ©)

4.2.2.3. Anéalise estatistica

Foi realizado teste-t de Student nas comparagfes entre os parametros da

producéo de galactooligossacarideos (GOS) sintetizados a partir dos substratos soro
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de leite ou lactose pura para as enzimas originadas de Aspergillus oryzae ou
Kluyveromyces lactis, considerando p<0,05 para significancia estatistica.

Os dados obtidos foram tratados no software Statistica 7.0 (StatSoft®).

4.2.2.4. Quantificacdo dos carboidratos (HPAEC-PAD)

As amostras obtidas foram filtradas em membrana hidrofilica PVDF de 0,22
pum de tamanho de poro (Millipore, Billerica, MA, EUA) e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca i6nica (HPAEC-PAD, modelo 5000
ICS, Dionex Canada Ltd., Oakville, Canada). Aliquotas (10 pl) do filtrado foram
automaticamente injetadas no sistema cromatografico e os carboidratos foram
separados pela coluna analitica CarboPac® PAl1 (250 mm x 4 mm; 10 um de
tamanho de particula; Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) precedido por uma
pré-coluna CarboPac ® PA1l (50 mm x 4 mm). As corridas cromatograficas foram
realizadas a uma vazao de 1 mL/min a 25 °C, sendo que as etapas e proporcdes
dos solventes estédo detalhadas na Tabela 1. A quantificacdo dos acucares foi feita
por meio de calibracbes externas a partir de solugbes-padrao de galactose (1 a 40
pg/mL), glicose (0,5 a 50 pg/mL), lactose (0,5 a 150 ug/mL) e 6’-galactosil-lactose (3
a 55 pg/mL). Os padrées também foram utilizados para identificar os carboidratos
com base nos seus tempos de retencdo. A aquisicdo e tratamento dos dados foram

realizados utilizando o software Chromeleon verséo 6.8 (Dionex Corporation).

Tabela 1. Condicbes da corrida cromatografica para a separacdo de

acucares.

Solvente A*  Solvente B* NaOH Tempo
Etapa (%) (%) resultante (min)
(mmol/L)

Separacgao 95 5 10 0a60
Limpeza 0 100 200 60 a 61
0 100 200 61 a 66
Equilibrio/ 95 5 10 66 a 67
condicionamento 95 5 10 67 a 85

Solvente A = 4gua ultrapura
Solvente B= NaOH 200 mmol/L
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4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Caracterizacao do soro de leite em po

A lactose é o componente em maior quantidade no soro de leite em po (
Tabela 2), correspondendo aproximadamente 70% em base seca (David et al, 2010).
A alta concentracdo de lactose indica que o soro de leite em p6 € uma alternativa
viavel na utilizacdo como substrato na producdo de GOS.

A caracterizacdo do teor de minerais no soro de leite é importante devido a
atuacdo como ativadores ou inibidores enzimaticos, influenciando na producéo e
rendimento de GOS. Chen, Hsu e Chiang (2002) relataram que os cations Mg*?,

Ca*?, Zn*2e Na* podem ativar ou inibir a enzima, dependendo da sua origem.

Tabela 2: Caracterizacdo quimica do soro de leite em pé

Componente Composicdo em base seca*

pH 6,8+0.1
Proteina (g/1009) 17.0+£0.36
Minerais (g/100g) 9.02+0.01
Lipideos (g/1009) 2.93+0,14
Glicose (g/100gq) 0.63 £ 0.07
Galactose (g/1009) 2.05 +0.09
Lactose (g/1009) 68.28 + 0.24
K* (mg/100g) 1918.5 +0,21
Ca?* (mg/100g) 731.98 +0.22
Mg?* (mg/100g) 125.19 + 0.16
Fe?* (mg/Kg) 5.81+0.11
Mn?* (mg/Kg) 0.19 + 0.07
Zn?* (mg/Kg) 3.01+0.14
Cu?* (mg/Kg) 1.59 +0.16
AR+ (mg/Kg) 11.27 +0.11
Fésforo (mg/1009) 785.06 +0.22
Enxofre (mg/100g) 196.91 £ 0.15
Boro (mg/Kg) 552+0.11
Cromo (mg/Kg) 0.40 £0.15
Molibdénio (mg/Kg) 0.37 £0.07
Niquel (mg/Kg) 0.43+0.12

* Médias e desvios padrao

4.3.2. Comparagédo da producédo de GOS a partir de soro de leite ou

lactose
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Foi realizado um estudo comparativo afim de investigar a influéncia da
composicao dos substratos soro de leite e lactose PA na producéo de GOS.

Foi utilizado 400g/L de soro de leite contendo 68,28% de lactose (Tabela 2) e
a mesma proporcao deste carboidrato foi utilizada na producéo de GOS por lactose
pura. A reacao ocorreu por 120 minutos em pH 4.5 e temperatura igual a 45 °C para
enzima originada de A. oryzae e em pH 6.0 e temperatura de 40 °C para K. lactis. As
condicoes de sintese de GOS: utilizadas neste trabalho foram previamente
estudadas pelos autores.

Os parametros avaliados na comparacdo da utilizacdo de soro de leite e
lactose pura foram, producdo de GOS:, conversdo da lactose, rendimento (Y) e

produtividade da sintese de galactooligossacarideos (Tab. 3).

Tabela 3. Comparacao da utilizagcdo de soro de leite e lactose pura sobre a
producdo de GOS;, conversdo de lactose, rendimento (Y) e produtividade da sintese
de galactooligossacarideos totais de B-galactosidases de Aspergillus oryzae ou

Kluyveromyces lactis.

Fonte da Substrato GOSt Converséao de Y Produtividade
enzima (g/L) lactose (%) (g/L/h)
(%)
A. oryzae Soro de leite  21.68 +3.572  62.11 +2.94° 7.05+1.19% 0.180 +0.0152
Lactose Pura 21.24+2.142 68.93 +2.092 8.74 +0.802  0.085 + 0.009°
K . lactis Soro de Leite 34.65+1.75% 90.10+1.242 14.04 +0.62% 0.288 +0.0472

Lactose Pura  3.63+0.11° 19.49 + 0.99° 1.77 £ 0.05>  0.030 + 0.002°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica para teste-t (p<0.05).

Foi possivel observar que a produgédo de GOS: e o rendimento da producao
de GOS: (Y) ndo apresentou diferenca estatistica para o teste-t (p>0.05) entre os
diferentes substratos para (3-galactosidase de A. oryzae. Este resultado indica que
esta enzima ndo é dependente dos ions presente no soro e que a quantidade destes
minerais ndo ativaram e nem inibiram a atividade enzimética para producdo de
GOS..

Entretanto, a converséao de lactose foi maior para a lactose pura do que para
a o soro de leite, este resultado pode estar envolvido com a maior disponibilidade de
encontro entre enzima e lactose, uma vez que o soro de leite € uma matriz mais

complexa que a solucdo de lactose. A relacao entre alta conversdo de lactose e a
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baixa concentracdo de GOS: quando utilizado lactose pura indica que a enzima
apresentou maior atividade hidrolitica do que de transgalactosilacéo.

Quando comparada a producdo de GOS: a partir da 3-galactosidase de K.
lactis, foi observado uma diferenca estatistica para o teste-t (p>0.05), ressaltando
que a producao de GOS: foi inferior quando se utilizou lactose pura como substrato.
Essa reducdo é observada também em todos os outros parametros estudados. A
dependéncia da enzima [B-galactosidase de K. lactis frente os minerais presentes no
soro de leite é evidenciada pelos resultados obtidos.

Os resultados deste trabalho corroboram com os estudos de Fischer e
Kleinschmidt (2015) que analisaram a influéncia dos fons Na*, K*, NHs* Mg?* e Ca?*
na atividade da enzima [(3-galactosidase de A. oryzae e os resultados indicaram que
0s ions testados ndo afetaram a atividade da enzima, mostrando que a mesma nao
possui dependéncia dos ions presentes no meio, 0 que torna o soro de leite uma
alternativa viavel para producdo de GOS:. J& para a enzima K. lactis os autores
relataram que a atividade da enzima [-galactosidase € fortemente ativada na

presenca de Na*, NH4*" e K*.

4.3.3. Perfil cinético da producéo de GOSt

As mesmas condi¢des reacionais utilizadas no estudo de comparagao entre
0s substratos foram utilizadas no estudo da cinética.

A Figura 1 mostra a cinética da sintese de GOS: para as enzimas A. oryzae
(A) e K. lactis (B) tendo o soro de leite como substrato.

Para a enzima de A. oryzae, a produgdo de GOS: atingiu 0 seu maximo em
240 minutos de reacdo, apOs este periodo a concentracdo permaneceu constante
até os 360 minutos. A hidrélise da lactose foi mais acentuada nos primeiros 90
minutos, tornando-se mais lenta apds este tempo. O aumento das concentracdes de
galactose e glicose permaneceram praticamente em taxa constante durante os 360
minutos de reacéo.

Para B-galactosidase de Kluyveromyces lactis, a maxima producéo de GOS:
foi apés 120 minutos de reacéo, levando a uma reducdo na concentracdo de GOS
imediatamente apos este tempo. Este fato se da pela hidrolise do proprio GOS
formado devido a especificidade da enzima e a diminuicdo da lactose no meio
reacional. A concentracdo de lactose foi completamente hidrolisada apos 240

minutos de reagéo.
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Figura 1. Concentracao de glicose, galactose, lactose e GOS: em fungéao do
tempo de reacdo para [3-galactosidase de Aspergillus oryzae (A) e Kluyveromyces
lactis (B).
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Hsu, Lee e Chou (2007) relataram que o acumulo de glicose e galactose no
meio reacional atuam como inibidores de diferentes fontes de B-galactosidases. Cruz
et al. (1999) apresentaram que a sintese de oligossacarideos por $-galactosidase de

Penicillium simplicissimum foi fortemente inibida quando os monossacarideos
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atingiram concentracdes proximas a de GOS (cerca de 180 g/L). Mateo et al. (2007)
relataram que as B-galactosidases de Kluyveromyces spp séo inibidas por galactose
(inibicdo competitiva) e glicose (inibicdo ndo competitiva). Os monossacarideos
glicose e principalmente galactose sédo reconhecidos como inibidores da reacéo de
transgalactosilacdo. A inibicdo da galactose é resultado de uma competicdo com a
lactose pelo sitio ativo da (-galactosidase, uma vez que esta enzima pode formar o
complexo enzima-galactosil. O mecanismo de inibicado pela glicose € mais complexo,
e dependendo da fonte da enzima pode ser competitivo ou ndo competitivo (Gosling
et al., 2010; Park e Oh, 2010).

A Figura. 2 mostra os cromatogramas por HPAEC-PAD da reagao do soro de
leite com a enzima B-galactosidase de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis no
ponto de maxima concentracdo de GOS. Os picos 1, 2, 5 e 6 correspondem a

galactose, glicose, lactose e 6’-galactosil-lactose (GOS 3-1,6), respectivamente.

Figura 2. Cromatogramas por HPAEC-PAD da reacdo do soro de leite com a enzima
B-galactosidase de (A) Aspergillus oryzae (15U/mL), 400 g/L de soro de leite, 40 °C e
pH 4,5 e (B) Kluyveromyces lactis (15U/mL), 400 g/L de soro de leite, 45 °C e pH
6,0. Os picos correspondem a: (1) Galactose, (2) Glicose, (5) lactose e (6) 6'-
galactosil-lactose.
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4.3.4. Comparacéo cinética utilizando substratos soro de leite e lactose

pura por K. Lactis

Baseado nos resultados da Tabela 3 onde a producdo de GOS: por K. lactis
utilizando soro de leite foi superior a lactose pura, foi realizado o estudo comparativo
entre as duas fontes.

Figura 3. Comparacdo do consumo de lactose (A) e producdo de
galactooligossacarideos totais (B) da acdo de B-galactosidase de Kluyveromyces

lactis sobre os substratos soro de leite e lactose pura.
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Quando comparado o perfil cinético da acédo da enzima K. lactis sobre o soro
de leite e a lactose pura (Fig 3A), foi possivel observar que a maxima hidrélise da
lactose foi apdés 120 minutos de reacdo para a lactose pura, convertendo apenas
19.59% da lactose inicial, permanecendo constante até os 360 min de reacéo.
Entretanto, para 0 mesmo tempo de hidrélise de lactose no soro de leite foi de
90.10%, chegando a 99% de conversao apos 240 minutos.

A producdo de GOS: (Fig 3B) permaneceu constante ap6s 60 minutos de
reagdo, aproximadamente 3 g/L de GOSt, quando se utilizou a lactose pura como
substrato, contudo, quando se utilizou soro de leite, a maior producédo foi em 120
minutos de reacdo, chegando a 34.65 g/L de GOS: Este resultado, como ja
discutido, € devido a alta dependéncia de minerais que atuam como cofatores
enzimaticos de K. lactis, os quais estao presentes no soro de leite mas ausentes na

solugéo de lactose pura.

4.4. Conclusao

A B-galactosidase de Kluyveromyces lactis demonstrou ter alta atividade
hidrolitica além de ter a maior producdo de galactooligossacarideos totais quando
comparado com a enzima de Aspergillus oryzae tendo soro de leite como substrato.
A enzima de A. oryzae demonstrou ter 0 mesmo comportamento, independente do
substrato ser mais complexo, como o soro de leite ou mais simples como a solucao
de lactose pura, porém a enzima de K. lactis demonstrou ter maior atividade de
transgalactosilagdo no soro de leite quando comparado a lactose pura.

O produto obtido da producdo de GOS a partir do soro de leite com enzima -
galactosidase de Kluyveromyces lactis mostrou ser uma alternativa de ingrediente
em alimentos funcionais com quantidade significativa de GOS e baixo teor de

lactose.
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CONCLUSAO GERAL

Com base nos resultados deste trabalho, pode-se concluir que a metodologia
de superficie de resposta mostrou-se eficiente para o melhoramento das condi¢cdes
de temperatura, pH e concentracdo de soro de leite para a maximizacdo da
producdo de GOS: e rendimento da produgcéo de GOS: para as enzimas originadas
de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis.

A B-galactosidase de K. lactis demonstrou ter alta atividade hidrolitica além de
ter a maior producdo de galactooligossacarideos totais quando comparado com a
enzima de Aspergillus oryzae tendo soro de leite como substrato. A enzima de A.
oryzae demonstrou ter o comportamento semelhante, independente do substrato ser
mais complexo, como o soro de leite ou mais simples como a solucdo de lactose
pura. Entretanto, enzima de K. lactis demonstrou ter maior atividade de
transgalactosilagéo no soro de leite quando comparado a lactose pura.

O produto obtido da produgédo de GOS a partir do soro de leite com enzima B-
galactosidase de Kluyveromyces lactis mostrou ser uma alternativa de ingrediente
em alimentos funcionais com quantidade significativa de GOS e baixo teor de

lactose.





