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RESUMO

Galacto-oligossacarideos (GOS) sdo oligossacarideos derivados de galactose sintetizados
por meio de uma reagdo de transgalactosilagdo desencadeada por enzimas B-galactosidases
a partir da lactose. GOS sdo considerados ingredientes alimenticios prebidticos por ndo
serem digeridos no trato gastrintestinal, podendo oferecer beneficios a saude quando
consumidos. O leite, por apresentar um pH favoravel a atuagdo da f-galactosidase derivada
de Kluyveromyces lactis, pode favorecer a hidrolise da lactose e a sintese de galacto-
oligossacarideos. O objetivo deste trabalho foi investigar a eficiéncia da conversdo da
lactose em GOS por via enzimatica em leite UHT desnatado para obtencdo de uma
matéria-prima lactea com presenca de GOS e com teor reduzido de lactose. A enzima
utilizada foi a B-galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozyme 2600L). Foi proposto
um planejamento experimental 23 com concentracOes de lactose de 5, 7,5 e 10% (p/v),
atividade enzimatica de 5, 7,5 e 10 U.mL™, e temperaturas a 30, 35 e 40 °C. A andlise de
carboidratos (glicose, galactose, lactose, 6’-galactosil-lactose, e 6-galactobiose) foi
realizada por CLAE-IR. Todos 0s ensaios alcancaram uma conversdo da lactose acima de
94% ja nas 2 primeiras horas de reagdo, sendo 0s ensaios com maior atividade enzimatica
(10 U.mL™) e menor concentragdo de lactose (5%, p/v) os que apresentaram as melhores
condigBes para a atividade hidrolitica da enzima. J& os ensaios com maior concentracdo de
lactose (10%, p/v) e menor atividade enzimatica (5 U.mL™) favoreceram a reagdo de
transgalactosilacdo, alcancando, a 30 °C, em 1,5 horas de processo, uma matéria-prima
lactea com 0,96% (p/v) de GOS e com teor reduzido de lactose (0,66%, p/v). As anélises
estatisticas demonstraram que a concentracdo inicial da lactose foi o pardmetro que
exerceu maior influéncia na atividade enzimatica de hidrolise da lactose e de sintese de
GOS, enquanto que a temperatura exerceu menor influéncia. Por ser vidvel o controle do
processo enzimatico, as condi¢cdes empregadas neste estudo permitiram a obtencdo de um
produto lacteo com teor reduzido de lactose e com presenca de GOS que pode vir a ser
utilizado como matéria-prima na fabricacéo de derivados oferecendo beneficios prebidticos
que contribuem para a salde.

Palavras-chave: p-galactosidase; Kluyveromyces lactis; Transgalactosilagdo; Prebidtico.



ABSTRACT

Galacto-oligosaccharides (GOS) are oligosaccharides derived-galactose synthesized from
lactose by transgalactosylation reaction by B-galactosidases enzymes. GOS are considered
as prebiotic ingredients for being non-digestible in the gastrointestinal tract, that can offer
health benefits when consumed. The milk, because your favorable pH to the activity of -
galactosidase derived from Kluyveromyces lactis, can promote the hydrolysis of lactose
and the synthesis of galacto-oligosaccharides. The objective of this paper was to
investigate the efficiency of the conversion of lactose to GOS by enzymatic reaction in
skimmed UHT milk to obtain a milk raw material with presence of GOS and reduced
lactose content. The enzyme used was a [-galactosidase of Kluyveromyces lactis
(Lactozyme 2600L). It was proposed an experimental design 23 with lactose concentrations
of 5, 7.5 and 10% (w/v), enzyme concentration of 5, 7.5 and 10 U.mL, and temperatures
at 30, 35 and 40 °C. The analysis of carbohydrates (glucose, galactose, lactose, 6'-
galactosyl-lactose, and 6-galactobiose) was performed by HPLC-IR. All the tests reached a
conversion of lactose above 94% in the 2 hours of reaction. The assays with the highest
enzymatic activity (10 U.mL™) and lower lactose concentration (5%, w/v) presented the
best conditions for hydrolytic activity of the enzyme. On the other hand, the tests with
higher lactose concentration (10%, w/v) and lower enzymatic activity (5 U.mL™) favored
the transgalactosylation reaction, reaching in the milk, at 30 ° C, 0.96% (w/v) of GOS and
a reduced lactose content (0.66%, wi/v). Statistical analysis showed that the initial lactose
concentration was the parameter that exerted the greatest influence on the enzymatic
activity of lactose hydrolysis and GOS synthesis, while the temperature had lower
influence. Because the control of the enzymatic process is feasible, the conditions
employed in this study allowed to obtain a dairy product with reduced lactose content and
with the presence of GOS that can be used as raw material in the manufacture of
derivatives offering prebiotic benefits that contribute to health.

Keywords: B-galactosidase; Kluyveromyces lactis; Transgalactosylation; Prebiotic.
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1 INTRODUCAO

O consumo de leite UHT sem lactose ou com teor reduzido tornou-se popular em
diversas partes do mundo, uma vez que ha um numero significativo de pessoas que
apresentam intolerancia ou ma digestdo da lactose. A estas pessoas falta a quantidade de
lactase necessaria no intestino para hidrolisar a lactose em glicose e galactose, e assim
serem absorvidas através do trato digestivo. Como resultado, a lactose atinge o célon onde
é fermentada, produzindo sintomas como gases, inchaco e diarreia (MATTAR, MAZO,
2010; WOOTEN, 2010).

Devido ao crescente interesse dos consumidores por este produto, 0 nimero de
fabricas de laticinios que agregam aos seus servicos a producdo deste tipo de leite também
aumentou (ADHIKARI et al., 2010). Para tal fim, Rodriguez-Colinas (2014) cita que -
galactosidases “Geralmente Reconhecidas como Seguras” (GRAS) sdo extensamente
utilizadas na inddstria de laticinios.

Além de hidrolise da lactose, B-galactosidases (EC 3.2.1.23) s@o capazes de
catalisar uma reacdo de transgalactosilacdo na qual a lactose ou outros carboidratos servem
como aceptores de galactosil, produzindo galacto-oligossacarideos (GOS), carboidratos
com funcdo prebidtica e diferentes graus de polimerizacao e liga¢des glicosidicas (PARK,
OH, 2010; TORRES et al., 2010). A fonte da enzima e as condi¢cdes de operacdo
(concentracdo de lactose, atividade de agua, temperatura, pH, etc.) assumem influéncia
sobre o rendimento e a composicdo dos GOS sintetizados (IQBAL et al., 2010; URRUTIA
et al., 2013). Em geral, o rendimento de GOS aumenta com a concentracdo de lactose
(VERA et al., 2012).

O pH do leite (aproximadamente 6,7) € adequado para a atividade de muitas -
galactosidases. A literatura é escassa quanto a formacdo de GOS durante o tratamento de
leite com B-galactosidase e 5% de lactose (PURI et al., 2010; RUIZ-MATUTE et al., 2012;
RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2012, 2014). As solucdes de lactose tipicamente relatadas
empregadas para promover a reacdo de transgalactosilacdo estdo em concentragdes entre
15-50% (p/v) (PADILLA et al., 2012; RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2012; SHEN et al.,
2012; VERA et al, 2012; GUERRERO, VERA, ILLANES, 2013; PALAI,
BATTACHARYA, 2013). Trabalho feito por Rodriguez-Colinas (2014) demonstrou ser
possivel produzir quantidade consideravel de GOS a partir da concentracdo de lactose
natural em leite desnatado controlando o processo de hidrolise enzimatica da lactose.

GOS sdo considerados ingredientes alimenticios prebidticos porque ndo sao

digeriveis, contribuindo de modo benéfico para saide de quem o ingere por estimular
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seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um nimero limitado de bactérias
no célon (ROBERFORID, 2007). A sintese de galacto-oligossacarideos ganhou interesse
porque sdo estruturalmente semelhantes aos oligossacarideos presentes no leite humano
(HMO) (GONZALEZ et al., 2008).

Diferentes trabalhos de pesquisa tém relatado os vérios beneficios a saude
proporcionados pelos galacto-oligossacarideos. Atualmente, o foco principal para esses
prebioticos é a sua producdo e utilizacdo como um componente de alimentos funcionais
(SANGWAN et al., 2011).

A producdo de GOS em leite ja demonstrada vem alertar para a possibilidade de se
melhorar as propriedades funcionais de um leite com baixo teor de lactose. Segundo Ruiz-
Matute et al. (2012), um leite com teor de lactose residual menor do que 1 g.L™ (0,1%, p/v)
pode apresentar um contetido de GOS em torno de 7,8 g.L™! (0,78%, p/v), o qual seria
suficiente para exercer um efeito benéfico a saude nos consumidores. A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2016) determina, no entanto, que a porc¢ao do produto
pronto para consumo deve fornecer um minimo de 2,5 g de fibras alimentares para que
ofereca beneficios a saude.

De acordo com o que foi apresentado, este trabalho teve como objetivo verificar a
eficiéncia da conversdo da lactose em galacto-oligossacarideos (GOS) por via enzimética
em leite UHT desnatado, investigando as melhores condicBes para obtencdo de uma
matéria-prima lactea com GOS e com teor reduzido de lactose. Ndo tem sido relatada a
adicdo de lactose ao leite, sendo um dos principais pontos de observacdo neste estudo,
além das condi¢cdes de enzima, temperatura e tempo de processo. A possibilidade de
oferecer um produto lacteo com prebidtico e teor reduzido de lactose poderia ser de
interesse no mercado de lacteos, tendo em vista o desenvolvimento de produtos com as

mesmas funcionalidades e beneficios a saude.
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2 PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE
2.1 Problema de Pesquisa

Considerando que a producao de GOS tem a lactose como principal substrato, e que
0 incremento no teor de lactose no meio contribui para o aumento do rendimento de GOS,
0 problema da pesquisa € formulado da seguinte maneira:

De que forma pode-se melhorar a eficiéncia da converséo enzimatica de lactose em

Galacto-oligossacarideos (GOS) em leite UHT desnatado?

2.2 HipoOtese
O aumento da concentracdo de lactose em leite UHT desnatado resultard no
aumento da eficiéncia da sua conversdo enzimatica em GOS com o controle das condicdes

do processo (atividade enzimética, temperatura e tempo de processo).
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Leite

De acordo com a legislagdo brasileira, “entende-se por leite, sem outra
especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condicdes de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas.” O leite advindo de outras
espécies animais deve ser denominado segundo a espécie de origem (BRASIL, 2011).

A pecudria leiteira e sua cadeia produtiva € uma das atividades mais importantes e
tradicionais do meio rural brasileiro. O Ultimo censo agropecuario (IBGE, 2006) revela que
no Brasil existem aproximadamente 5,2 milhdes de estabelecimentos rurais, dos quais 25%
(aproximadamente 1,35 milhGes) produzem leite, envolvendo cerca de 5 milhdes de
pessoas.

Em 2010, a producdo mundial de leite girou em torno dos 695,7 bilhdes de litros,
dos quais 4,42% (30,7 bilhdes de litros) correspondem ao que foi produzido no Brasil.
Entre 2000 e 2010 a producdo cresceu em média 4,4% ao ano, sendo a segunda maior taxa
anual de crescimento do mundo. A China ficou em primeiro lugar com uma taxa de
17,61% (EMBRAPA, 2011). Em 2013, o valor bruto da producéo de leite chegou aos R$
22,9 bilhGes, contribuindo para movimentar principalmente a economia das pequenas e
médias cidades brasileiras (BRASIL, 2014).

A Embrapa (2013) destaca a relacdo do Brasil com o mercado externo. O pais
sempre foi um tradicional importador de lacteos, passando por periodos de superavit na
balanca comercial, sendo 2008 o Gltimo ano com essa condicdo. A partir de 2013, devido
ao aumento do consumo interno, da crise econdmica ocorrida em 2008, e da
desvalorizacdo do Real, a balanca comercial de produtos lacteos do Brasil é negativa. Em
2012 ela fechou com um déficit de 51,835 milhdes de ddlares. A qualidade do produto
lacteo brasileiro, muito afetada pela existéncia de doencas no rebanho bovino nacional,
como brucelose e tuberculose ja erradicadas pelos potenciais concorrentes do Brasil no
mercado de l&cteos, também é outro fator que impede o pais de atingir mercados mais
exigentes.

Apesar do aumento gradativo do consumo de leite e de produtos lacteos no pais, o
consumo médio da populacdo brasileira ainda se encontra abaixo do recomendado pelo
Ministério da Saude e Organizacdo Mundial da Saude. Enquanto que no Brasil a produgéo
de leite é capaz de fornecer cerca de 170 litros de leite/habitante/ano, estes Orgaos
recomendam que o consumo anual de leite, por pessoa, seja cerca de 210 litros de leite por
ano (BRASIL, 2014).
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3.1.1 Composicao

O leite é considerado um alimento completo pois fornece nutrientes essenciais
como minerais (célcio, magnésio e selénio), vitaminas (A, D, riboflavina, vitamina B12 e
acido pantoténico), e acucares (lactose), constituindo uma importante fonte de energia da
dieta, com proteinas e gorduras de alta qualidade. Por serem alimentos ricos em nutrientes,
0 consumo de leite e produtos lacteos pode adicionar diversidade para dietas a base de
vegetais (VUORISALO et al., 2012; FAO, 2016).

A maior parte do leite € constituida pela agua (87%), enquanto que os elementos
solidos representam 12 a 13% da composicao do leite. Os solidos totais (ST), ou extrato
seco total (EST), englobam todos os componentes do leite exceto a agua. Os sélidos néo-
gordurosos (SNG), ou extrato seco desengordurado (ESD), sdo todos os solidos totais do
leite exceto a gordura. Do teor total de sélidos, a gordura constitui cerca de 3 a 4%, as
proteinas ficam em torno dos 3,5%, e a lactose representa um teor préximo dos 5%. No
entanto, a composi¢do do leite pode variar de acordo com o estagio de lactacdo, raca das
vacas, alimentacao, temperatura ambiente, manejo e intervalo entre as ordenhas, producgéo
de leite e infeccdo da glandula mamaria (EMBRAPA, 2005; FAO, 2016). A Tabela 1

exemplifica o teor médio dos principais constituintes do leite de diferentes animais.

Tabela 1 - Composicao quimica (kg.100™) de leites de vaca, ovelha, bifala e cabra

Vaca Ovelha leiteira Bufala Cabra
Lipideos 3,9 7,2 7,4 4,5
Proteina total: 3,2 4.6 3,8 3,2
Caseina 2,6 3,9 3,2 2,6
Proteinas do soro 0,6 0,7 0,6 0,6
Lactose 4,6 4,8 48 4,3
Cinzas 0,7 0,9 0,8 0,8
Solidos totais 12,4 17,5 16,83 12,8

Fonte: adaptado de Eskin e Shaidi (2013)

A forma como esses elementos se distribuem e interagem é determinante para a
estrutura, propriedades funcionais e aptiddo do leite para determinado processamento.
As micelas de caseina e os globulos de gordura sdo responsaveis pela maior parte das

caracteristicas fisicas (estrutura e cor) dos produtos lacteos (EMBRAPA, 2005).
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3.1.2 Leite UHT desnatado

A Portaria n° 146 de 07 de marco de 1996, que aprova o Regulamento técnico de
identidade e qualidade do leite UAT (UHT), define o leite UAT (Ultra Alta Temperatura,
UHT) como o “leite homogeneizado que foi submetido, por 2 a 4 segundos, a uma
temperatura de 130 °C mediante um processo técnico de fluxo continuo, imediatamente
resfriado a uma temperatura inferior a 32 °C e envasado sob condi¢Bes assépticas em
embalagens estéreis e hermeticamente fechadas” (BRASIL, 1996).

O leite UAT (UHT) pode ser classificado de acordo com o seu contetido de matéria
gorda. Dessa forma, o leite UAT (UHT) podera ser denominado “integral” (minimo de 3%
de gordura), “semi ou parcialmente desnatado” (0,6 a 2,9% de gordura), ¢ “desnatado”
(maximo de 0,5% de gordura). As expressdes "longa vida" e/ou "homogeneizado" poderdo
ainda ser acrescentadas (BRASIL, 1996).

Haq et al. (2014) informam que o leite desnatado, o tipo de leite com teor reduzido
ou auséncia de gordura, obtido pela separacdo do creme, pode ser facilmente consumido
por todos. E utilizado em diversos produtos alimenticios como queijo, bebidas lacteas,
bolos, pédes, etc. Considerando o teor de lactose, proteinas, célcio e outros minerais,
aumenta o valor nutritivo dos produtos. Constitui uma excelente alternativa para aqueles

que adotam o consumo reduzido de gordura na dieta.

3.2 Lactose

A lactose (B-D-galactopiranosil-(1-4)-D-glicopiranose) é o principal carboidrato
presente em leite e derivados. E produzida pelas células epiteliais da glandula maméria,
constituindo a principal fonte de energia dos recém-nascidos mamiferos. Todos 0s
carboidratos sdo constituidos por unidades de sacarideos, e a lactose é formada por duas
unidades, a glicose e a galactose, unidas por uma ligacdo glicosidica do tipo B-1,4
(SCHILIME, BUCHHEIM, 2002; EMBRAPA, 2005). A estrutura quimica da lactose esta
representada pela Figura 1.

Cerca de 70% da populagdo mundial possui problemas com assimilacdo da lactose
(ma absorgdo ou intolerancia). No Brasil, a ocorréncia de intoleréncia a lactose situa em
torno dos 57%, com prevaléncia de 8% a 45% nas regides sudeste e sul do pais (PRETTO
et al., 2002; PEREIRA, FURLAN, 2004). A ma digestdo da lactose ocorre devido a um
declinio na atividade da enzima B-galactosidase no intestino. Quando o individuo apresenta

esse quadro, a lactose chega ao intestino delgado e ndo é hidrolisada, promovendo
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sintomas com severidade variada, tais como: dor abdominal, diarréia, nauseas e
flatuléncias (MATTAR, MAZO, 2010; WOOTEN, 2010; BURGAIN et al., 2012).

Figura 1 — Estrutura quimica da lactose
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Fonte: adaptado de Shen et al. (2012)

A lactase ndo persistente ocorre em aproximadamente 65% da populacdo adulta,
podendo ser secundaria e reversivel, ndo relacionada a genética. Ocorre quando a borda da
escova jejunal pode ser afetada por alguma doenca gastrointestinal (doenca celiaca, doenca
de Crohn, gastroenterite aguda). Assim, quando a inflamacgéo acaba, a producdo de lactase
recomeca. Isto resulta na presenca de lactose ndo absorvida no trato gastrointestinal que
pode produzir dois efeitos indesejaveis: aumento da carga osmotica com aumento do
conteldo de agua no intestino, e a fermentacdo da lactose pela microbiota do colon,
levando a uma producdo de gas aumentada. O processo decorrente da lactose nao
persistente difere-se da alactasia congénita que € a auséncia de lactase desde o nascimento,
extremamente rara e potencialmente fatal, sendo apenas 40 casos relatados (SWALLOW,
2003).

O limiar de tolerancia da lactose depende de varios fatores relacionados a
quantidade consumida, tempo de trénsito intestinal, presenca de outros componentes da
dieta no interior do limen gastrointestinal, consisténcia, temperatura, quantidade de lactase
residual, e diversidade da microbiota gastrointestinal. Os sintomas de intolerancia a lactose
geralmente ndo ocorrem até que haja menos de 50% da atividade da lactase (SWALLOW,
2003). Na verdade, a maioria das pessoas com lactase ndo persistente pode tolerar
pequenas quantidades de lactose na dieta quando é ingerida ao longo do dia e, no total, até
12-15 g/dia (LOMER, PARKES, SANDERSON, 2008).
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A lactose, porém, estd presente comumente em diversos alimentos e preparacfes
industriais devido suas propriedades tecnologicas como fermentacdo, cristalizacdo, entre
outras. Para tentar combater o mal da intolerancia a este carboidrato, as pessoas tém
recorrido a algumas solucdes terapéuticas e dietéticas como reducdo do consumo de
alimentos com lactose, consumo de leite e derivados com auséncia ou teor reduzido de
lactose, ingestdo de probidticos que sintetizam naturalmente a lactase, ou ingestdo da
prépria enzima antes das refeicdes (BURGAIN et al., 2012).

Em 2006, cerca de 870 mil toneladas de lactose na forma cristalina foram
produzidas em todo o mundo, com uma taxa anual de crescimento entre 3 e 5% até 2012.
Além disso, 0s panoramas contemporaneos econémicos e ambientais ditam que métodos
eficazes devem ser desenvolvidos para explorar a lactose como matéria-prima renovavel
(SHEN et al., 2012).

A bioconversdo da lactose em derivados nutracéuticos tem sido um desafio. Varias
substancias como galacto-oligossacarideos (GOS), lactulose, lactitol, lactosucrose, &cido
lactobidnico, acido gluconico, lactona, e tagatose sdo sintetizadas através de reacOes
quimicas e bioquimicas diferentes tais como hidrélise, transgalactosilacdo, oxidacéo,
reducdo, isomerizacao, e hidrogenolise, a partir de matérias-primas ricas em lactose como
0 soro de leite. Nos processos de producdo destas substancias podem ser empregadas
enzimas como biocatalisadores, ou podem ser desenvolvidos por outras vias como a
fermentacdo microbiana (NATH et al., 2016). A Figura 2 ilustra a formacdo de diversos

produtos nutracéuticos que podem ser produzidos a partir da lactose.

Figura 2 — Diferentes tipos de nutracéuticos bioativos derivados da lactose

Acido lactobiénico Lactulose Lactitol
~ 0 A
Oxidagdo Isomerizagio Reducio
~N |7
Lactose Acido lactico
-~ ~ 1\

Frutosil-transfer Hidroélise Fermentac#o microbiana

e N8
Lactosucrose _ Galactose + Glicose — § — Acido glucénico
Isomerizagio ‘“——— g lT
' Transgalactosilagdo
Tagatose v Acido glucénico
Galacto-oligossacarideo Lactona

Fonte: adaptado de Nath et al. (2016)
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3.3 p-galactosidase

A enzima p-galactosidase (E.C. 3.2.1.23 - B-D-galactosideo-galactohidrolase) é
denominada comumente de lactase devido a sua acdo natural de catalisar a hidrolise da
lactose em seus acUcares constituintes (PARK, OH, 2010). Estas enzimas tém varias
aplicacdes nas industrias de fermentacdo e produtos lacteos, e, principalmente por causa de
sua capacidade de hidrolisar a lactose, elas tém atraido a atencdo de pesquisadores e
fabricantes de produtos lacteos (PADILLA et al., 2012).

A utilizagdo de [-galactosidases microbianas que promovem reacdo de
transgalactosilagcdo tem sido uma das principais opgdes para bioconversdo de lactose em
importantes produtos comerciais. A aplicacdo varia quanto ao processo utilizado, sendo
empregada em sua forma livre, em biorreatores de batelada convencionais, ou imobilizadas
em matrizes especiais que revestem internamente biorreatores de leito (GONCALVES,
JOSE, RODRIGUES, 2010; SHEN et al., 2011, 2012; NATH et al., 2016).

3.3.1 Classificacéo

Ginzle (2012) informa que a classificagdo de -galactosidases pode ser tomada a
partir das caracteristicas estruturais e do mecanismo catalitico da enzima. Assim, as
familias glicosil-hidrolases (GH) sdo divididas e denominadas em GH1, GH2, GH35 e
GH42.

A familia GH1 compreende as fosfo-B-galactosidases lacG, bem como as f-
galactosidases termoestaveis BglA com atividade sobre a lactose (KANG et al., 2005). A
familia GH2 compreende as (-galactosidases lacZ e lacLM de E. coli e de bactérias
produtoras de 4cido lactico. Estas enzimas sdo altamente especificas no residuo [3-
galactosil, e utilizam como principais substratos a lactose e os galactosideos com ligacGes
do tipo B-1,3 ou p-1,6 (MATTHEWS, 2005).

As familias GH35, a qual pertencem as enzimas derivadas do género
Kluyveromyces, e GH42, que inclui as enzimas de Bifidobacterium longum e
pseudolongum, utilizam como substrato uma variedade de glicosideos com ligagoes B-1,2,
B-1,4 e B-1,6. (TORRES et al., 2010). Varias enzimas da familia GH42 ndo hidrolisam
lactose. Refletindo as especificidades quanto ao substrato, as -galactosidases das familias
GH42 e GH2 sdo frequentemente encontradas no mesmo organismo (van den BROEK et
al., 2008; SCHWAB, SORENSEN, GANZLE, 2010).
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3.3.2 Mecanismo de acao

Enzimas B-galactosidases, um tipo de glicosidases, agem como hidrolases por
natureza (SHEN et al., 2012). A enzima age sobre o terminal ndo redutor dos residuos p-D-
galactosil de oligossacarideos e transfere o radical galactosil para aceptores adequados
(PADILLA et al., 2012).

Conhecer o mecanismo bioquimico para a atividade da enzima [-galactosidase se
faz altamente relevante para a sintese de produtos como GOS, uma vez que explica como
esta enzima, conhecida pela sua atividade hidrolitica, pode oligomerisar galactosideos sob
controle cinético. Este mecanismo também oferece uma visdo sobre alguns dos fatores
ambientais que influenciam a sintese e producdo de GOS (GOSLING et al., 2010).

A primeira etapa durante a atividade da B-galactosidase é o encaixe de uma
molécula de substrato pela formacédo de uma ligacdo covalente entre o radical galactosil do
substrato e a enzima. Quando o substrato € a lactose, a porcéo glicana é o galactosil e a
porcéo aglicana é o radical glicosil. Enquanto esta enzima mostra alta especificidade pelo
substrato exigindo substratos com galactosil ligados por uma ligacdo glicosidica de
estereoquimica beta, existe uma ampla especificidade para o radical aglicano. Tém sido
relatadas caracteristicas estruturais de [3-galactosidases que sdo importantes em interacdes
entre o substrato e o sitio ativo da enzima, e incluem grupos participantes da ligacdo de
hidrogénio, um ion de sodio electrostaticamente ligado, e cadeias laterais de aminoacidos
aromaticos que formam uma plataforma essencial para a ligacdo de hexoses como
substratos (GLOSTER et al., 2004; ISHIKAWA et al., 2005).

Apos a fixacdo do substrato no sitio ativo da B-galactosidase, a catéalise pode
ocorrer. E aceito que a reacdo ocorre com um mecanismo de retencdo. Uma ligacdo
covalente é formada entre o radical galactosil e a enzima, seguido por transferéncia para
um aceptor nucleofilico. A via de reacdo diverge neste ponto. O resultado da reacdo
depende da identidade do aceptor de galactosil, porque existe um amplo espectro de
especificidade. Quando o aceptor de galactosil é a agua, a galactose livre é liberada. A
hidrélise do galactosideo € entdo o resultado da reacdo, direcionando a degradacdo da
lactose (GOSLING et al., 2010).

A hidrdlise enzimatica da lactose produz principalmente glicose e galactose, mas
quando a via da reacdo diverge em direcdo a transferéncia de galactosil a um aceptor que €
um sacarideo (glicose, galactose, lactose, ou uma molécula de GOS), galacto-
oligossacarideos também podem ser formados atravées de uma reagdo de

transgalactosilacdo. Nesta reacdo, de forma interessante, este grupo de enzimas pode
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catalisar a transferéncia da porcéo de galactose de um doador (geralmente a lactose) para
uma molécula de carboidrato sob condicGes especiais utilizadas para a sintese de varios
oligossacarideos que contém a fracdo de galactose (HSU et al., 2007; GOSLING et al.,
2010). A Figura 3 esquematiza todo o mecanismo de reacdo de f-galactosidase sobre a

lactose.

Figura 3 - Mecanismo de reacgdo simplificado de p-galactosidase em lactose
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E - enzima; LAC - lactose; GAL - galactose; GLC - glicose;
ROH - aceptor de aglcar; GAL-OR - acUcar galactosil
(galacto-oligossacarideo). Fonte: Mahoney (1998)

Nath et al. (2016) pontua que a bioquimica do mecanismo de atividade catalitica,
bem como a sintese de nutracéuticos a partir de lactose, depende de alguns parametros
importantes, tais como a estrutura de enzimas, concentracdo de substrato, tipo e
concentracdo de tampdo, temperatura, pH, sistema de catélise, e configuracédo do reator.

A utilizagdo da enzima [-galactosidase por parte da industria apresenta uma
importancia comercial relevante. A partir das propriedades hidroliticas e de sintese a partir
da lactose, a atuacdo destas enzimas contribui para a reducdo do impacto ambiental
associado ao descarte do soro, evita a cristalizacdo da lactose em alimentos congelados, e
permite o consumo de leite e derivados por individuos que tenham intolerancia a lactose
(MARIN-NAVARRO et al., 2014).

3.3.3 Principais fontes
Estas enzimas, apesar de relatadas ocorréncias em fontes vegetais como améndoas,
damascos, péssegos, peras, entre outros, (MAHONEY, 2003; DWEVEDI, KAYASTHA,
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2009) sdo utilizadas principalmente de fontes microbianas para aplicacdes biotecnolégicas,
incluindo fungos (RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al., 2011; VERA et al., 2012; FAI et
al., 2014), leveduras (PETROVA, KUJUMDZIEVA, 2010; SHEN et al., 2012; PADILLA
et al., 2012; FAI et al., 2014) e bactérias (GOSLING et al., 2009; PALAI, MITRA,
BATTACHARYA, 2012; RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2012). As condicdes 6timas do
processo variam de acordo com o microrganismo em que esta foi extraida (RODRIGUEZ-
COLINAS et al., 2014; FRENZEL et al., 2015).

Hoje em dia, B-galactosidases de origem microbiana representam uma viavel
alternativa para a sintese quimica de GOS com beneficios de estéreo-especificidade
enzimatica com rendimento final superior. Estas enzimas tém sido frequentemente
caracteristicas de bactérias acido-lacticas e bifidobactérias relacionadas ao leite, produtos
lacteos, e ao intestino de recém-nascidos (OSMAN et al., 2011; SCHWAB et al., 2011).

A Resolucdo RDC n° 26, de 26 de maio de 2009, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), aprova a lista de enzimas permitidas para uso em
alimentos destinados ao consumo humano conforme a sua origem, em substituicdo
ao anexo | da Resolucdo RDC n° 205 de 14 de novembro de 2006. A enzima lactase
utilizada pela industria brasileira de alimentos deve ser, portanto, de origem microbiana,
proveniente dos fungos: Aspergillus Niger, Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis,
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces
sp., pois todos sdo considerados GRAS (“Generally Recognized as Safe””) (BRASIL, 2006,
2009).

Padilla et al. (2012) traz informacGes de que a espécie Kluyveromyces lactis
recebeu uma atencdo consideravel por ser tanto um modelo genético e industrial de
levedura, como uma fonte de metabdlitos e enzimas diferentes. A espécie Kluyveromyces
marxianus foi explorada por causa de suas potenciais aplicacdes biotecnoldgicas, embora o
conhecimento sobre essa Ultima seja menor comparado com 0 que se conhece sobre K.
lactis. Ambas as espécies atuantes em produtos lacteos apresentam um bom rendimento de
crescimento e uma maior atividade enziméatica em comparacao a outras leveduras. Assim,
ambas as espécies sdo fontes industriais relevantes de atividade de f-galactosidase, e elas
tém sido tradicionalmente utilizadas no desenvolvimento de produtos com teor reduzido de

lactose e para o tratamento bioldgico de residuos como o soro de queijo.


https://www.diariodasleis.com.br/busca/exibelink.php?numlink=1-9-34-2006-11-14-205#aneI
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3.4 Galacto-oligossacarideos (GOS)

Galacto-oligossacarideos (GOS) sdo oligossacarideos ndo digeriveis derivados da
lactose por acdo de B-galactosidases. GOS sdo considerados prebioticos por promoverem o
crescimento de bactérias no intestino (MICHELON et al., 2014) e licenciados como
aditivo de alimentos FOSHU (“Foods for Specified Health Use”) pelo Ministério da Salude
do Japéo (SAKO, MATSUMOTO, TANAKA, 1999). A ANVISA licencia o uso de GOS
em formulas infantis (ANVISA, 2016), porém ndo sdo listados como ingredientes
alimenticios com alegacdo de propriedade funcional e/ou de saude, e sim os fruto-
oligossacarideos (FOS) (BRASIL, 2011).

As moléculas de GOS consistem em num numero variavel de unidades de galactose
combinado a um residuo de glicose terminal através de ligacGes glicosidicas,
principalmente dos tipos B-1,4 e B-1,6. A estrutura geral de GOS pode ser representada
como [galactose]n-glicose, contendo de uma a sete unidades de galactose. Dissacarideos
compostos de galactose também sdo considerados GOS (TZORTIS, VULEVIC, 2009;
GOSLING et al., 2010; TORRES et al., 2010).

Gosling et al. (2010) explicam que os GOS podem ter estruturas diferentes quanto
ao grau de polimerizacdo (Tabela 2), composicdo de sacarideos, e regido e natureza das
ligacGes glicosidicas conforme ilustrado na Figura 4. Diferencas na regido e natureza das
ligacbes de GOS sdo controladas principalmente pela identidade da enzima utilizada e,
provavelmente, também estdo relacionadas com a estrutura e com 0 mecanismo de reagao
da enzima. As ligacGes entre acUcares nestas misturas sdo formadas e hidrolisadas a
diferentes taxas, de modo que o tempo de reacdo influencia as estruturas presentes numa
mistura de GOS. As diferencas estruturais dos GOS desencadeiam consequéncias
importantes quanto as suas propriedades quimicas, crescimento diferenciado de
microrganismos probioticos, e afeta caracteristicas relevantes para aplicacdes alimentares.
O grau de polimerizagdo (DP) influencia, principalmente, a eficacia prebidtica dos GOS e
outras caracteristicas relevantes (docura e propriedades de gelificacdo) para a sua

incorporagdo em produtos.
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Tabela 2 — Diferentes tipos de galacto-oligossacarideos (GOS) obtidos da lactose por

reacao de transgalactosilacéo

Dissacarideo
B-D-Gal (1—6)-D-Glc
B-D-Gal (1—6)-D-Gal
B-D-Gal (1—4)-D-Gal
B-D-Gal (1—3)-D-Glc
B-D-Gal (1—3)-D-Gal
B-D-Gal (1—2)-D-Glc
Trissacarideo
B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—4)-D-Glc
B-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1—6)-D-Gal
B-D-Gal (1—3)-B-D-Gal (1—4)-D-Glc
B-D-Gal (1—4)-p-D-Gal (1—4)-D-Glc
B-D-Galp-(1—06)-[p-D-Galp-(1—3)]-D-Glc
B-D-Galp-(1—4)-p-D-Galp-(1—2)-D-Glc
B-D-Galp-(1—4)-[pB-D-Galp-(1—6)]-D-Glc
B-D-Galp-(1—6)-[p-D-Galp-(1—2)]-D-Glc
B-D-Galp-(1—4)-pB-D-Galp-(1—3)-D-Glc
Tetrassacarideo
B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1—4)-D-Glc
B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—3)-B-D-Gal (1—4)-D-Glc
B-D-Gal (1—3)-B-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1—4)-D-Glc
Pentassacarideo
B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal(1—4)-D-Glc

Gal — galactose; Glc — glicose; Galp - galactopiranosil. Fonte: Nath et al. (2016).

Figura 4 — Diferentes estruturas de GOS
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— galactose; Glc — glicose. Fonte: Gosling et al. (2010)
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3.4.1 Sintese enzimatica

A formagdo de GOS ocorre preferencialmente via sintese enzimatica a partir de
substratos ricos em lactose envolvendo enzimas glicosiltransferases (EC 2.4) ou
glicosideo-hidrolases (EC 3.2.1) como biocatalisadores (TORRES et al., 2010). Dentro
deste ultimo grupo, a enzima (-galactosidase (EC 3.2.1.23) € capaz de sintetizar galacto-
oligossacarideos através de um mecanismo de transgalactosilacdo. Outras alternativas de
processo de fermentacdo de substratos ricos em lactose, além da utilizacdo de enzimas
purificadas, sdo a utilizacdo de células viaveis ou de enzimas imobilizadas (PANESAR,
KUMARI, PANESAR, 2010).

A reacéo de transgalactosilacdo e formagéo de GOS durante a conversao da lactose
catalisada pela B-galactosidase foi observada pela primeira vez no inicio da década de 1950
(WALLENFELS, 1951). Esta reacdo tem despertado interesse nos ultimos anos pelos
efeitos prebidticos dos GOS, os quais podem ser empregados e denominados como
ingredientes funcionais, sendo entdo utilizados numa variedade de produtos incluindo leite
fermentado, produtos de panificacdo, geleias, confeitos e bebidas (WANG, 2009).

Tzortis e Vulevic (2007) destacam que a conversdao da lactose em GOS por -
galactosidase € uma reagdo cineticamente controlada, havendo uma competicdo entre
hidrélise e transgalactosilacdo. Especificamente durante esta conversdo, a hidrolise da
lactose é termodinamicamente favorecida, a qual gera D-galactose e D-glicose. A atividade
hidrolitica compete com a atividade de transferase que gera uma mistura complexa de
oligossacarideos de estruturas diferentes baseados em galactose.

Durante o processo de transgalactosilacdo, ao contrario do que acontece durante a
reacao de hidrolise da lactose, a enzima, ao invés de transferir unidade de galactose para o
grupo hidroxila da &gua, transfere para um composto hidroxilado que pode ser a galactose,
lactose ou galacto-oligossacarideos, resultando em oligossacarideos com um grau mais
elevado de polimerizacdo (HSU et al., 2007). A lactose atua como um doador do terminal
galactosil, formando um complexo ativo enzima-galactosil que pode ser nucleofilicamente
atacado tanto por uma molécula de &4gua para a formacdo do produto de hidrélise, como
por um receptor nucleofilico, exceto a 4gua, para produzir o GOS pela formacgdo de uma
nova ligacdo glicosidica (GOSLING et al. 2010). A Figura 5 esquematiza este processo.

Gosling et al. (2010) explica que o mecanismo de transgalactosilagdo da [3-
galactosidase recebeu menos atencdo comparado com o de hidrolise. Geralmente, os dados
até entdo publicados sobre este mecanismo fazem inferéncias a partir da reacéo hidrolitica,

e ndo é observada, diretamente, a transgalactosilacdo. N&o se sabe se as intera¢des no sitio
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ativo diferem quando o aceptor é um sacarideo comparado a agua. No entanto, é bem
conhecido que diferentes enzimas exibem diferentes seletividades para agua e sacarideos,
como diferentes enzimas variam no rendimento de GOS com a mesma concentracdo de
lactose. Parece provavel que essa diferenca nos rendimentos de GOS seja um resultado de

diferencas estruturais e/ou de mecanismo entre f-galactosidases de diferentes fontes.

Figura 5 — Mecanismo de reacdo de sintese de galacto-oligossacarideo (GOS) de lactose

/Qose
- t'

H Glicose

1 - Ligagdo entre enzima e substrato; 2 — Complexo enzima-galactosil; 3 — Transgalactosilacdo com a lactose
como aceptor do radical galactosil; 4 — Galacto-oligossacarideo formado. Fonte: adaptado de Nath et al.
(2016)

O mecanismo bioquimico de sintese de GOS, por ser bastante complexo, pode ser
resumido da seguinte forma: o primeiro passo é a formacdo de um complexo enzima-
galactosil e a simultanea liberacdo da glicose. Em uma segunda etapa, 0 complexo enzima-
galactosil é transferido para um aceptor que contenha um grupo hidroxil (carboidratos),
formando assim um oligossacarideo derivado de galactose (TORRES et al., 2010;
MICHELON et al., 2014).

A preferéncia de B-galactosidases para transgalactosilacdo sobre a hidrdlise difere
fortemente entre as enzimas, resultando em rendimentos e tamanhos diferentes de GOS sob
diferentes condigGes de reacdo (SCHWAB, SGRENSEN, GANZLE, 2010). Fatores como

origem da enzima e as condi¢es de funcionamento da reacdo (concentracdo de lactose,
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atividade de &gua, temperatura, pH, etc.) influenciam o rendimento e a composi¢do do

GOS sintetizado (Tabela 3) (IQBAL et al., 2010; URRUTIA et al., 2013).

Tabela 3 — Condigdes de reagdo para diversas fontes de B-galactosidases empregadas para
a producdo de GOS

Concentracéo .
Fonte Tempoeratura oH de Iactos((;e Rendlmer;to de
(°C) (%, piv) GOS (%)
Aspergillus Niger 40 7,0 2-30 16
Aspergillus oryzae 40-80 45-7,0 1-72 35
Bacillus circulans 40 6,0 4,3-36 6-48
Escherichia coli 30-37 6,5-7,5 2,2-24 44-56
Thermus sp. 70 7,0 7,5-30 40
Lactobacillus acidophillus 30 6,5 21 39
Lactobacillus reuteri 30-37 6-6,5 4,6-21 26-38
Penicillium simplicissimum 50 6,5 30-60 30
Kluyveromyces lactis 24-50 5-7,5 5-40 38
40 6,9-7,5 17-31 43
40 6,5 8-32 28
37 6,6 3-13 7,4
35-45 7,0 14-23 22
45 7,0 20 31
Kluyveromices marxianus 35-40 6,2-7,0 5-50 45
Saccharopolyspora
rectivirgula 70 7,0 60 44
Bifidobacterium bifidum 37-55 5-7,5 10-50 20-44
Bifidobacterium angulatum 55 7,5 5-30 44
Bifidobacterium infantis 30 6,5 36 49
Bifidobacterium pseudolongum 55 7,5 30 27
Bifidobacterium adolescentis 55 7,5 30 43
Rhodotorula minuta 30-60 5,0-6,0 20-36 39-64

Fonte: adaptado de Torres et al. (2010)

Por ser uma reacdo cineticamente controlada, a sintese enzimatica de GOS é
altamente dependente das propriedades da enzima. A origem da enzima tem influéncia
marcante na conversao do substrato, na produtividade e na distribuicdo de produtos
(TORRES et al., 2010). B-galactosidases de origens distintas refletem essa diferencga
quanto a sua seletividade a 4gua e a moléculas de agUcar, resultando em rendimentos de

GOS, estruturas e tipos de ligacbes glicosidicas diferentes mesmo atuando em meios com
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as mesmas concentragdes iniciais de lactose (GOSLIN et al., 2010; OTIENO et al.,
2010).

Torres et al. (2010) afirmam ser a concentracdo inicial de lactose a variavel mais
importante, independentemente da fonte de enzima, em concentracdes superiores a 30%
(p/v), favorecendo assim a sintese de GOS em detrimento da hidrélise, de modo a
aumentar o rendimento. Se a concentracdo de lactose no sistema for alta, as moléculas de
lactose e dos demais oligossacarideos tém mais chances de atuarem como aceptores do
complexo enzima-galactosil, formando assim os GOS (MICHELON et al., 2014). Alguns
trabalhos (PALAI, MITRA, BATTACHARYA, 2012; VERA et al., 2012; PALAI,
BATTACHARYA, 2013) comprovaram este fato. As concentragdes mais elevadas de
lactose podem produzir um aumento do rendimento da sintese, embora haja uma
diminuicdo na producdo de GOS em concentracdes de lactose acima de 40% (p/v).

Sabe-se que solugdes supersaturadas de lactose podem ser facilmente obtidas dentro
de um estado metaestavel. As concentracfes mais elevadas de lactose (2,1 vezes mais sua
concentracdo de saturacdo) direcionam a solucdo a um estado instavel, podendo ocorrer
espontaneamente a precipitacdo da lactose (WALSTRA, WOUTER, GEURTS, 2006).
Vera et al. (2012) concluiram que a precipitacdo da lactose leva a um declinio na sua
concentracdo, diminuindo assim o rendimento de sintese.

A solubilidade da lactose em altas concentracGes é fortemente dependente da
temperatura. Entretanto, o uso de altas temperaturas € limitado pela estabilidade da enzima,
influenciando o rendimento da reacdo. Em meios com maior concentracdo de lactose, o
rendimento de GOS e a produtividade especifica aumentam com a temperatura. Além de
aumentar a solubilidade da lactose, a temperatura aumenta as taxas de reacdo (VERA et
al., 2012) e parece ocasionar a formacdo de tipos superiores de GOS (PALAI, MITRA,
BATTACHARYA, 2012). Temperaturas mais baixas tendem a prolongar o tempo de
reacdo até alcancar o rendimento maximo de GOS (RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2014).

O pH e o tipo de processo também podem influenciar a formacdo de GOS a partir
da lactose (INTANON et al., 2014; FRENZEL et al., 2015). A temperatura e 0 pH do
processo sao determinados, principalmente, pela origem microbiana da enzima empregada,
a fim de garantir que a mesma atue ao maximo durante todo o tempo de processo. Vera,
Guerrero e Illanes (2011) verificaram, entretanto, que se a temperatura € o pH forem
compativeis com a atividade e a fonte da enzima, ndo tém nenhum efeito significativo

sobre o rendimento de sintese e de distribuicdo de produtos.
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Em particular, a B-galactosidase da levedura mesdéfila Kluyveromyces lactis, que
tem sido amplamente estudada devido a sua alta atividade de hidrolise de lactose e seu
habitat (PARK, OH, 2010; RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2012), tem revelado produzir
principalmente dissacarideos (allolactose e p-1,6-galactobiose) e trissacarideos (6°-
galactosil-lactose) (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008; RODRIGUEZ-COLINAS
et al., 2011). Esta enzima vem sendo empregada para a producdo de GOS em temperaturas
que vdo de 30 °C (LISBOA et al. 2012; RUIZ-MATUTE et al., 2012) a 50 °C
(RODRIGUEZ-FERNANDEZ et al., 2011; PADILLA et al., 2012), sendo a temperatura
de 40 °C mais proxima da sua temperatura 6tima de trabalho (LISBOA et al., 2012;
GUERRERO, VERA, ILLANES, 2013; RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2014; FRENZEL
et al., 2015). Esta mesma enzima atua, geralmente, numa faixa de pH 6,5 (RODRIGUEZ-
FERNANDEZ et al., 2011; PADILLA et al.,, 2012; GUERRERO, VERA, ILLANES,
2013; FISCHER, KLEINSCHMIDT, 2015) a 7,5 (FRENZEL et al., 2015), sendo o pH do
leite (proximo a 6,7) bastante favoravel a atividade desta enzima.

O tempo da reacdo também exerce influéncia sobre o rendimento de sintese de
GOS. Palai, Mitra e Battacharya (2012) observaram que ha uma maior producdo de GOS
nos estagios iniciais de reacdo, enquanto que, com o avancar do tempo, ha um répido
decréscimo na producdo de GOS e um aumento das quantidades de galactose e glicose. No
inicio da reacdo, a baixas concentrac@es de lactose, predomina a hidrélise, pois o radical
galactosil teria uma maior probabilidade de anexar a &gua como um aceptor do que a
lactose, ao passo que a transgalactosilagdo ocorre em concentragfes mais elevadas de
lactose.

Vera et al. (2012) constataram em seus experimentos que a propor¢do de enzima
(Aspergillus oryzeae) e substrato (lactose a 40%, p/v), dentro da faixa estudada (5 a 300
U.g™h), ndo teve efeito significativo no rendimento e na produtividade de sintese de GOS.
Entretanto, Manera et al. (2010) e Palai, Mitra e Battacharya (2012) sugerem um possivel
efeito da proporgéo entre enzima e substrato no rendimento e na produtividade. Dentro de
uma reacdo cineticamente controlada, a produgdo méxima é determinada, portanto, pelos
pardmetros cineticos da enzima, e ndo pela sua concentracdo que somente afeta a taxa do
rendimento obtido. Assim, a concentracdo de enzima influencia tanto a taxa de formacao

de GOS como a taxa de hidrélise da lactose.
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3.4.2 Beneficios a saude

Roberfroid (2007) define prebidticos como ingredientes alimentares ndo digeriveis
que sdo seletivamente fermentados pela microbiota gastrointestinal humana permitindo
alteracdes especificas tanto em sua composicdo como em sua atividade, conferindo
beneficios ao bem-estar e a saude.

Para ser definido como prebidtico, o produto deve ser resistente a digestdo no
intestino delgado e a hidrdlise, e ser fermentado pelas bactérias desejaveis no colon, e
estimular de forma seletiva o crescimento desta mesma microflora, ou ter efeito
bifidogénico (CHONG, 2014). Os prebidticos possuem um mecanismo de atuacgao
fisiologica semelhante as demais fibras dietéticas (RASTALL, 2013; MICHELON et al.,
2014).

O perfil da composicdo de GOS produzido é de grande importancia para a
determinacéo dos seus beneficios. Particularmente, um estudo anterior objetivando avaliar
a digestibilidade do GOS, verificou-se que os tri- e tetrassacarideos ndo foram hidrolisados
in vitro pela o-amilase salivar humana, pelo suco gastrico artificial, pela a-amilase
pancreatica de suino, e por acetona intestinal de rato, enquanto que os dissacarideos foram
parcialmente digeridos pelas enzimas intestinais (CHONAN et al., 2004; TORRES et al.,
2010). Por esta razdo, o efeito prebidtico de GOS esta associado principalmente aos
trissacarideos (tri-GOS) e tetrassacarideos (tetra-GOS) (GOSLING et al., 2010; TORRES
etal., 2010).

As propriedades prebidticas dos GOS, por sua vez, sdo reconhecidas por
promoverem o crescimento de bifidobactérias e lactobacilos (RODRIGUEZ-COLINAS et
al., 2013), resultando em beneficios a saude. Com o aumento da populacdo de
bifidobactérias no colon e por efeito antagbnico, hd uma supressdo da atividade de
bactérias putrefativas, reduzindo a formacdo de metabolitos toxicos. O aumento da
biomassa microbiana resultante de sua fermentacéo contribui também para um aumento na
frequéncia de evacuagdes, confirmando sua atuacdo como as fibras dietéticas
(MONTILLA et al., 2015).

Por serem resistentes ao processo digestivo no intestino delgado, os GOS sdo
hidrolisados pelas bactérias a pequenos oligbmeros ou mondmeros. NO processo
metabdlico de fermentagdo, os oligossacarideos servem de fonte de energia para
proliferacdo destes microrganismos, os quais geram gases (Hz, CO,, CH;) e pequenos
acidos organicos, tais como acetatos, butiratos, propionatos e lactatos (ROBERFROID,

2007). Esses acidos graxos de cadeia curta, especialmente os butiratos, estimulam a
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proliferacdo de células do epitélio do intestino e reduzem o pH lumial, contribuindo para o
aumento da absor¢éo de calcio e minerais no intestino (RASTALL, 2013).

Muitos outros efeitos benéficos dos GOS sdo citados na literatura: estimulo a
producdo de nutrientes; aumento da umidade do bolo fecal através de pressdo osmdtica;
inibicdo da diarreia; efeito protetor contra infecgdes nos tratos gastrintestinal, respiratorio e
urogenital; reduz a incidéncia de cancer colorretal; além de efeito benéfico no metabolismo
de carboidratos e de lipidios promovendo a diminuicdo do conteddo de colesterol no
sangue (MUSSATTO, MANSILHA, 2007; CHONG et al., 2014; BRUNO-BARCENA;
AZCARATE-PERIL, 2015).
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ARTIGO

Processo enzimatico de reducéo de lactose em leite UHT desnatado visando a

obtencéo de um produto lacteo com prebidticos

Priscila Barbosa Bezerra Nunes, Samara Alvachian Cardoso Andrade, Andrelina Maria
Pinheiro Santos, Tania Maria Sarmento da Silva, Girliane Regina da Silva, Erilane de

Castro Lima Machado

RESUMO

Galacto-oligossacarideos (GOS) sdo oligossacarideos com propriedades prebidticas
sintetizados a partir de lactose. O objetivo foi investigar as melhores condi¢des para obter
um leite com GOS e teor reduzido de lactose. Foi proposto um planejamento experimental
23 com concentracdes de lactose de 5, 7,5 e 10% (p/v), concentracdes de enzima de 5, 7,5 e
10 U.mL™, e temperaturas a 30, 35 e 40 °C. A andlise dos carboidratos foi realizada por
CLAE-IR. A maior concentracdo enzimatica e menor concentracao de lactose favoreceram
a atividade hidrolitica da enzima, enquanto a maior concentracdo de lactose e menor
concentracdo enzimatica favoreceram a formacdo de GOS no leite. A concentracdo inicial
de lactose exerceu a maior influéncia no processo, enquanto que a temperatura exerceu
menor influéncia. Foi obtido um produto lacteo desnatado com teor reduzido de lactose
(0,66% p/v) com presenca de GOS (0,96%, p/v) em 1,5 hora de processo, a 30 °C, com
10% (p/v) de lactose e 5 U.mL ™ de enzima. A partir do controle do processo enzimatico,
pode-se desenvolver produtos lacteos com presenca de prebiodticos capazes de oferecer
beneficios & saude do consumidor.

Palavras-chave: p-galactosidase; Kluyveromyces lactis; Transgalactosilacdo; Prebidtico.
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ABSTRACT

Galacto-oligosaccharides (GOS) are oligosaccharides with prebiotic properties synthesized
from lactose. The objective was to investigate the best conditions to obtain a milk with
GOS and reduced lactose content. It was proposed a experimental design 23 with lactose
concentrations of 5, 7.5 and 10% (w/v), enzyme concentrations of 5, 7.5 and 10 U.mL™,
and temperatures at 30, 35 and 40 °C. Carbohydrate analysis was performed by HPLC-IR.
The higher enzymatic concentration and lower lactose concentration favored the enzyme
hydrolytic activity, while the higher lactose concentration and lower enzymatic
concentration favored the formation of GOS in milk. The initial lactose concentration
exerted the greatest influence on the process, while the temperature had lower influence. It
was obtained a skim milk product with reduced lactose (0.66% wi/v) and GOS (0.96%,
w/v) in 1.5 hour, at 30 °C, with 10% (w/v) of lactose and 5 U.mL ™ of enzyme. From the
control of the enzymatic process, can be developed dairy products with the presence of
prebiotics capable of offering benefits to the health of the consumer.

Keywords: B-galactosidase; Kluyveromyces lactis; Transgalactosylation; Prebiotic.
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1 INTRODUCAO

Grande parte da populacdo mundial intolerante a lactose sofre com sintomas como
gases, inchaco e diarreia. Frente a isto, 0 consumo de leite UHT e derivados sem lactose ou
com o teor reduzido tornou-se popular em diversas partes do mundo (WOOTEN, 2010). O
crescente interesse de consumidores por estes produtos contribuiu para um aumento do
namero de fabricas de laticinios que agregam aos seus servigos a producdo deste tipo de
leite e/ou derivados (ADHIKARI et al., 2010).

Enzimas com capacidade de hidrolise da lactose, as B-galactosidases (EC 3.2.1.23),
sdo extensamente empregadas nas industrias de laticinios (RODRIGUEZ-COLINAS et al.,
2014). Estas enzimas, de forma interessante, além de conduzirem a hidrdlise da lactose,
sdo capazes de catalisar uma reacdo de transgalactosilacdo e sintetizar compostos
prebidticos, os galacto-oligossacarideos (GOS), com diferentes graus de polimerizacao e
de ligacGes glicosidicas (PARK; OH, 2010; TORRES et al., 2010).

Os GOS sdo reconhecidos como ingredientes alimenticios prebidticos pois
estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um ndmero limitado
de bactérias no colon (ROBERFROID, 2007). Por promoverem o0 crescimento de
bifidobactérias e lactobacilos no intestino, os GOS proporcionam efeitos benéficos a satde
como a reducdo do nivel de colesterol, producdo de vitamina, aumento da absorcdo de
calcio e prevencdo do cancer de colon (GUERRERO et al., 2014; FISCHER,
KLEINSCHMIDT, 2015; SANGWAN et al., 2015).

Nos ultimos tempos, é dada grande atencdo aos alimentos funcionais e aos
prebidticos por parte da tecnologia dos alimentos. A sintese de galacto-oligossacarideos
ganhou interesse por suas propriedades prebidticas (GONZALEZ et al., 2008). A fonte da
enzima e as condicdes de operacdo (concentracdo de lactose, atividade de agua,
temperatura, pH, etc.) exercem influéncia sobre o rendimento e a composicdo dos GOS
sintetizados (IQBAL et al., 2010; URRUTIA et al., 2013).

O pH do leite (aproximadamente 6,7) € adequado para a atividade de muitas B-
galactosidases. No entanto, a formagdao de GOS durante o tratamento do leite com f-
galactosidase ainda é pouco descrita (PURI et al., 2010; RUIZ-MATUTE et al., 2012;
RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2012, 2014), provavelmente devido ao fato do teor de
lactose no leite ser cerca de 5% (p/v), valor este significativamente inferior comparado
com solugdes de lactose tipicamente relatadas, com concentracGes entre 15-50% (p/v)
empregadas para promover a reacdo de transgalactosilacdo (PADILLA et al., 2012;
RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2012; SHEN et al., 2012; VERA et al., 2012
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GUERRERO, VERA, ILLANES, 2013; PALAI, BATTACHARYA, 2013). No entanto,
Rodriguez-Colinas et al., (2014) demonstraram ser possivel produzir quantidade
consideravel de GOS a partir da concentracdo de lactose natural em leite desnatado
controlando o processo de hidrdlise enzimatica da lactose.

O presente trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia da converséo da
lactose em galacto-oligossacarideos (GOS) por via enziméatica em leite UHT desnatado,
investigando as melhores condicdes para obtencdo de uma matéria-prima lactea com uma
presenca significativa de GOS e com teor reduzido de lactose. Ndo tem sido relatada a
adicéo de lactose ao leite, sendo um dos principais pontos de observacdo neste estudo. A
possibilidade de oferecer um produto lacteo com prebidtico e teor reduzido de lactose
poderia ser de interesse no mercado de lacteos, tendo em vista o desenvolvimento de

produtos com as mesmas funcionalidades e beneficios a saude.
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2 METODOLOGIA

A enzima B-galactosidase Lactozyme 2600L G3665, derivada de Kluyveromyces
lactis, foi adquirida da Sigma-Aldrich® (Sao Paulo, SP, Brasil). O substrato o-nitrofenil-p-
galactopiranosideo (0-NPG) foi adquirido da AMRESCO LLC (Solon, OH, EUA). O leite
UHT desnatado foi adquirido em comércio local da Regido Metropolitana do Recife (PE,
Brasil). A lactose monohidratada utilizada foi da Himedia® (Curitiba, PR, Brasil). Para as
anélises em CLAE-IR foram utilizados os padrbes de glicose, galactose, lactose (Sigma-
Aldrich®, Sdo Paulo, SP, Brasil), e dos galacto-oligossacarideos 6-galactobiose ¢ 6’-
galactosil-lactose (Carbosynth Ltda., San Diego, CA, EUA).

2.1 Determinacdo da Atividade Enziméatica

A atividade da B-galactosidase foi determinada pelo método de hidrolise do
substrato o-nitrofenil-B-galactopiranosideo (0-NPG). A metodologia utilizada (LIMA et
al., 2013), adaptada pelo tempo de reacédo, foi desenvolvida no Laboratério de Analises
Fisico-quimicas do Departamento de Ciéncias Domeésticas da Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Foram adicionados 100 pL da enzima diluida a tubos de ensaio contendo
4 mL de solucdo de 1,25 mM de 0-NPG em solucéo tampédo de fosfato de potassio 50 mM
e mantida a 37 °C durante 1 minuto. A reacdo foi interrompida por imersdo dos tubos em
agua em ebulicdo por 5 minutos e depois em banho de gelo. A concentragdo do produto
formado, o o-nitrofenol (0-NP), foi monitorada através de leitura em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 420 nm. Uma unidade de B-galactosidase € definida como a
quantidade de enzima que libera 1 umol de o-NP por minuto sob as condi¢des do ensaio. A

enzima empregada neste estudo apresenta uma atividade média de 18,26 U.mL™.

2.2 Determinacdo da Composicéao e das Propriedades Fisico-quimicas do Leite UHT
Desnatado

A composicdo e algumas propriedades fisico-quimicas do leite UHT desnatado
foram determinadas através do equipamento de ultrassom Master Mini - Analisador de
leite da Akso Produtos Eletrénicos Ltda. (Sdo Leopoldo, RS, Brasil) devidamente
calibrado. Estas analises ocorreram no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco e no Laboratério de Teécnica e

Dietética do Departamento de Ciéncias Domésticas da Universidade Federal Rural de
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Pernambuco antes do processo enzimatico para determinar a quantidade de lactose a ser
incrementada ao leite segundo o planejamento proposto. Além do teor de lactose, o
equipamento determinou os teores de proteinas, gordura, sélidos, solidos ndo gordurosos, e
agua adicionada. As propriedades fisico-quimicas determinadas pelo analisador de leite
foram temperatura, ponto de congelamento e densidade. O pH do leite, entretanto, foi
determinado separadamente através de um pH-metro digital previamente calibrado. As

medicdes foram realizadas em triplicata.

2.3 Hidrolise da Lactose e Sintese de Galacto-oligossacarideos (GOS)

Esta metodologia foi realizada no Laboratério de Biotecnologia do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco e no Laboratorio de Técnica e
Dietética do Departamento de Ciéncias Domésticas da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

O sistema de reacdo para a hidrolise da lactose e sintese de GOS foi composto por
leite UHT desnatado (20 mL), lactose em po6 e enzima. As quantidades adicionadas em
Erlenmeyers de 50 mL estavam de acordo com as concentragcdes estabelecidas no
planejamento experimental proposto. Os frascos foram dispostos em incubadora rotatdria,
mantidos a temperatura constante de cada ensaio conforme o planejamento experimental,
sob agitacdo de 200 rpm para todos 0s experimentos.

Numa primeira etapa, a fim de averiguar o poder de sintese de GOS da enzima,
foram retiradas aliquotas de 4 mL a cada 2 horas dentro de um periodo de 6 horas de
reacdo, submetendo as amostras a um banho térmico a 100 °C por 5 minutos para a
inativacdo da enzima, e em seguida dispostos em banho de gelo.

A partir da analise estatistica dos resultados obtidos na etapa anterior, foi inferido
que seria importante uma investigacdo mais apurada do comportamento de sintese
enzimética de GOS em intervalos de tempo dentro das 2 horas iniciais nos ensaios que
ofereceram melhores condi¢Bes para uma maior sintese de GOS. Desta forma, foram
colhidas amostras de 4 mL do sistema de reagédo a cada 30 min, submetendo as amostras a
um banho termico a 100 °C por 5 minutos para a inativacdo da enzima, e em seguida

dispostas em banho de gelo.



45

2.4 Planejamento Experimental

Foi utilizada a metodologia de superficie de resposta com a finalidade de investigar
a influéncia das concentracfes de enzima e de lactose, como também da temperatura de
reacao sobre a eficiéncia da conversdo enzimatica da lactose e producdo de GOS em leite
UHT desnatado. Os ensaios experimentais foram realizados de acordo com o planejamento
fatorial completo 2° com 8 pontos fatoriais (niveis + 1 e -1) e 3 pontos centrais (nivel 0),
totalizando 11 ensaios (Tabela 1). Os dados obtidos foram ajustados ao seguinte

polindbmio:

YA(ALT)= B, + B A+ B,L+ BT + B, AL+ S, AT + S, LT (Equacéo 1)

Em que Bn sdo os coeficientes de regressdo, y € a resposta em questdo - Conversédo
da Lactose (%); Lactose final (%, p/v); Glicose (%, p/v); Galactose (%, p/v); e Galacto-
oligossacarideo total (%, p/v) - e A, L e T sdo as variaveis codificadas: Enzima (U.mL™);
Lactose inicial (%, p/v) e Temperatura (°C), respectivamente.

Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial composto central rotacional 2° com valores
reais e codificados (entre parénteses) das variaveis

Ensaios Lactose inicial (%, p/v)* Enzima (U.mL™) Temperatura (°C)
1 - (5,0) - (5,0) -(30)
2 +(10) -(5,0) -(30)
3 - (5,0) +(10) -(30)
4 +(10) +(10) -(30)
5 - (5,0) - (5,0) +(40)
6 +(10) -(5,0) +(40)
7 -(5,0) +(10) +(40)
8 +(10) +(10) +(40)
9 0(7,5) 0(7,5) 0 (35)
10 0(7,5) 0(7,5) 0(35)
11 0(7,5) 0(7,5) 0(35)

*Concentracgdes atingidas adicionando a diferenca em relacdo ao teor de lactose do leite

A escolha das temperaturas, das concentracdes de lactose e de enzima, foi baseada

em dados da literatura ao que se refere a este assunto, conforme citados anteriormente.
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2.5 Quantificacédo de Carboidratos
As analises dos sacarideos lactose, glicose, galactose, 6’-galactosil-lactose e 6-

galactobiose foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo
por indice de Refracio (CLAE-IR) no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foi utilizado o cromatografo liquido
Shimadzu Prominence LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japdo), constituido por uma bomba
quaternéria LC-20AT, degaseificador DGU-20As, forno de coluna CTO-20AC, detector
indice de refracdo RID-10A, autoinjetor (SIL-20A) e mddulo de comunicacdo CBM-20A,
controlado pelo software LcSolution. Utilizou-se uma coluna Rezex RCM -
Monossacarideo Ca®* (8%) (300mm x 7,8mm x 8pum) da Phenomenex, temperatura de 85
°C, fluxo de 0,6 mL.min™, e como fase mével 4gua ultra pura com 5% (v/v) de metanol. O
volume injetado foi de 10 pL para padrGes e amostras.

Antes da injecdo das amostras, estas passaram por um tratamento, o qual seguiu
uma adaptacdo da metodologia de Silveira et al. (2015). Consistiu em adicionar 2 mL de
cada aliquota em tubos Eppendorfs juntamente com 120 pL de solugdo de Carrez | (15,2 g
de ferrocianeto de potassio trihidratado em 100 mL de agua destilada) e 120 pL de solugédo
de Carrez 1l (29,9 g de sulfato de zinco hepta-hidratado em 100 mL de agua destilada),
levados a centrifugacdo a 12000 rpm, durante 30 minutos. O sobrenadante resultante da
centrifugacdo foi separado e congelado até o0 momento das analises dos agucares por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Antes de injetadas no equipamento, as amostras
foram diluidas (1:4) e filtradas em filtros de membrana de nylon com poros de 0,45 um de
didmetro.

A partir dos resultados das analises, pode-se calcular a conversdo da lactose de
acordo com a Equacdo 2 proposta por Hsu, Lee e Chou (2007), onde Lac; = concentragdo
inicial de lactose; Lac; = concentracdo final de lactose; GOS; = concentracao final de GOS;

Gli;= concentracdo final de glicose; Gal; = concentracdo final de galactose:

Conversao de lactose (%) = Lac; — Lac; x 100 (Equaco 2)
Lac;

2.6 Analise Estatistica

Os resultados das analises de acucares em CLAE-IR foram tratados estatisticamente
de acordo com o programa computacional Statistica for Windows 7.0 (STATSOFT, 2004),
adotando-se um nivel de significancia de 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao e Propriedades Fisico-quimicas do Leite UHT Desnatado

O leite UHT desnatado utilizado no trabalho possui 4,77 + 0,09 (%, p/v) de lactose,
com um teor de gordura de 0,31 + 0,06 (%, p/v), comprovando ser um leite UHT desnatado
segundo a legilacdo (BRASIL, 1996). Com o pH de 6,67 + 0,02, a atividade da B-
galactosidase da Kluyveromyces lactis foi possivelmente favorecida, considerando que a
atividade da B-galactosidase € mais estavel na faixa de pH entre 6,5 e 7,0 (DAS et al.,
2015).

3.2 Hidrolise da Lactose e Sintese de Galacto-oligossacarideos (GOS)

Em todos os ensaios houve intensa atividade catalitica da pB-galactosidase, em 2
horas de reacdo, a reducdo de lactose variou entre 94,28% (ensaio 2) a cerca de 100%
(ensaio 7) (Tabela 1, Apéndice A), tempo este em que houve produgdo de GOS, com o
alcance méaximo de 0,79% (p/v) (ensaio 2) (Tabela 2). A agdo hidrolitica e de sintese da [3-
galactosidase no leite desnatado esta diretamente relacionada as condicGes de reacdo como

pH, concentracdo de enzima e de lactose, temperatura, e tempo de processamento.

3.2.1 Efeito da concentragdo de f-galactosidase

Apbs 2 e 4 horas de reacgdo, verifica-se que a concentracdo de enzima exerceu
influéncia significativa juntamente com a concentracdo inicial de lactose sobre a sua
concentracdo final (Figura 1A e B e Tabela 3). Os ensaios com menor concentracdo
enzimética (5 U.mL™) alcancaram menores valores de hidrélise da lactose (Tabela 1,
Apéndice A), com consequente concentragdes de lactose e de GOS maiores ao fim dos
tempos de reacdo (Tabela 2) se comparado aos ensaios com maior concentragdo enzimatica
(10 U.mL™) com a mesma concentragdo inicial de lactose e na mesma temperatura. Isto
pode ser veirificado ao comparar os ensaios 2 (5 U.mL™) e 4 (10 U.mL™), com o primeiro
apresentando uma maior concentragdo de lactose e GOS ao final do processo (0,12% e
0,27%, plv, respectivamente), enquanto o segundo com 0,05% (p/v) de lactose final e
0,15% (p/v) de GOS total, com a mesma concentracao inicial de lactose (10%, p/v), a 30
°C. Isto sugere que quanto maior a concentragdo de enzima no leite, menor serd a
concentracéo de lactose ao final do processo, pois favorece a interagdo entre a enzima e o

substrato, promovendo uma maior atividade hidrolitica.
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Tabela 2 — Resultados obtidos de concentragdes de lactose final, glicose, galactose e GOS
total no leite em 2, 4 e 6 horas de reacdo a partir do Planejamento Experimental 23

Ensaio Lactose final Glicose Galactose GOS total
(%, p/v) (%, p/v) (%, p/v) (%, p/v)
2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h
1 0,05 000 000 27 26 29 254 254 258 0,17 0,08 0,08
2 056 0,20 0,12 458 443 483 373 405 459 0,79 042 0,27
3 0,00 0,00 0,00 222 248 269 251 243 264 0,09 0,02 0,03
4 0,27 0,08 005 483 467 480 428 447 470 049 021 0,15
5 0,02 0,00 0,00 257 26 242 247 259 237 009 003 0,03
6 032 011 0,05 465 492 458 408 469 450 056 025 0,16
7 0,00 0,00 0,00 262 243 257 259 242 260 003 001 0,02
8 0,11 0,02 0,02 47 492 490 442 481 477 026 011 0,11
9 0,16 005 0,03 372 38 371 344 372 360 031 014 0,10
10 0,12 0,03 0,02 369 352 373 341 341 365 030 0,15 0,11

11 0,14 0,04 001 362 371 373 33 36 365 031 014 0,10

Concentraco de lactose = (%, p/v)*; Concentragdo de enzima = (U.mL™); Temperatura = °C. Ensaio 1 — 5%
(p/v), 5 U.mL™, 30 °C; Ensaio 2 — 10% (p/v), 5 U.mL™, 30 °C; Ensaio 3 — 5% (p/v), 10 U.mL™, 30 °C; Ensaio
4 —10% (p/v), 10 U.mL™, 30 °C; Ensaio 5 - 5% (p/v), 5 U.mL™, 40 °C; Ensaio 6 — 10% (p/v), 5 U.mL™, 40
°C; Ensaio 7 — 5% (p/v), 10 U.mL™, 40 °C; Ensaio 8 — 10% (p/v), 10 U.mL™, 40 °C; Ensaio 9 = Ensaio 10 =
Ensaio 11 - 7,5% (p/v), 7,5 U.mL™, 35 °C.

*Concentracdes atingidas adicionando a diferenca em relacdo ao teor de lactose do leite

h = horas de reagdo enzimatica

Das et al. (2015) perceberam que o aumento da concentragao de B-galactosidase
aumentou a atividade hidrolitica da enzima em uma temperatura particular. Ap6s um
periodo inicial, a concentracdo de lactose reduz e, simultaneamente, a taxa da reacao de
hidrolise aumenta rapidamente a concentracdes mais elevadas de enzima (PALAI, MITRA,
BHATTACHARYA, 2012).

Em 2 horas de reagéo, a concentracdo de enzima teve efeito negativo na producgéo
de GOS (Figura 2 e Tabela 3), pois a sintese de GOS ao longo do tempo foi inversamente
proporcional & concentracdo enzimética. Maiores concentragdes de enzima em relacdo a
concentracdo de substrato favorecem a atividade hidrolitica em detrimento da
transgalactosilacdo pela maior facilidade de ligacdo entre a enzima e as unidades de
substrato para ocorrer a reagdo enzimatica. Assim, o processo € conduzido a uma reducgéo
progressiva do rendimento de GOS em longos tempos de rea¢do, uma vez que o substrato
lactose foi esgotado. Uma tendéncia semelhante foi relatado por Martinez-Villaluenga et
al. (2008).
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Figura 1 - Superficie de resposta da concentracdo final da lactose em funcdo das

concentracdes de enzima e de lactose inicial. A: Conversdo em 2 horas; B: Conversao em 4
horas; C: Conversdo em 6 horas
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Figura 2 - Superficie de resposta da sintese de GOS total, em 2 horas de reacdo, em funcao
das concentracOes de enzima e de lactose inicial
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Tabela 3 - Efeito das varidveis independentes (Enzima, Lactose inicial e Temperatura)
sobre a hidrdlise da lactose e formacéo de glicose e galactose em 2, 4 e 6 horas de reacao

Lactose Final Glicose Galactose GOS total

Coeficie (%, pv) (%, piv) (%, piv) (%, plv)
nte 2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h
By 0,16 005 003 363 365 371 33 352 361 031 014 0,10
B; -0,14 -0,05 NS NS NS 006 024 NS 017 -0,18 -0,11 -0,06
B, 0,3 01 006 216 221 213 16 201 209 043 021 0,3
B; -0,11 -0,04 NS NS NS -0,19 NS NS NS -0,45 -0,08 -0,05
B, 011 -005 NS 018 NS 009 072 NS NS -0,11 -0,07 -0,03
Bis NS NS NS NS NS 018 NS NS NS NS 003 0,03

B3 -0,09 -0,04 NS NS NS 011 NS NS NS -0,08 -0,05 -0,02
R? 0,991 0984 09 0991 0,993 0999 0,994 0,991 0,999 0,999 0,999 0,996

R’just 0,977 0,959 0,901 0,978 0,983 0,999 0,985 0,98 0,987 0,999 0,997 0,990
Faltade p<0O, p<0, p<0O, p<0, p<O, p<O, p<O, p<0O, p<O, ©P<O, ©P<O, P<O,
ajuste 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05

1: Enzima (U.mL™); 2: Lactose inicial (%, p/v); 3: Temperatura (°C); NS: ndo significativo (p>0,05); h =
tempo em horas do processo de rea¢do enzimatica

3.2.2 Efeito da concentragéo inicial de lactose no leite desnatado

A concentracdo inicial da lactose foi a varidvel que exerceu maior influéncia sobre
a concentracdo final de lactose (Figura 1 e Tabela 3), independente do tempo de reacéo, e
sobre a quantidade de GOS total sintetizado (Figura 2 e Tabela 3) em 2 horas. Em 6 horas
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de reacdo, somente a concentracdo de lactose exerceu influéncia sobre o residuo final da
lactose, sendo este maior quanto maior a concentracéo inicial de lactose no leite desnatado.
Verificou-se uma tendéncia de menos hidrdlise nos ensaios com maior concentragdo inicial
de lactose no leite (10%, p/v), com um rendimento maior de GOS total comparado aos
ensaios com concentra¢Ges mais baixas (5%, p/v) (Tabela 2).

Observou-se nos ensaios 2 e 6 (5 U.mL™ de enzima, e 10%, p/v, de lactose no leite)
na fase inicial de reacdo (2 horas) as menores taxas de reducdo da lactose (94,28% e
96,72%) e as maiores concentracdes de GOS total (0,79 e 0,56%, p/v, respectivamente)
(Tabela 2). Estes resultados sdo coerentes pelos ensaios atuarem em condicOes
semelhantes, com menor concentracdo de enzima e maior concentragdo de lactose. Uma
terceira melhor condicdo foi observada no ensaio 4 com as maiores concentracfes de
lactose (10%, p/v) e de enzima (10 U.mL™), a 30 °C, alcancando, em 2 horas, 0,49% (p/v)
de GOS total no leite com 97,28% da lactose hidrolisada. Fischer et al. (2013) também
obtiveram em seus resultados uma menor porcentagem de conversdo da lactose ao
empregar maiores concentragdes de lactose no processo de hidrolise com a [3-galactosidase
imobilizada.

Nos ensaios 3 e 7 (10 U.mL™ de enzima e 5%, p/v, de lactose) verificou-se a maior
reducdo de lactose no leite ja nas primeiras 2 horas de processo, com concentra¢des finais
tendendo a 0,0% (p/v). Entende-se entdo que estas condigdes - menor concentracdo de
lactose para uma maior concentracdo de enzima - favoreceram a atividade hidrolitica da
enzima. Estes resultados de hidrolise se assemelham ao obtido por Zhou et al. (2013), os
quais alcancaram 99,3% da conversao da lactose em leite (4,65%, p/v), a 40 °C, com [3-
galactosidase derivada de K. marxianus (2,69 U.mL™), ao final de 3 horas de reacéo.

Desta forma, nos ensaios 3 e 7 ndo foram alcancadas quantidades significativas de
GOS mesmo em 2 horas de reacdo (0,09 e 0,03%, p/v, respectivamente). Em baixas
concentracbes de lactose, a reacdo de hidrolise é favorecida em detrimento da
transgalactosilacdo, estando a dgua mais disponivel para agir como aceptor de grupo B-
galactosil com producéo de monossacarideos (PALAI, BHATTACHARYA, 2013; PALAI,
SINGH, BHATTACHARYA, 2014; VENICA et al., 2015). Sen et al. (2014) relataram
ainda que em menores concentracdes de lactose a reducdo na formacéo de GOS pode ser
decorrente da inibicdo da transgalactosilacdo por monossacarideos.

As reacGes de hidrdlise e transgalactosilagdo ocorrem simultaneamente e 0s
produtos obtidos (glicose, galactose e GOS) dependem principalmente da concentragédo de

lactose no meio reacional. Estes resultados demonstram que 0 aumento da concentracéo
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inicial da lactose no leite desnatado proporcionou um aumento no rendimento de GOS por
promover a reacdo de transgalactosilacdo. Isto pode ser explicado pelo fato de que grupos
galactosil ttm uma maior probabilidade de se ligar a lactose. A lactose pode competir de
forma mais eficiente com a agua como aceptor do radical B-galactosil quando em
concentracdes mais elevadas, ligando-se ao complexo enzima-galactose e formando GOS.
Ao passo que, quando a concentragdo inicial de lactose aumenta, ocorre a diminui¢do da
atividade de hidrolise e aumenta a formacdo de GOS. A influéncia positiva da
concentracdo inicial da lactose sobre o rendimento de GOS esta de acordo com outros
autores (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008; GOSLING et al., 2010; TORRES et
al., 2010; PALAI, MITRA, BHATTACHARYA, 2012; GUERRERO, VERA, ILLANES,
2013; SEN et al., 2014; VENICA et al., 2015; GONZALEZ-DELGADO et al., 2016;
SEN, BHATTACHARJEE, BHATTACHARYA, 2016).

Khatami et al. (2014) observaram que um aumento na concentragdo de lactose
provocava uma maior producdo enzimatica de lactulose (frutosil-oligossacarideo derivado
da lactose), uma vez que resulta em uma reducdo na atividade de 4gua do meio, deslocando
a reacdo em direcdo a sintese de moléculas de lactulose. Além disso, o aumento na
concentracdo de lactose promove uma maior interagdo entre as moléculas de enzima e de
lactose. Desta forma, mais complexos de enzima-substrato sdo produzidos e a
probabilidade de producdo de lactulose é aumentada. O mesmo pode ser colocado em
relacdo aos galacto-oligossacarideos.

Neste estudo, as concentracdes de glicose e de galactose também foram mais
influenciadas pela concentragéo inicial da lactose (Tabela 3). Em estudo feito por Palali,
Mitra e Bhattacharya (2012), a formacéao de glicose no estado de equilibrio foi mais ou
menos independente da concentracdo inicial de lactose, justificado pelos autores pelo fato
da glicose poder ser formada tanto no processo de transgalactosilacdo como durante a
hidrélise. A quantidade inicial de lactose no meio é proporcional a quantidade de glicose
que se forma com a hidrolise. Os autores também verificaram que a formacéo de galactose
diminuia com o aumento da concentracdo inicial da lactose, comprovando a relacdo da
transgalactosilagdo com as concentragdes mais elevadas de lactose, resultando num maior
rendimento de GOS. De forma semelhante, verificou-se no presente trabalho que,
independente da duracdo do processo, a quantidade inicial da lactose influenciou o teor de

glicose e galactose ao final da reacéo.
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3.2.3 Efeito da temperatura do processo

A temperatura utilizada nos ensaios foi a variavel que menos influenciou o processo
de hidrolise da lactose com a producdo de glicose e galactose (Tabela 3). Isto pode ser
explicado pelas temperaturas serem compativeis com a atividade e a origem da enzima
utilizada, ndo tendo efeito significativo sobre a distribuicdo de produtos (VERA,
GUERRERO, ILLANES, 2011).

Entre os fatores avaliados por Das et al. (2015), a temperatura foi o fator que mais
apresentou influéncia sobre o processo de hidrolise da lactose, acompanhado pela
concentracdo da enzima e o pH. Os autores explicaram que a temperatura altera a
conformacédo da enzima, o que afeta a sua atividade e o processo de reacdo, € comentam
gue um aumento na temperatura causou um aumento inicial na hidrélise da lactose.

Em 2 horas de reacdo, hd uma tendéncia de maior reducdo da lactose a 40 °C
(ensaio 6 - 96,72%), ainda que discretamente, quando comparado a 30 °C (ensaio 2 -
94,28%) (Tabela 1, Apéndice A). A concentracdo de GOS total, entretanto, é inferior no
ensaio 6 (0,56% p/v) em relacdo ao ensaio 2 (0,79%, p/v) (Tabela 2). A temperatura parece
exercer um efeito negativo sobre o rendimento de GOS total ao longo do tempo de reacao
(Tabela 3). Quanto maior a temperatura de reacdo, menor a concentracdo de GOS no leite.
Uma vez que a transgalactosilagdo é uma reagdo cineticamente controlada, os resultados
sugerem que a temperatura de 40 °C pareceu favorecer, de forma seletiva, a atividade
hidrolitica da -galactosidase, enquanto que a 30 °C, nas mesmas condigdes de enzima e
lactose, a reacdo de transgalactosilacdo parece ser promovida pelo maior rendimento de
GOS alcancado (VERA et al., 2011; DAS et al.,, 2015). Em solucdo de lactose,
diferentemente, Martinez-Villaluenga et al. (2008) e Torres et al. (2010) relataram que
temperaturas mais elevadas melhoram a atividade da transgalactosilacdo e,
consequentemente, rendimentos de GOS mais elevados.

O ensaio 8, com as méximas concentracdes de enzima (10 U.mL™) e lactose (10%,
p/v), a 40 °C, apresentou resultados de concentracdo de lactose ao final dos tempos de
reacdo semelhantes aos ensaios 9 , 10 e 11 com concentrag¢Oes intermediarias de enzima
(7,5 U.mL™) e de lactose (7,5%, p/v), a 35 °C (Tabela 2). Enquanto no ensaio 8 foram
observadas maiores concentracdes finais de glicose e galactose no leite, nos ensaios com
temperatura a 35 °C foi observada uma maior concentragdo de GOS total no leite em 2
horas de reacdo. Aqui se reforga que a maior temperatura (40 °C) favoreceu a atividade
hidrolitica da PB-galactosidade, convertendo a lactose em glicose e galactose. J& em

temperaturas inferiores, 30-35 °C, a atividade de sintese da enzima se mostrou mais



54

eficiente, visto as maiores concentracdes de GOS total no leite a0 empregar essas
temperaturas, especialmente até 2 horas de reacéo.

3.2.4 Efeito do tempo de processamento

Apesar das 6 horas de duragdo de processamento, sdo nas 2 horas iniciais de
processo que ocorre a maior reducdo de lactose no leite, com aumento das concentracGes
de glicose e galactose, e a sintese de GOS (Tabela 2). Isto pode ser explicado pela
competicdo que se estabelece entre os processos de hidrélise e transgalactosilagdo. A
transgalactosilacdo predomina na fase inicial de reagdo, isto é, quando h& baixa conversao
de lactose. Ao alcancar o teor maximo de GOS, a reacdo de hidrélise predomina (PALAI,
MITRA, BHATTACHARYA, 2012).

Ap06s as 2 horas iniciais, em todos 0s ensaios, as concentracdes de glicose e
galactose no leite continuam a aumentar, porém de forma mais discreta (Tabela 2). A partir
deste tempo, quando a maior parte da lactose presente no leite foi hidrolisada, a reacdo
atinge um platd pelo esgotamento de substrato, ficando este menos disponivel para reagir
com a enzima e formar produtos.

Além do esgotamento de substrato, os produtos da hidrolise da lactose (glicose e
galactose) podem agir como inibidores da -galactosidase. Durante a formacéo enzimatica
de GOS a partir de lactose, 0 acumulo de glicose pode conduzir a uma inibicdo competitiva
da p-galactosidase, competindo com a lactose como aceptor do radical galactosil
(PESSELA et al, 2003; MATEO et al., 2004, GANZLE, 2012; PALAI,
BHATTACHARYA, 2013), ou agindo como um inibidor ndo competitivo (PARK, OH,
2010). Warmerdam et al. (2014) concluiram em seu estudo com [-galactosidase
imobilizada que a inativacdo da enzima era melhor explicada com base na formacdo da
glicose, tanto sobre a atividade de sintese como a de hidrolise.

O aumento da concentracdo de galactose também é um fator que pode conduzir a
reducdo da atividade enzimatica. A galactose ¢ um forte inibidor de [3-galactosidases por
competir pelo sitio ativo destas enzimas (ANSARI, HUSAIN, 2012). A inativacdo por
parte da galactose, no entanto, parece estar mais relacionada com a diminuicdo da taxa de
hidrolise do que com a atividade de sintese de oligossacarideos pela enzima (FISCHER et
al., 2013; WARMERDAM et al., 2014).

A partir dos resultados, observou-se uma tendéncia de redugdo gradativa da

concentracdo de GOS com aumento das concentracdes de glicose e galactose no leite apés
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as 2 primeiras horas de reacdo (Tabela 2). Isto sugere, possivelmente, que a partir deste
tempo haja uma predominancia das reacdes de hidrolise da lactose direcionando a
degrada¢dao de GOS pela B-galactosidase em tempos mais longos de catalise. A reducgéo
progressiva de GOS é relatada também em outros trabalhos (RODRIGUEZ-COLINAS et
al., 2012; PALAI, MITRA, BHATTACHARYA, 2012; PALAI, BHATTACHARYA,
2013; PALAI, SINGH, BHATTACHARYA, 2014; SEN, BHATTACHARJEE,
BHATTACHARYA, 2016).

Palai, Mitra e Bhattacharya (2012) perceberam que a partir do alcance de 50% da
conversdo de lactose nas condic¢Bes de estudo houve uma répida diminui¢do na formacéo
de GOS seguido do rapido aumento na formacao de glicose e galactose.

Warmerdam et al. (2014) relataram uma rapida reducdo do teor de lactose em
curtos periodos de tempo de hidrélise pela B-galactosidase. Observaram também que 0s
teores de glicose, galactose, e GOS aumentaram em dire¢cdo a um determinado nivel ao
longo do tempo de reagdo. Em tempos mais longos e de modo mais lento, houve a quase
completa hidrdlise da lactose em glicose e galactose, mesmo com a formacdo de GOS a
uma baixa concentracdo de lactose, cerca de 5% (p/v). Em concentracdes intermediarias de
lactose (12%, 15%, e 25%, p/v), a conversdo de lactose em GOS aumentou com o tempo
de permanéncia da enzima imobilizada no leito dentro de um curto periodo. Em tempos
mais longos de reacdo, os niveis de GOS diminuiram.

Sen et al. (2014) também observaram que a concentracdo de GOS aumenta até 1
hora de operacdo a 15% (p/v) de lactose. A partir de entdo, a concentracdo de GOS comeca
a reduzir, enquanto a hidrolise de lactose aumenta progressivamente com o passar do
tempo de reagdo. Este comportamento é esperado, uma vez que, com a passagem de tempo,
ocorre a diminuicdo continua da concentracdo de lactose. Os autores explicam que o0s
resultados antagbnicos de diminui¢do na concentracdo de GOS e aumento na porcentagem
de conversdo de lactose ocorrem, possivelmente, devido ao predominio da via reversivel da
reacdo de transgalactosilacdo. Isto resulta na degradacdo simultanea de GOS em
monossacarideos.

As melhores condic¢des para a obtencdo de uma matéria-prima lactea que pode ser
classificada como “isenta de lactose” de acordo com a RDC n. 135, de 08 de fevereiro de
2017, adotada pela ANVISA que altera a Portaria SVS/MS n° 29, de 13 de janeiro de 1998
ja que alcancaram um teor de lactose inferior a 0,1% (p/v) (BRASIL, 2017), foram
identificadas nos ensaios 1, 3, 5 e 7, em 2 horas de reagdo. Neste tempo, o produto lacteo

resultante dos demais ensaios pode ser denominado como sendo de “baixo teor de lactose”,
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pois contém um teor de lactose entre 0,1 e 1% (p/v). Apenas no ensaio 2 foi verificada a
quantidade mé&xima de GOS total ao fim de 2 horas de reacdo (0,79%, p/v). Segundo Ruiz-
Matute et al. (2012), um leite que possa apresentar um contetido de GOS em torno de 7,8
g.L™ (0,78%, p/v) poderia ser suficiente para exercer um efeito benéfico & satde dos
consumidores.

Os produtos lacteos resultantes dos ensaios enzimaticos no leite desnatado,
poderiam ser alternativas de consumo para quem apresenta intolerancia ou ma digestdo da
lactose. Além disso, mesmo contendo um teor residual de lactose no leite de 0,56% (p/v)
em 2 horas de reagdo, 0 ensaio 2 poderia oferecer condigdes para obter um leite, matéria-
prima ou derivado lacteo com teor reduzido de lactose e, pelo conteido de GOS e suas

propriedades prebidticas, com um beneficio adicional a satde dos consumidores.

3.3 Andlise das Melhores Condigdes de Sintese de GOS
Considerando os melhores resultados para a sintese de GOS nos ensaios 2, 4 e 6, 0

comportamento de hidrolise da lactose e sintese de GOS pela B-galactosidase no leite
desnatado, destes ensaios, em intervalos de tempo de 30 minutos até 2 horas de reacéo, esta
apresentado na Figura 3.

Neste periodo foi observado que o maximo rendimento total de GOS (10,32%) foi
alcancado em 1,5 horas nas condicBes do ensaio 2, com 93,30% de conversao da lactose,
representando uma concentracdo de GOS total de 0,96% (p/v) no leite desnatado. As
condigdes do ensaio 6 possibilitaram atingir no leite desnatado uma concentragdo de 0,80%
(p/v) de GOS total nesse mesmo periodo de tempo, a 95,42% de reducdo da lactose,
equivalente a um rendimento de 8,54%. Apds 1,5 horas, houve uma tendéncia de reducéo
na concentracdo de GOS no leite, indicando a predominancia da hidrélise destes
compostos pela B-galactosidase (Figura 3).

Com a mesma concentracdo de lactose no leite dos demais ensaios (10%, p/v), e
com uma concentracdo enzimatica maior (10 U.mL™), a 30 °C, verificou-se que no ensaio
4 a sintese maxima de GOS (0,83%, p/v) ocorreu em um menor tempo (1 hora), com
0,57% (p/v) de lactose presente no leite desnatado (Tabelas 3 e 4, Apéndice A) . Apds este
tempo, observa-se uma reducdo progressiva da concentracdo de GOS total no leite (Figura
3).

O rendimento méaximo de GOS total alcancado pelo o ensaio 4 (8,78%) foi superior

e obtido em um menor tempo comparado ao rendimento do ensaio 6 (8,54%). Isso implica
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na influéncia da concentragdo enzimética e da temperatura na sintese e decomposicao de
GOS ao longo do tempo de reacdo. A temperatura de 40 °C (ensaio 6) pareceu
desfavorecer a reacdo de transgalactosilacdo tendo em vista 0 menor rendimento de GOS

obtido em relacdo aquele alcancado a 30 °C.

Figura 3 - Concentracdes de lactose e GOS total (%, p/v) no leite dos ensaios 2, 4 e 6 nos
diferentes tempos de reacgéo (0,5; 1; 1,5; e 2 horas)
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—&— Lactose final - Ensaio 6: 5 U.mL-%; 10% (p/v); 40 °C

—>— GOS total - Ensaio 2: 5 U.mL-1; 10% (p/v); 30 °C
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—O— GOS total - Ensaio 6: 5 U.mL-%; 10% (p/v); 40 °C
Enzima = U.mL™; Lactose no leite = % (p/v); Temperatura = °C

Guerrero et al. (2015) explicam que a concentracdo enzimatica no leite pode
interferir no inicio e no progresso da hidrolise secundaria na mistura reacional. A maior
concentracdo de enzima do ensaio 4 (10 U.mL™) pareceu favorecer a sintese de GOS em
tempos mais reduzidos de reacdo, ocorrendo, consequentemente, a degradagédo antecipada
desses oligdmeros pela enzima encontrar maior facilidade de se ligar ao substrato (lactose
e GOS) e promover a catalise. Este fato foi observado por Gonzélez-Delgado et al. (2016),
0s quais apontaram a concentragcdo de B-galactosidase como um fator de forte influéncia
sobre a evolucdo do GOS ao longo do tempo de reacdo. Foi percebido que em
concentracdes menores de enzima foi necessario um tempo mais longo de reacdo para

atingir rendimentos adequados de GOS, enquanto que aumentando a concentragdo de f-
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galactosidase, o0 rendimento de GOS adequado aparece a tempos de reacdo
progressivamente mais curtos.

Empregando a enzima Biolactase MB-878 (2740 U.mL™) de Bacillus circulans, a
uma concentracdo de 1,5 U.mL™ em leite desnatado (4,6%, p/v, de lactose), Rodriguez-
Colinas et al. (2012) alcangaram como melhor resultado uma concentragdo total de GOS
de 0,71% (p/v) em 2 horas de reacéo, a 40 °C. Os resultados obtidos no presente trabalho
foram semelhantes, porém com concentra¢Ges maiores de lactose (10%, p/v) e de enzima
(10 mL™?) no leite desnatado.

Ruiz-Matute et al. (2012) analisaram a formacdo de GOS em leite UHT, a 30 °C,
com a enzima Lactozym Pure (6500 U.mL™) de K. lactis, a uma concentragdo de 0,3
U.mL™. Os autores atingiram uma concentracdo méaxima de cerca de 1% (p/v) de GOS
total em aproximadamente 5 horas de reacdo, quando 75 a 90% da lactose no leite foi
hidrolisada, ocorrendo, em seguida, uma diminuigcdo gradual para valores abaixo de 0,5%
(p/v) de GOS total quando mais de 99% da lactose foi hidrolisada. O presente trabalho, a
30 °C e com 10% (p/v) de lactose no leite desnatado, alcangou uma concentracdo maxima
de GOS total de 0,96% (p/v), suficiente para exercer um efeito benéfico sobre a salde,
segundo os autores citados, com 0,66% (p/v) de lactose residual. Este maior valor residual
pode ser decorrente da maior concentragao inicial de lactose no leite (10%, p/v).

Rodriguez-Colinas et al. (2014) alcancaram uma concentragdo maxima de 0,7%
(p/v) de GOS total em leite desnatado em 1 hora de reacéo, utilizando enzima de K. lactis
(Lactozym Pure 6500 L) a 40 °C, com a concentracdo de lactose naturalmente presente no
leite (4,4-4,6%, p/v). Este trabalho alcangou resultado semelhante de GOS total (0,80%,
p/v) em 1,5 horas de reacdo, com 10% (p/v) de lactose no leite desnatado, também a 40 °C.

Na andlise das amostras para a determinacdo de GOS, foram identificados 2 tipos
de GOS caracteristicos da B-galactosidase de K. lactis (Figura 4). A enzima produziu um
tipo de trissacarideo (6’-galactosil-lactose), e um tipo de dissacarideo (6-galactobiose).
Torres et al. (2010) tem reportado que esses oligossacarideos com ligagdo B-1,6 séo
caracteristicos de enzimas derivadas de K. lactis. Estes tipos de GOS de K. lactis também
foram reportados por outros autores (PADILLA et al., 2012; RUIZ-MATUTE et al., 2012;
RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2014; FRENZEL et al., 2015).
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Figura 4 — Andlise por CLAE-IR da amostra de leite UHT desnatado em 1,5 horas de
reacéo a 30 °C, com concentracio enzimatica de 5 U.mL™ e 10% (p/v) de lactose. Os picos
correspondem a: (1) 6’-galactosil-lactose, (2) lactose, (3) 6-galactobiose, (4) glicose, e (5)
galactose

1 23
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A partir deste trabalho, foi possivel obter um leite UHT desnatado, em pouco
tempo de processo (1,5 horas), com uma concentracdo de GOS total de 0,96% (p/v) e com
um baixo teor residual de lactose (0,66%, p/v), empregando uma baixa concentragao
enzimatica (5 U.mL™), e adicionando lactose ao leite. Este contetido de GOS no leite é
semelhante ao que ocorre no leite humano, sendo os oligossacarideos presentes formados
basicamente por 6’-galactobiose, allolactose e 6-0-B-galactosil-lactose, numa concentracao
entre 0,5 e 1,5% (p/v) (RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2014).

Torres et al. (2010) destacam que leites e férmulas infantis enriquecidos apenas
com GOS ou com FOS podem replicar o efeito bifidogénico reconhecido do leite humano,
contribuindo para melhorar a frequéncia das fezes, diminuir o pH fecal, e estimular o
crescimento de bifidobactérias intestinais e de lactobacilos (BEN et al., 2008). Diferentes
grupos de pesquisa relataram varios beneficios a salde que esses carboidratos podem
oferecer, de modo que, atualmente, o principalmente foco entre os prebidticos esta na sua
producdo e utilizacdo como componente em alimentos funcionais (SANGWAN et al.,
2011).
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4 CONCLUSAO
Neste estudo, a concentragdo inicial da lactose exerceu maior influéncia sobre a

hidrolise da lactose e a formacdo de GOS. Em contrapartida, a temperatura foi o parametro
que exerceu menor influéncia sobre o processo.

A enzima empregada (5 U.mL™), derivada de K. lactis, mostrou-se eficiente para
produzir GOS em leite UHT desnatado com 10% (p/v) de lactose, em pouco tempo de
reacdo (1 a 2 horas), a 30 °C, possibilitando a obtencdo de uma matéria-prima lactea com
prebiotico e teor reduzido de lactose. Em um tempo total de 6 horas de reacdo, todos os
ensaios ofereceram condigcdes para elaboracdo de produtos lacteos capazes de serem
consumidos por quem possui deficiéncia na digestao da lactose.

Os experimentos realizados demonstraram ser possivel a obtencdo de uma matéria-
prima lactea com GOS e teor reduzido de lactose para a elaboracdo de novos produtos
lacteos contendo suas caracteristicas prebioticas. Produtos assim poderiam oferecer
beneficios a salde da populacdo, especialmente, de pessoas com deficiéncia na digestéo da
lactose.
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APENDICE A

Tabela 1 — Resultados obtidos de Conversdo da lactose, 6’-galactosil-lactose e 6-galactobiose no leite em 2, 4 e 6 horas a partir do Planejamento
Experimental 23

~ 6’-galactosil-lactose 6-galactobiose
Ensaio Conversao da lactose (%) g (%, piv) g(% V)
2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h
1 98,96 99,98 99,98 0,08 0,04 0,03 0,10 0,05 0,05
2 94,28 97,94 98,86 0,35 0,16 0,09 0,45 0,26 0,18
3 99,98 100,00 100,00 0,05 0,01 0,01 0,05 0,01 0,02
4 97,28 99,18 99,51 0,18 0,07 0,04 0,32 0,15 0,11
5 99,75 100,00 100,00 0,03 0,01 0,00 0,08 0,03 0,001
6 96,72 98,88 99,46 0,22 0,08 0,05 0,34 0,18 0,11
7 100,08 99,99 99,98 0,01 0,00 0,00 0,02 0,02 0,02
8 98,93 99,75 99,83 0,06 0,02 0,02 0,20 0,09 0,08
9 98,26 99,51 99,74 0,12 0,05 0,03 0,19 0,10 0,07
10 98,30 99,61 99,84 0,10 0,04 0,02 0,18 0,09 0,06
11 98,40 99,58 99,78 0,11 0,05 0,03 0,19 0,10 0,07

Concentracao de lactose = (%, p/v)*; Concentrago de enzima = (U.mL™); Temperatura = °C. Ensaio 1 — 5% (p/v), 5 U.mL™, 30 °C; Ensaio 2 — 10% (p/v), 5 U.mL™, 30 °C;
Ensaio 3 — 5% (p/v), 10 U.mL™, 30 °C; Ensaio 4 — 10% (p/v), 10 U.mL™, 30 °C; Ensaio 5 - 5% (p/v), 5 U.mL™, 40 °C; Ensaio 6 — 10% (p/v), 5 U.mL™, 40 °C; Ensaio 7 — 5%
(p/v), 10 U.mL™, 40 °C; Ensaio 8 — 10% (p/v), 10 U.mL™, 40 °C; Ensaio 9 = Ensaio 10 = Ensaio 11 - 7,5% (p/v), 7,5 U.mL™, 35 °C,

*Concentracdes atingidas adicionando a diferenca em relacéo ao teor de lactose do leite

h = horas de reacdo enzimatica
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Tabela 2 - Efeito das varidveis independentes (Enzima, Lactose inicial e Temperatura) sobre a conversao da lactose e formacao de galacto-

oligossacarideos em 2, 4 e 6 horas

Converséo da Lactose (%)

6’-galactosil-lactose

6-galactobiose

Coeficiente (¥, pIV) (¥, pIV)
2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h
Bo 98,27 99,5 99,73 0,12 0,05 0,03 0,19 0,10 0,08
B; 1,64 0,53 0,25 -0,09 -0,05 -0,02 -0,09 -0,06 -0,03
B; -2,89 -1,05 -0,57 0,16 0,07 0,04 0,26 0,14 0,10
B3 1,24 0,38 0,23 -0,08 -0,04 -0,02 -0,07 -0,04 -0,04
B1. 0,96 0,52 0,25 -0,07 -0,03 NS -0,04 -0,04 -0,02
Bis -0,37 NS NS NS NS NS NS NS 0,02
B3 0,8 0,37 0,23 -0,04 -0,02 NS -0,04 -0,03 NS
R® 0,999 0,989 0,976 0,994 0,996 0,986 0,999 0,998 0,995
Rajust 0,998 0,973 0,94 0,986 0,989 0,965 0,997 0,996 0,988
Falta de ajuste p<0,05 p<0,05 p<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05

1: Enzima (U.mL™); 2: Lactose inicial (%, p/v); 3: Temperatura (°C); NS: ndo significativo (p>0,05); h = tempo em horas do processo de reagdo enzimatica
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Tabela 3 — Resultados obtidos de Conversao da lactose, concentracGes de lactose final, glicose e galactose no leite em 0,5, 1, 1,5 e 2 horas em 3
ensaios do Planejamento Experimental 23

_ Conversao da lactose (%) Lactose final Glicose Galactose
Ensaio (%, p/v) (%, p/v) (%, p/v)
0,5h 1h 1,5h 2h 05h 1h 15h 2h 05h 1h 15h 2h 05h 1h 15h 2h
2 69,39 83,76 9330 9522 303 161 0,66 047 341 4,08 434 452 204 286 334 3,73
4 8294 9426 9663 97,74 169 057 033 022 415 454 475 491 251 351 401 442
6 76,97 87,83 9542 9659 228 120 045 0,34 344 4,04 445 466 216 3,02 3,67 4,04

Concentracao de lactose = (%, p/v)*; Concentracdo de enzima = (U.mL™); Temperatura = °C. Ensaio 2 — 10% (p/v), 5 U.mL™, 30 °C; Ensaio 4 — 10% (p/v), 10 U.mL™, 30 °C;

Ensaio 6 — 10% (p/v), 5 U.mL™

,40°C.

*Concentracdes atingidas adicionando a diferenca em relacdo ao teor de lactose do leite

h = horas de reagdo enzimatica

Tabela 4 — Resultados obtidos de concentragdes de 6’-galactosil-lactose, 6-galactobiose e GOS total no leite em 0,5, 1, 1,5 e 2 horas nas
condigdes de 3 ensaios do Planejamento Experimental 23

6'-galactosil-lactose 6-galactobiose GOS total
Ensaio (%, p/v) (%, p/v) (%, p/v)
0,5h 1h 1,5h 2h 0,5h 1h 1,5h 2h 0,5h 1h 1,5h 2h
2 0,43 0,43 0,34 0,28 0,00 0,00 0,62 0,54 0,43 0,43 0,96 0,82
4 0,37 0,28 0,18 0,13 0,00 0,55 0,48 0,38 0,37 0,83 0,72 0,51
6 0,44 0,35 0,26 0,15 0,00 0,00 0,54 0,47 0,44 0,35 0,80 0,62

Concentracao de lactose = (%, p/v)*; Concentracdo de enzima = (U.mL™); Temperatura = °C. Ensaio 2 — 10% (p/v), 5 U.mL™, 30 °C; Ensaio 4 — 10% (p/v), 10 U.mL™, 30 °C;

Ensaio 6 — 10% (p/v), 5 U.mL™

, 40 °C.

*Concentrac@es atingidas adicionando a diferenca em relacdo ao teor de lactose do leite

h = horas de reagdo enzimatica



