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RESUMO

Os galacto-oligossacarideos (GOS) sdo componentes naturais do leite humano e de alguns
vegetais, e podem ser produzidos também a partir da lactose pela reacido de transgalactosilacéo
da enzima B-galactosidase. A quantidade de GOS formada a partir da lactose sofre influéncia
com a concentragdo da enzima, o tempo de reacdo, a temperatura e a concentracao inicial de
lactose. Os GOS sdo compostos de lactose e galactose, produzidos comercialmente por reacéo
enzimatica, onde residuos de galactose estdo ligados a lactose. Assim, o objetivo do trabalho foi
estudar a influéncia da temperatura, concentracdo de lactose e da enzima na obtencdo de GOS,
utilizando a enzima [-galactosidase. Os resultados encontrados permitiram concluir que a
concentracdo de lactose e da enzima foram as variaveis que apresentaram maior influéncia na
concentracdo de GOS. Sendo a concentracdo maxima de GOS igual a 71,45 g/L obtida a 40% de
lactose, 10 U/mL de enzima e temperatura de 40 °C, em 6 horas de reacdo, com 23,82% de
rendimento, 11,91% de produtividade e 48,24% de conversdo de lactose.
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INTRODUCAO

Os galacto-oligossacarideos (GOS) sao componentes naturais do leite humano, de alguns
vegetais, como cebola, alho, banana, soja e chicdria, e podem ser produzidos a partir da lactose
pela reacdo de transgalactosilacdo da enzima PB-galactosidase’. Os GOS apresentam
configuracdo B e as enzimas digestivas gastrointestinais humanas sdo principalmente especificas
para ligacoes a, sendo entdo resistentes a digestdo e absorcdo no intestino atingindo o célon,
onde sdo fermentados, promovendo um aumento das bifidobactérias®. Sendo ainda, a ingestdo
de GOS responsavel por aumentar a mineralizagao déssea e a resisténcia contra fraturas, devido
a estimulacdo da absorcdo de calcio®. Alguns dos beneficios dos GOS vistos do ponto de vista
industrial € a maior solubilidade em comparacdo com a sacarose, a nao cristalizagdo, nao
precipitacdo, além de nao deixar a sensacdao de secura na boca. Assim, os GOS podem ser
usados em formulacdes de sobremesas lacteas, leites fermentados, geleias, bebidas e produtos
de confeitaria’. Alimentos infantis e alimentos especiais para idosos e hospitalizados s3o
promissores na aplicacao de GOS, devido a maior suscetibilidade a mudangas na microflora
intestinal. O pao também é um alimento apropriado para a inclusao destes, pois durante a
fermentacao com a levedura e o cozimento do pao, os GOS nao sao degradados, e auxiliam a
obter um p3o de excelente sabor e textura®. A quantidade de GOS formada a partir da lactose
sofre influéncia com a concentracdo da enzima, o tempo de reacdo e a temperatura, além da
concentracdo inicial de lactose e a presenca de inibidores ou ativadores especificos para a
enzima'. Os GOS sdo compostos de lactose e unidades de galactose, produzidos comercialmente
por reacdo enzimatica, onde residuos de galactose est3o ligados a lactose?.

245

BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports - ISSN 2316-5200
NUmero Especial v. 2, n. 3, p. 245-248, 2013


mailto:brunarossetto6@hotmail.com

9( ) Anais do lll Simpédsio de Bioquimica e Biotecnologia
»'( ‘, Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

HISIMBBTEC

Londrina 2013

O objetivo do trabalho foi estudar a influéncia da temperatura,
concentracdo de lactose e da enzima na obtencao de galacto-oligossacarideos tendo como
substrato o soro de leite, utilizando a enzima B-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis
(Lactozym® 2600L).

MATERIAL E METODOS

O soro de leite em p6 doado pela empresa Cargil S/A e a enzima B-galactosidase comercial de
Kluyveromyces lactis Lactozym® 2600L adquirida pela empresa Sigma-Aldrich. As reagdes de
sintese de galacto-oligossacarideos foram realizadas em incubadora rotatéria a 180 rpm, nas
temperaturas de teste (30, 35, 40, 45 e 50 °C). A solucao de soro de leite foi preparada com
solucdo tampao fosfato de sodio 0,1 M (pH 6,5), nas concentracdes de 10, 20 e 30% de lactose.
O volume final da reagao foi de 125 mL, sendo a solucdo de soro de leite completada para esse
volume com a adicdo da enzima nas diluicdes de teste (5, 7,5 e 10 U/mL)>. A sintese foi mantida
por 12 horas, sendo retiradas amostras de 5 mL a cada 2 horas. As amostras foram inativadas a
100 °C por 5 minutos e em seguida armazenadas em freezer até a identificacao e quantificacao
dos acucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)?. Os produtos obtidos pela
sintese da enzima foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
utilizando uma coluna SupelcogelTM Ca (300 x 7,8mm). Foi utilizada agua ultra pura como
solvente a um fluxo de 0,5 mL/min a 65 °C. Foram aplicados 20 pL das amostras e das solugoes
padrles, preparadas a 0,5% (p/v). Os carboidratos foram detectados pelo indice de refracao e
identificados por comparacdo com o tempo de retencdo dos padrdes de glicose, galactose,
lactose!. A influéncia das varidveis principais (temperatura, concentracdo da enzima e da
lactose) foi determinada através do Software Statistica 7.0. Os valores das varidveis foram
escolhidos baseados nos resultados da determinacdo da atividade da enzima®, onde se
encontrou os melhores valores de temperatura, pH, concentracao da enzima e de lactose, para
a atividade maxima da enzima utilizada na producdo dos galacto-oligossacarideos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do efeito da temperatura, concentracao de enzima e concentragao de lactose
sobre a produgao de GOS estao apresentados na Figura 1.
Figura 1. Efeito da interacdo das varidveis: temperatura, concentracdo de enzima e
concentragao de lactose na concentracao de GOS.

FPareto Chart of Standardized Effects; WVariable: Concentracao de GOS
2**(3-0) design: MS Residual=456_ 0243

.

by :

(2pCL 1.1 7069

(2)cE
1by3 [

(1T

-, 016722

1by2

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Os resultados encontrados permitem concluir que a concentracdo de GOS sofreu influéncia da
concentragao de lactose, pois 0 aumento da concentracao de lactose de 10 para 30% provocou
um incremento médio na concentracao de GOS de 17,67 g/L, enquanto que o aumento na
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variavel temperatura de 35 para 50°C diminuiu em média 0,75 g/L a
concentracao de GOS. A forte influéncia da concentracao da lactose foi encontrada também por
Chockchaisawasdee (2004). Lisboa et.al. (2012) encontrou resultados semelhantes, onde o
aumento de 30°C para 40°C na temperatura e de 5 U/mL para 10 U/mL na concentragao de
enzima influenciaram a concentracao de GOS positivamente, aumentando em média 9 g/L e 30
g/L.

Na avaliacao do rendimento, observa-se que o aumento na concentracdao de enzima de 5 para
10 U/mL juntamente com o aumento de 10 para 30% na concentracao de lactose resulta em
um aumento médio de 5,42% no rendimento, conforme mostrado na Figura 2.

Figura 2. Efeito da interacdo das varidveis: temperatura, concentracdo de enzima e
concentragao de lactose no rendimento.
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Figura 3. Efeito da interacdo das varidveis: temperatura, concentracdo de enzima e
concentragao de lactose na produtividade.
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Analisando a Figura 3, observa-se que todas as varidveis principais e as interagdes entre elas
apresentam influéncia de forma positiva, ou seja, 0 aumento de apenas uma das variaveis ou 0
aumento de duas dessas variaveis resulta em um incremento na média da produtividade. Os
resultados de rendimento e produtividade foram coerentes com os resultados de Lisboa et. al.
(2012), onde o aumento da temperatura, concentracao de enzima e concentracao de lactose
tiveram um efeito positivo no aumento do rendimento e da produtividade.
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Observando os resultados obtidos na andlise da conversdo da lactose
apenas a variavel concentracao de lactose tem influéncia de forma significativa, conforme Figura
4. O aumento de 10 para 30% na concentracao de lactose fornece um aumento médio de
31,05% na conversao.

Figura 4. Efeito da interacdo das varidveis: temperatura, concentracdo de enzima e
concentragao de lactose na conversao da lactose.
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CONCLUSOES
Os resultados encontrados permitem concluir que a enzima apresentou atividade de
transgalactosilacdo. A concentragao de lactose e enzima foram as varidveis que apresentaram
maior influéncia na concentracdo de GOS. Sendo a concentragdo maxima de GOS igual a 71,45
g/L obtida a 40% de lactose, 10 U/mL de enzima e temperatura de 40 °C, com 23,82% de
rendimento, 11,91% de produtividade e 48,24% de conversao de lactose.
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