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RESUMO

RESUMO

Atualmente, um dos desenvolvimentos mais significativos na ciéncia é o de
alimentos funcionais, relacionado ao desenvolvimento de suplementos dietéticos
que afetam beneficamente a saude. Dentre esses pode-se citar os
galactooligossacarideos, que € um grupo de oligossacarideos considerados como
carboidratos nao digeriveis devido sua resisténcia a hidrélise das enzimas do
intestino. Dentre os beneficios obtidos com a ingestdo de galactooligossacarideos
estdo o aumento da populacéo de bifidobacterias no célon e, com isso, a redugéo
dos niveis de bactérias patogénicas, além do aumento da absorcao de célcio,
estimulacdo do sistema imune, combate a infeccdes intestinais, regulacdo do
colesterol sérico e a reducdo do risco de cancer de célon. A producado dos
galactooligossacarideos tem sido estudada extensivamente em microrganismos,
através da reacdo de transgalactosilacdo enzimatica catalisada pela f3-
galactosidase. O principal objetivo do presente trabalho foi a producédo da enzima
B-galactosidase por linhagens fungicas para producao de galactooligossacarideos.
Primeiramente os fungos foram selecionados aleatoriamente da colecao de
microrganismos do Laboratério de Bioaromas (Departamento de Ciéncia de
Alimentos — UNICAMP) e isolados de amostras de favo de mel coletadas na
cidade de Itapira-SP. Posteriormente, os microrganismos foram testados quanto a
producdo da enzima [-galactosidase e atividade de transgalactosilacdo. Para o
estudo do processo fermentativo, foram selecionados 3 microrganismos com
maior atividade de transgalactosilacdo. Foi realizado um delineamento
experimental, composto por 9 tratamentos, visando avaliar o efeito da temperatura
(24, 30 e 36 °C), umidade (40, 50 e 60%) e concentracéo de lactose (0, 7,5 e 15%)
no meio para a producdo enzimatica. Em seguida, foi selecionado o melhor
microrganismo para extracdo e caracterizacdo da enzima para a producado de
galactooligossacarideos. As variaveis estudadas foram: temperatura (35, 45, 55 e
65 °C), pH (4, 5, 6 e 7), concentragdo de lactose inicial (20, 30, 40 e 50%) e
concentracdo do extrato enzimatico bruto liofilizado (52, 104, 156 e 208 U). De
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RESUMO

todos os ensaios, foram retiradas aliquotas depois de 6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas
de reacdo. Para avaliar a influéncia do tempo na sintese de
galactooligossacarideo, foi realizada uma curva cinética para medir a produgdo em
3,6,9, 12, 18, 24, 30, 36, 48 e 72 horas de reacao. A selecdo de microrganismos
resultou em 5 linhagens produtoras de galactooligossacarideos: Aspergillus sp
(LB-01), Aspergillus sp (LB-32), Aspergillus sp (LB-36), Penicillium sp (LB-51) e
Scopulariopsis sp (LB-35). O microrganismo com maior produc¢do de 4’galactosil-
lactose foi o Aspergillus sp (LB-32) que converteu 19,17% da lactose presente no
meio e produziu 7,25% do tetrassacarideo. O segundo maior produtor foi
Penicillium sp (LB-51) com producéao de 6,71%, seguido por Scopulariopsis sp
(LB-35) com 6,65%, Aspergillus sp (LB-01) com 5,22% e Aspergillus sp (LB-36)
com 4,97% de producao de galactooligossacarideo. O estudo do processo
fermentativo foi realizado com os segunites microrganismos: Aspergillus sp (LB-
32), Penicillium sp (LB-51) e Scopulariopsis sp (LB-35). P6de-se observar que
alguns tratamentos favoreceram o crescimento dos microrganismos, enquanto
outros foram desfavoraveis. O tratamento controle T9 (que compreende as
condigdes 30 °C, 0% de concentracdo de lactose no meio e 50% de umidade) foi o
gue mais se destacou, apresentando os maiores valores de atividade para todos
0s microrganismos. Todos os outros tratamentos possuiram valores de atividade
enzimatica significativamente inferiores (P<0,05) aos valores obtidos no
tratamento controle. Os resultados da caracterizacao enzimatica mostraram que,
para o microrganismo Aspergillus sp (LB-32), as temperaturas mais altas (65 °C) e
os valores de pH mais baixos (pH 4) foram favoraveis para a producdo de
4’galactosil-lactose. A concentracao inicial de 50% de lactose foi desfavoravel
devido a precipitacio da mesma, estando a maior producdo de
galactooligossacarideo no valor referente a 40% de lactose. O aumento na
concentracao enzimatica foi diretamente proporcional ao aumento da producgéo de
4’galactosil-lactose, sendo o melhor resultado com a utilizagdo de 208 U. Todos o0s
ensaios mostraram melhores resultados quando a reacdo atingiu 48 horas.
Através da curva cinética, notou-se que a producdo de galactooligossacarideo
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RESUMO

inicia-se depois de 3 horas de reacao, atingindo o maximo de producao em 48
horas. O melhor resultado foi obtido com o uso da temperatura em 65 °C,
produzindo 12,10% de 4'galactosil-lactose, através da conversdo de 31,27% da

lactose.
Termos de indexagdo: Selecdo, alimentos funcionais, prebidticos,

oligossacarideos, galactooligossacarideos, [p-galactosidase, Aspergillus sp,

Penicillium sp, Scopulariopsis sp.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Actually, one of the most significant development in science are functional foods,
connected with the development of dietetic supplement that affects beneficially the
health. Among these, we can mention the galactooligosaccharides, that is a group
of oligosaccharides considerated as non-digestible carbohydrates due to their
resistance to hydrolysis of intestine enzymes. Among the benefits obtained with
galactooligosaccharides ingestion are the increase of bifidobacteria population in
the colon and, by their antagonistic effect, the reduction of the pathogenic bacteria
level, over the increase of calcium absorption, immune system stimulation,
intestinal diseases combat, serum cholesterol regulation and the reduction of
colon’s cancer risks. The production of galactooligosaccharides has been
extensively studied in microorganisms, through the transgalactosylation reaction
catalyzed by B-galactosidase enzyme. The aim of this work was the production of
B-galactosidase enzyme by fungus strains to produce galactooligosaccharide.
Firstly, the fungus were ramdonly removed from the microorganisms collection of
Bioaromas Laboratory (Food Science Department — UNICAMP) and isolated from
honeycomb collected at ltapira-SP. After this, the microorganisms were tested for
the production of the B-galactosidase enzyme and transgalactosylation activity. To
study the fermentative process, it was selected 3 microorganisms with the largest
transgalactosylation activity. An experimental design was realized, consisting of 9
treatments, to evaluate the effect of temperature (24, 30 and 36 °C), humidity (40,
50 and 60%) and lactose concentration (0, 7,5 and 15%) in medium to produce the
enzyme. After, it was selected the best microorganism to characterize its enzyme
to produce galactooligosaccharides. The studied variables were: temperature (35,
45, 55 and 65 °C), pH (4, 5, 6 and 7), initial lactose concentration (20, 30, 40 and
50%) and lyophilized brute extract concentration (52, 104, 156 and 208 U).
Aliquots were took out from all tests after 6, 12, 24, 36, 48 and 72 hours of
reaction. To evaluate the time influence in galactooligosaccharides syntesis, it was
realized a kinetic curve to meansure the production in 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48

XXV



ABSTRACT

and 72 hours of reaction. The screening of microorganisms resulted in 5
galactooligosaccharides producer strains: Aspergillus sp (LB-01), Aspergillus sp
(LB-32), Aspergillus sp (LB-36), Penicillium sp (LB-51) and Scopulariopsis sp (LB-
35). The largest producer of 4’galactosil-lactose was Aspergillus sp (LB-32), that
has converted 19,17% of lactose actual midst and has produced 7,25% of the
tetrasaccharide. The second best producer was Penicillium sp (LB-51) with 6,71%
of production, followed by Scopulariopsis sp (LB-35) with 6,65%, Aspergillus sp
(LB-01) with 5,22% and Aspergillus sp (LB-36) with 4,97% of
galactooligosaccharides production. The study of the fermentative process was
realized with the microorganisms: Aspergillus sp (LB-32), Penicillium sp (LB-51)
and Scopulariopsis sp (LB-35). During the experiment, it could be noticed that
some treatments promoted the growth of the microorganisms, while others were
disadvantageous. The control treatment T9 (that consists of 30 °C, 0% of lactose
concentration in medium and 50% of humidity) was the best, with the biggest
activity values for all microorganisms. The other treatments showed enzymatic
activity values significantly poorer (p<0,05) than the values obtained in control
treatment. The results of the enzymatic characterization showed that, for the
microorganism Aspergillus sp (LB-32), higher temperatures (65 °C) and lower pH
values (pH 4) promoted the production of 4’galactosil-lactose. The initial lactose
concentration of 50% was disadvantageous because of lactose precipitation, being
the best production of galactooligosaccharide with 40% of initial lactose. The
increase in the enzymatic concentration was directly proportional to the increase of
4’galactosil-lactose production, obtaining the best result with 208 U of enzyme. All
the tests showed the best results in 48 hours of reaction. The kinetic curve showed
that the production of galactooligosaccharides starts after 3 hours of reaction, and
reaches the top of production in 48 hours. Our best result was obtained using 65
°C of temperature, producing 12,10% of 4’galactosil-lactose throught 31,27% of

lactose conversion.

Key words: Screening, functional foods, prebiotics, oligosaccharides,
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galactooligosaccharides, [(-galactosidase, Aspergillus sp, Penicillium sp,

Scopulariopsis sp.
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INTRODUGCAO GERAL

Os galactooligosacarideos (GOS) sao considerados ingredientes naturais
de alimentos e, devido aos efeitos benéficos na proliferacao das bifidobactérias no
cbélon humano, séo classificados como prebidticos. Sdo aglcares encontrados
naturalmente em muitos alimentos como frutas, vegetais, leite e mel, e néo
apresentam somente a fung¢ao nutricional ou de adogante, mas também exibem
atividade fisiolégica, sendo assim denominados de alimentos funcionais
(NAKANO, 1998).

Desde a década de 80 ha um grande interesse por alimentos funcionais,
capazes de melhorar a saude, a performance fisica ou a capacidade mental, além
de possuirem valor nutricional (BEKERS et al., 2004). Desta maneira, nos ultimos
anos, os oligossacarideos tém atraido a atencao dos pesquisadores pois, além de
seus usos tradicionais como fonte de energia e adocante, sdo utilizados também
como ingredientes funcionais, apresentando grande potencial para melhorar a
qualidade de muitos alimentos. Sao capazes de promover uma modificacdo no
flavor, nas caracteristicas fisico-quimicas e apresentam propriedades benéficas
para a saude do consumidor (CRITTENDEN e PLAYNE, 1996).

Nos ultimos anos o interesse e consumo de oligossacarideos tem crescido
muito, particularmente no Japao e Europa. Em 1991 o governo japonés criou o
termo FOSHU (Food for Specified Health Use) para os alimentos funcionais. Em
1996 havia 58 alimentos listados, e entre estes 34 incorporavam oligossacarideos
(CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). Em 2003 foram mais de 300 alimentos
relatados como FOSHU, sendo que 30% destes apresentavam oligossacarideos
em sua formulacao (TANIGUSHI, 2004).

Os agucares dos alimentos sdo determinantes para a composicao da
microbiota intestinal (SAKO et al., 1999). Os carboidratos que participam da dieta
podem ser classificados com base nas propriedades fisioldgicas em digeriveis ou
nao-digeriveis, havendo trés principais tipos de carboidratos nao-digeriveis: os

polissacarideos n&o-amidicos, os amidos resistentes e os oligossacarideos néo-
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digeriveis (VORAGEM, 1998), estando nesse grupo os galactooligossacarideos
(GOS).

Os GOS apresentam configuracdo B e as enzimas digestivas
gastrointestinais humanas sao principalmente especificas para ligagdes a, sendo
entdo resistentes a digestdo e absor¢cdo no intestino atingindo o célon, onde séo
fermentados, promovendo um aumento das bifidobactérias (SAKO et al., 1999) e
reducdo das bactérias deterioradoras, consequentemente ocasionando efeitos
benéficos para a saude humana com a reducao de metabdlitos téxicos (MODLER,
1994, TOMOMATSU, 1994). A ingestao de GOS aumenta a mineralizacdo 6ssea e
a resisténcia contra fraturas, devido a estimulagdo da absorcdo de calcio
(BROUNS e VERMEER, 2000). Sao usados em confeitos, gomas de mascar,
iogurtes e bebidas como acuUcares de baixa cariogenicidade, pois nao sao
metabolizados pela microbiota bucal para formar acidos e poliglucanas.

A formacdo de GOS a partir de lactose é influenciada por diversos fatores
como a fonte e concentracdo da enzima, pH, temperatura e concentracao do
substrato (MAHONEY, 1998, RUSTOM et al., 1998). MARTINEZ-VILLALEUNGA e
colaboradores (2008) estudaram a otimizacdo das condi¢des para producao de
GOS utilizando as varidveis temperatura, pH, concentracdo enzimatica e
concentragao de lactose.

Através das consideracdes acima levantadas elucida-se a importancia de
isolar e avaliar novas linhagens flngicas para a producao de GOS, e o estudo dos
parametros do processo, visando obter um processo factivel para a producéo

deste importante ingrediente para a industria alimenticia.
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo isolar novas linhagens fungicas produtoras
da enzima (-Galactosidase e estudar as condigcbes para a producdo de

galactooligossacarideos.

Objetivos Especificos

Selecionar novas linhagens fangicas produtoras da enzima B-Galactosidase com

alta atividade de transgalactosilacao.

Estudar a producdo da enzima (-Galactosidase por fermentagdo semi-sélida

utilizando o substrato farelo de trigo.

Estudar a producédo de galactooligossacarideos utilizando o extrato enzimatico
bruto liofilizado.

Avaliar o efeito da temperatura, umidade e concentracdo de lactose no processo

fermentativo para a producao enzimatica.

Caracterizar a enzima B-Galactosidase quanto ao efeito da temperatura, pH,
concentracdo de lactose, concentragdo enzimatica e tempo na producdo de

galactooligossacarideos.
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GALACTOOLIGOSSACARIDEOS: EFEITOS BENEFICOS E PRODUCAO
Rodrigues, Daniele; Pastore, Glaucia Maria

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, CEP 13083-862 — Campinas-SP.

RESUMO

Varios oligossacarideos sdo encontrados em muitos alimentos. Alguns, além da
fungcdo  nutricional, também  apresentam  atividade fisiolégica. Os
galactooligossacarideos s&o carboidratos ndo digeriveis, sendo resistentes as
enzimas digestivas e fermentados por bifidobactérias ao atingir o célon.
Apresentam diversos beneficios devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e
fisiologicas. Nas industrias, sdo importantes por melhorarem a qualidade dos
alimentos promovendo uma modificagdo no flavour. Dentre todos os beneficios
obtidos com a ingestdo de galactooligossacarideos, o de maior importancia é
elevar a populacéo de bifidobactérias no célon e, por efeito antagdnico, suprimir a
atividade de bactérias deterioradoras e reduzir a formacao de metabdlitos toxicos.
Os galactooligossacarideos sao produzidos a partir da lactose por acao da enzima
B-galactosidase com atividade de transgalactosilacdo. Este trabalho tem como
objetivo realizar uma revisdo bibliografica a respeito da importancia dos
galactooligossacarideos na nossa dieta, levantando as principais vantagens
obtidas com a ingestao desse ingrediente, bem como relatar sua importancia na
industria de alimentos.

Termos de indexacdo: alimentos funcionais, prebidticos, oligossacarideos,
galactooligossacarideos, B-galactosidase.

ABSTRACT

Many types of oligosaccharides are found in a large quantity of common foods.
Some of them act not only as nutrients, but also exhibit physiological activities.
Galactooligosaccharides are non-digestible carbohydrates, wich are resistant to
gastrointestinal digestive enzymes and are fermented by bifidobacterias in the
colon. They offer many benefits due to your physicochemistry and physiological
characteristics. In industries, they are important because they improve the food
quality promoting a flavour modification. Among the benefits obtained with
galactooligosaccharides ingestion, the most important is to increase the
bifidobacteria population in the colon and, by their antagonistic effect, to suppress
the activity of deteriorative bacterias and to reduce the formation of toxic
fermentation products. Galactooligosaccharides are produced from lactose by the
action of B-galactosidase enzyme that has transgalactosylation activity. The aim of
this work was to realize a bibliographic review about the galactooligosaccharide
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importance in our diet, showing the principal advantages obtained with the
ingestion of this ingredient, over to tell your importance in food industry.

Key words: functional foods, prebiotics, oligosaccharides, galactooligosaccharides,
B-galactosidase.

1. INTRODUCAO

A pratica de alimentar-se saudavelmente é um tendéncia atual. O aumento
da consciéncia dos consumidores em melhorar a qualidade de vida e consumir
produtos que oferecam além dos nutrientes tradicionais, € um dos varios fatores
que tém contribuido para o desenvolvimento dos alimentos funcionais (MORAES e
COLLA, 2006). Os galactooligossacarideos estdao entre o0s ingredientes
alimentares mais freqientemente usados no desenvolvimento de produtos devido
suas caracteristicas fisico-quimicas e funcionais. S&o classificados como
oligossacarideos nao-digeriveis (NDOs) e, portanto, como prebibdticos.
Apresentam ndo sé a fungcao nutricional ou de adogante, mas também exibem
atividades fisiolégicas, sendo assim denominados ingredientes funcionais
(NAKANO, 1998). Dentre os beneficios da ingestdo de galactooligossacarideos
estdo o aumento da populacédo de bifidobacterias no célon e, com isso, a redugéo
dos niveis de bactérias patogénicas, além do aumento da absorcédo de calcio e a
reducdo do risco de cancer de colon (ROBERFROID, 2007). Possuem
caracteristicas fisico-quimicas bastante desejaveis para as industrias pois séo
capazes de melhorar as qualidades sensoriais dos alimentos. Sdo usados na
fabricacdo de gomas de mascar, confeitos, iogurtes e bebidas como acucares de
baixa cariogenicidade, pois ndo sao metabolizados pela microflora bucal para
formar acidos e poliglucanas. Os galactooligossacarideos sdo produtos da acao
da enzima [3-galactosidase, que realiza a reacdo de transgalactosilacdo da lactose
produzindo oligbmeros de cadeias de diferentes comprimentos (PRENOSIL et al.,

1987). Diversos trabalhos na literatura avaliam a produgdo desse ingrediente,
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utilizando distintas linhagens, assim como processos diferenciados.

Este trabalho tem como obijetivo realizar uma revisao bibliografica a respeito
da importancia dos galactooligossacarideos na nossa dieta, levantando as
principais vantagens obtidas com a ingestao desse ingrediente, bem como relatar

também sua importancia na industria de alimentos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ALIMENTOS FUNCIONAIS E PREBIOTICOS

Atualmente, a preocupacao com a alimentacao e a saude, bem como suas
interagOes, tem aumentado em nossa sociedade. O consumidor tem mostrado
interesse cada vez maior por alimentos que possam trazer algum beneficio
adicional em relagdo ao produto tradicionalmente comercializado. Com o aumento
na expectativa de vida da populacdo, aliado ao crescimento exponencial dos
custos médico-hospitalares, a sociedade necessita vencer novos desafios, através
do desenvolvimento de novos conhecimentos cientificos e de novas tecnologias
que resultem em modificagdes importantes no estilo de vida das pessoas. A
nutricdo precisa se adaptar a esses novos desafios, através do desenvolvimento
de novos conceitos. A nutricdo otimizada € um desses novos conceitos, dirigida no
sentido de maximizar as funcdes fisiolégicas de cada individuo, de maneira a
assegurar tanto o bem-estar quanto a saude, como também o risco minimo de
desenvolvimento de doencas ao longo da vida. Nesse contexto, os alimentos
funcionais e especialmente os probidticos e prebidticos sado conceitos novos e
estimulantes (ROBERFROID, 2002).

Os alimentos funcionais, que sao aqueles capazes de melhorar a saude, a
performance fisica ou a capacidade mental, além de possuirem valor nutricional,
fazem parte de uma nova concepc¢ao de alimentos, denominada FOSHU (Food for

Specified Health Use), lancada pelo Japdo na década de 80 por meio de um
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programa de governo que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis
para uma populacdo crescente de idosos, que apresentava uma grande
expectativa de vida e que gerava uma preocupacao, tanto da populacado quanto do
governo, em prevenir doengas crénicas e degenerativas (MORAES e COLLA,
2006). Este grupo de alimentos foi definido como alimentos convencionais que
apresentavam beneficios a saude se consumido regularmente como parte de uma
dieta saudavel. A primeira geracdo de alimentos funcionais foi composta por
vitaminas e sais como o calcio, mas logo passou-se a direcionar esta classe de
alimentos aos que proporcionavam efeito positivo na composicdo da microbiota
intestinal. Ainda no inicio houve grande concentragdo dos estudos em alimentos
probidticos, alimentos que contém microrganismos vivos capazes de colonizar o
cblon, como os Lactobacillus sp, Enterococcus faecalis e Bifidobacteria sp
(HARTEMINK, 1997). A partir de entéo foi observado um crescente interesse por
alimentos funcionais.

Existem varios conceitos para alimentos funcionais. De acordo com a
Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério de Saude (Portaria nimero 398 de
30/04/99), alimento funcional é “todo aquele alimento ou ingrediente que, além das
fungdes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual,
produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldégicos e/ou efeitos benéficos a saude,
devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica”. Para NEUMANN et
al. (2000), alimento funcional € todo alimento ou constituintes de alimentos e
bebidas que oferegam efeito saudavel, além de seu valor nutritivo inerente a sua
composicao quimica, podendo desempenhar um papel vantajoso na prevencao e
tratamento de doencas.

Esses alimentos possuem potencial para promover a saude através de
mecanismos nado previstos através da nutrigio convencional, devendo ser
salientado que esse efeito restringe-se a promocdo da saude e nao a cura de
doencas (SANDERS, 1998).

A prética de alimentar-se saudavelmente é uma tendéncia atual. O aumento

da consciéncia dos consumidores em melhorar a qualidade de vida e consumir
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produtos que oferegam além dos nutrientes tradicionais é um dos varios fatores
que tém contribuido para o desenvolvimento dos alimentos funcionais (MORAES e
COLLA, 2006).

O trato gastrintestinal humano é um micro-ecossistema cinético que
possibilita 0 desempenho normal das fungdes fisioldgicas do hospedeiro, a menos
que microrganismos prejudiciais e potencialmente patogénicos predominem.
Manter um equilibrio apropriado da microbiota pode ser assegurado por uma
suplementacdo sistematica da dieta com probibticos, prebidticos e simbibticos
(BIELECKA et al., 2002). Em virtude desse fato, nos ultimos anos, o conceito de
alimentos funcionais passou a concentrar-se de maneira intensiva nos aditivos
alimentares que podem exercer efeito benéfico sobre a composi¢cdo da microbiota
intestinal (ZIEMER e GIBSON, 1998). Os prebioticos e os probiéticos sao
atualmente os aditivos alimentares que compdem esses alimentos funcionais.

Existe ainda uma crenca generalizada de que, apesar da ingestao alimentar
poder regular determinadas atividades metabdlicas associadas com
microrganismos intestinais, uma alteracdo na dieta gera pouco efeito sobre a
composicao e estrutura da microbiota da flora intestinal humana (MACFARLANE e
MACFARLANE, 2003). No entanto, a introducdo de prebidticos na dieta nos
ultimos anos tem suscitado um sério desafio para este conceito, e esta sendo
cada vez mais reconhecido que a composicao de espécies da microbiota, bem
como muitas das suas caracteristicas fisiolégicas, pode ser modificado por
relativamente pequenas alteracées no consumo alimentar (MACFARLANE et al.,
2007).

A definicdo original de um prebiodtico foi apresentada por GIBSON e
ROBERFROID, em 1995, como um "ingrediente alimentar nao digerivel que afeta
beneficamente o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de um ou limitado numero de bactérias no célon e, portanto, melhora a
saude". Recentemente, ROBERFROID (2007) descreveu um prebiético como “um
ingrediente fermentado seletivo que permite especificas mudancas, tanto na
composi¢do e/ou na atividade da microbiota gastrointestinal, e confere beneficios

11
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para bem-estar e saude do hospedeiro®. Na pratica, as bactérias beneficiadas
pelo uso de prebibticos sdo quase que exclusivamente, Bifidobacteria sp e
Lactobacillus sp (GIBSON et al. 1999; BOUHNIK et al. 2004). Atualmente, os
alimentos prebidticos tornaram-se uma alternativa atraente de alimentos
funcionais e, portanto, alvo de iniUmeras pesquisas, principalmente devido as
dificuldades encontradas na administracdo oral dos probi6ticos, que possuem
baixa taxa de sobrevivéncia. Exemplos de prebibticos sao
galactooligossacarideos, frutooligossacarideos, arabinose, rafinose, manose,
lactulose, estaquiose etc (BOSSCHER et al., 2006). Segundo DEPEINT et al.
(2008), muitos diferentes carboidratos nao-digeriveis atendem as propriedades
para serem classificados como prebiéticos, portanto somente os
frutooligossacarideos e os galactooligossacarideos foram testados in vivo para
todos os requerimentos exigidos para ser um prebidtico.

Segundo GIBSON (2008), para um alimento ser considerado um prebidtico,
ele deve obedecer alguns parametros, como (1) ndo deve sofrer hidrélise ou
absorcao no intestino delgado; (2) quando atingir o célon, deve ser metabolizado
seletivamente por um numero limitado de bactérias benéficas; (3) deve ser capaz
de alterar a microflora colénica para uma microflora bacteriana saudavel; e (4)
deve ser capaz de induzir efeito fisiologico que seja importante para a saude. A
Figura 1.1 mostra o comportamento dos prebiéticos no trato gastrointestinal

humano.
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Nao ha hidrélise Aumenta o
namero e a
atividade das
Nao ha bifidobactérias
hidrélise e
absorcéao
Sao fermentados
pelas bactérias \L N&o ha excregao
intestinais

Figura 1.1 — Comportamento dos prebidticos no trato gastrointestinal humano
(TUOHY et al., 2005).

Recentemente, a FAO (Food and Agriculture Organization) das Nacoes
Unidas recomendou novos critérios e metodologias para avalair a seguranca e a
eficacia de um prebidtico. Segundo esta organizacdo, um prebidtico € um
componente alimentar que confere beneficios a saide do hospedeiro associado
com modulagdes na microbiota (PINEIRO et al.,, 2008). Para um componente
receber o titulo de prebidtico, ele deve obedecer alguns parametros,

representados na Figura 1.2.
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Descricao do componente:
(origem, pureza e composicao
e estrutura quimicas)

v

Caracterizacao funcional do componente:

» concentracao e quantidade do componente a ser
ministrado;

» avaliagdo da seguranca com testes in vitro e in vivo
em animais e humanos;

» testes complementares para confirmar resultados em
humanos;

» avaliacao de outros beneficios: absorcao de
nutrientes, reducao de infecgdes, alteracdes nos
niveis de colesterol, alteragdes no sistema imune,
entre outros.

v

Seguranca do componente:
» deve ser reconhecido como seguro para 0 consumo
de acordo com a legislacéo;
* niveis de consumo seguro e reacoes adversas
devem ser estabelecidos;
* nao deve conter contaminantes ou impurezas;

* nao deve alterar a microbiota a um ponto que seja
considerado prejudicial para o hospedeiro.

v

Prebiotico

Figura 1.2 — Parametros estabelecidos pela FAO (Food end Agricultural
Organization) para classificar um alimento como prebiético. Adaptado de PINEIRO
et al. (2008).

Os probiéticos sao outro tipo de alimentos considerados funcionais. Sao
microrganismos (geralmente, Bifidobacteria sp e Lactobacillus sp) que, quando
ingeridos, exercem efeitos benéficos para a saude, produzindo compostos como
as citoquinas e o0 acido butirico que sao antimicrobianos e antibacterianos

(MORAES e COLLA, 2006). Assim, favorecem a presenca de bactérias benéficas
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ao organismo e diminuem a concentracdo de bactérias e microrganismos
indesejaveis. Porém, a vantagem do uso de prebioticos, é a ingestdo de
ingredientes que favorecem o0 desenvolvimento destes microrganismos
especificos.

Embora os prebio6ticos e os probibticos possuam mecanismos de atuagao
em comum, especialmente quanto a modulacdo da microbiota enddgena, eles
diferem em sua composicao e em seu metabolismo (Figura 1.3).

Os prebidticos, quando fermentados pela microbiota endégena, aumentam
a producgao de gas, apresentando o risco tedrico de aumentar a diarréia em alguns
casos devido ao efeito osmético e de serem pouco toleraveis em pacientes com
sindrome do intestino irritavel. Entretanto, a tolerdncia de baixas doses de
prebidticos é geralmente excelente (SAAD, 2006).

Probiéticos Prebidticos
- Bactérias Lacticas - Oligossacarideos
- Bifidobactérias - Fibras

N e

Fermentagao no Intestino

~ N\

Modificagges na Microbiota Metabdlitos dos Carboidratos

- Atividade Microbiana - Acidos Graxos de Cadeia Curta
- Composigao da Microbiota - Gases

- Outros Metabolitos

Efeitos Fisiologicos

EFEITOS SOBRE A SAUDE — - Locais (colon)
- Sistémicos

Figura 1.3 — Reacdes dos ingredientes alimentares probibticos e prebibticos com a
microbiota intestinal, relativo a seus efeitos sobre a saude. Adaptado de SAAD
(2006).
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Os prebidticos estdo entre os ingredientes alimentares mais freqlentemente
usados no desenvolvimento de produtos e possuem um grande potencial para
pesquisas. O numero de artigos sobre probi6ticos e prebibticos indexados na
MEDLINE apresentou crescimento bastante expressivo, no periodo entre 1996 e
2005. A Figura 1.4 mostra o numero de artigos publicados que continham as
palavras probi6tico e prebidtico em inglés [probiotic(s), prebiotic(s)]. O aumento
anual no numero de artigos denota o crescente interesse cientifico que os
mesmos vém recebendo na literatura das ciéncias da saude. O Mercado europeu
para prebidticos movimenta atualmente 87 milhdes de euros e aumentara para
179,7 milhdes em 2010. Esse crescimento € explicado pelo grande numero de

alimentos em que os prebioticos tém sido inseridos (PINEIRO et al., 2008).
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[ Prebidtico

300 -

Publicacoes
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Figura 1.4 — NUumero de artigos na base de dados MEDLINE no periodo de 1996 a
2005, com a presenca das palavras probidticos e prebidticos. Adaptado de
MORAES e JACOB (2006).
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Dentre os alimentos funcionais, destacam-se o0s oligossacarideos,
reconheciamente como prebibticos, que estdo entre os ingredientes alimentares
mais freqlientemente usados no desenvolvimento de produtos e possuem um
grande potencial para pesquisas. Nos Ultimos anos, os oligossacarideos tém
atraido a atencao dos pesquisadores pois, além de seus usos tradicionais como
fonte de energia e adocante, sao utilizados também como ingredientes funcionais,

apresentando grande potencial para melhorar a qualidade de muitos alimentos.

2.2. OLIGOSSACARIDEOS

Os oligossacarideos, classificados como alimentos nao digeriveis (NDOs),
sao agucares encontrados como componentes naturais em muitos alimentos como
frutas, vegetais, leite e mel. Alguns destes ndo apresentam s6 a fung¢ao nutricional
ou de adocante, mas também exibem atividades fisiol6gicas, sendo assim
denominados ingredientes funcionais (NAKANO, 2007). Trata-se de cadeias
glicosidicas formadas por 3 a 10 monossacarideos (CRITTENDEN e PLAYNE,
1996).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas, os
oligossacarideos tém encontrado aplicacdo na industria de alimentos, tanto para
produtos utilizados para alimentacdo humana (bebidas, adocantes, leite em pé
infantil) quanto para a alimentagdo animal (racdo), além da aplicagdo em
cosméticos, produtos farmacéuticos e produtos para diabéticos. Eles sdo capazes
de melhorar a qualidade dos alimentos, pois promovem uma modificacdo no flavor
e nas caracteristicas fisico-quimicas (CRITTENDEN e PLAYNE, 1996).

Apesar dessas caracteristicas serem muito desejaveis nos alimentos, sao
as caracteristicas fisiologicas as responsaveis pelo grande interesse dos
oligossacarideos na industria. Sua utilizacdo com alimento funcional é proposta
desde 1980, sendo que sua importancia maior consiste no estimulo da producao
de bifidobactérias, e por isso sdo considerados prebidticos. De acordo com
NAKANO (2007), os fruto-, xilo- e oligossacarideos estimulam a atividade de tais
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bactérias no trato intestinal, sendo esta a principal alegacao de tais produtos, de
auxiliar a manter um bom desenvolvimento gastrointestinal.

A Figura 1.5 mostra a demanda de oligossacarideos no Japao. O mercado
para oligossacarideos ja €& substancial e continua a expandir gradualmente,
movimentando em torno de 20 bilhdes de yens por ano, equivalente a 160 milhdes
de ddlares por ano. Das empresas atuais, as japonesas dominam a produgao
mundial de oligossacarideos, como mostram as pesquisas em desenvolvimento
(NAKAKUKI, 2002).

Others
{Xylooligosaccharide,
cte.)

1,750

Gentivoligosaccharide
(350) 1,000
Lactosucrose (300)
1.000
Glycosylsucrose (210)
2,000
Galaclooliposaccharide
(500) 3.500
Fructooligosaccharide
(390)

Maltooligosaccharide
(150)

Palatinose (420)

Isomaltooligosaccharide
(140)

Trehalose (250)

Figura 1.5 — Demanda de oligossacarideos no Japao (toneladas/ano). ( ) Preco
médio, em yens, por quilograma de cada produto. (NAKAKUKI, 2002).

Antigamente, acreditava-se que todos os alimentos nao-digeridos eram
excretados nas fezes, mas ap0és alguns anos de estudos, observou-se que alguns
destes alimentos eram fermentados por certos microrganismos da microbiota
intestinal (CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). Apesar de alguns peptideos,
proteinas e lipideos serem prebidticos, foram os oligossacarideos nao digeriveis
que receberam a atencdo dos pesquisadores (ZIEMER e GIBSON, 1998). Para

18



CAPITULO 1

gue os oligossacarideos tenham efeito prebidtico e, portanto, sejam resistentes as
enzimas digestivas, eles devem possuir ligacdes glicosidicas especificas entre as
unidades de agucar, responsaveis por essa resisténcia. Essas ligagdes sao
hidrolisadas somente por grupos especificos e limitados de microrganismos do
célon que sao benéficos a saude (BIELECKA et al, 2001). Entre os
oligossacarideos reconhecidamente prebidticos, tem-se 0S
galactooligossacarideos, frutooligossacarideos, xilooligossacarideos, entre outros.

Normalmente os oligossacarideos de grau alimentar ndo sao produtos
puros, mas misturas contendo oligossacarideos de diferentes graus de
polimerizacdo, como o0s polissacarideos ou dissacarideos e mondémeros de
acucares, podendo ser produzidos quimicamente ou pelo uso de enzimas pela
reacdo de transferéncia ou pelo controle de degradacdo enzimatica de
polissacarideos de origem vegetal. A maioria é produzida em escala industrial e
estdo amplamente disponiveis no mercado mundial (GULEWICZ et al., 2003).

Potenciais oligossacarideos prebiéticos podem ser classificados de acordo
com os seus constituintes quimicos e grau de polimerizacao (dp). No entanto, a
grande maioria dos estudos sobre prebibdticos incidiram sobre inulina,
frutooligossacarideos (FOS) e galactooligossacarideos (GOS). Este ultimo grupo
de hidratos de carbono em patrticular, possui um histérico seguro de uso comercial
e ndo estao classificados na categoria de novos alimentos (MACFARLANE et al.
2006).

FOS e GOS néo sao sensiveis ao acido gastrico e ndo servem como
substratos para as enzimas hidroliticas no trato digestivo superior. O Japao foi o
pais pioneiro em adicionar FOS de cadeia curta, comercialmente disponivel para
géneros alimenticios, e o “Neosugar’ pode ser encontrado em mais de 500
produtos alimenticios (GUARNER, 2005).
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2.3.  PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E  FUNCIONAIS DOS
OLIGOSSACARIDEOS

Os oligossacarideos sao solUveis em agua e levemente doces, possuindo
de 0,4 a 0,6 vezes o poder de dogura da sacarose. A dogura depende da estrutura
quimica e da massa molecular, ou seja, do grau de polimerizacdo, dos
oligossacarideos presentes, além também dos niveis de mono e dissacarideos
presentes na mistura (YUN, 1996). Quanto maior o comprimento da cadeia do
oligossacarideo, menor sera a dogura.

A baixa docgura € desejavel naqueles alimentos que necessitam de restricao
de agucares. O baixo poder adocante é favoravel na producao de alimentos em
que a matriz, com reduzida docura, € desejavel para evidenciar outros “flavours”
(CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). Podem ser utilizados juntamente com
adocantes artificiais como o objetivo de mascarar o sabor residual deixado por
esses adocantes (NAKANO, 2007).

Possuem viscosidade e estabilidade térmica relativamente maiores que a
sacarase nas mesmas concentracdes, devido ao seu maior peso molecular, e
portanto melhoram a textura e aumentam o corpo e a sensacao do alimento na
boca (CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). Sao usados para alterar a temperatura de
congelamento dos alimentos e controlar o nivel de escurecimento devido a reacao
de Maillard em alimentos processados com o uso do calor. Ainda promovem uma
retencdo da umidade prevenindo a excessiva secagem e proporcionando uma
baixa atividade de agua, que € conveniente no controle de contaminacao
microbiana (MUSSATTO e MANCILHA, 2007).

Apesar das vantagens que as caracteristicas fisico-quimicas podem
fornecer ao alimento, os oligossacarideos vém chamando cada vez mais a
atencdo dos pesquisadores devido as suas caracteristicas fisioldgicas. Os
oligossacarideos, ao contrario do amido e dos monossacarideos, nao sao
utiizados pela microbiota bucal para formar &cidos e poliglucanas, e

consequentemente sdo usados como agucares de baixa cariogenicidade na
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producdo de confeitos, gomas de mascar, iogurtes e bebidas. Além disso, muitos
oligossacarideos nao sao digeridos por humanos, podendo ser utilizados em
alimentos dietéticos para diabéticos.

A principal caracteristica fisiolégica dos oligossacarideos é a promocéao da
proliferacdo da microbiota benéfica no colon, sendo classificados como
prebidticos. Além das propriedades fisico-quimicas desejaveis dos prebidticos,
alguns efeitos funcionais podem ser citados como a modulacdo de funcdes
fisioldgicas chaves, como a absorcao de calcio e, possivelmente, o metabolismo
lipidico, a modulacdo da composicdo da microbiota intestinal, a qual exerce um
papel primordial na fisiologia gastrintestinal, e a reducao do risco de cancer de
célon (ROBERFROID, 2007). Diversos estudos experimentais mostraram a
aplicacao da inulina e da oligofrutose como fatores bifidogénicos, ou seja, que
estimulam a predominancia de bifidobactérias no célon. Consequentemente, ha
um estimulo do sistema imunolégico do hospedeiro, uma reducao nos niveis de
bactérias patogénicas no intestino, um alivio da constipagdo, uma diminuicao do
risco de osteoporose resultante da absorcdo aumentada de minerais,
particularmente o calcio. Adicionalmente, haveria uma reducdo do risco de
arteriosclerose, através da diminuicdo na sintese de triglicérides e acidos graxos
no figado e diminuicao do nivel desses compostos no sangue (KAUR e GUPTA,
2002). A habilidade de muitos oligossacarideos promoverem a proliferacdo das
bifidobactérias no célon tem sido muito estudada. Essas bactérias causam
beneficios a saude, dentre eles, a protecdo contra infeccées gastrointestinas,
reducdo do pH intestinal pela assimilacdo de agucares, supressao de bactérias
patogénicas e putrefativas, producao de vitaminas, ativacdo da funcao intestinal,
auxilio a digestao e estimulagao do sistema imunolégico (MIZOTA, 1996). A Figura
1.6 mostra a atuacao dos prebidticos como fatores bifidogénicos.
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Intestino Delgado
- Nao digeridos —
/. - Nao absorvidos

Calon

Prebidticos : l

Célon Efeito bifidogénico
- Bifidobactérias enddgenas
- Bifidobactérias da dieta estimulo

|

EFEITOS

- MODULAGAO DA MICROBIOTA INTESTINAL
competi¢do por sitios de adesao
competicao por nutrientes
produgao de compostos antimicrobianos

- ALTERACAO DO METABOLISMO MICROBIANO
aumento ou diminuigao da atividade enzimatica

- ESTIMULO DA IMUNIDADE DO HOSPEDEIRO
aumento dos niveis de anticorpos
aumento da atividade dos macréfagos

- OUTROS

Figura 1.6 — Prebidticos como fatores bifidogénicos. Adaptado de SAAD (2006).

2.3.1. EFEITO BIFIDOGENICO E MELHORA DO HABITO INTESTINAL

Os galactooligossacarideos sao considerados fatores bifidogénicos,
definidos como compostos que ndo sdo metabolizados pelo hospedeiro e
alcancam o intestino para serem metabolizados por bifidobactérias. Segundo
MACFARLANE et al. (2007), a suplementagéo da dieta com esses fatores resulta
em um aumento na ocorréncia e no numero de bifidobactérias, e inibem o
crescimento de bactérias patogénicas, putrefativas ou organismos que causam
producdo excessiva de gas. Em estudo realizado com 59 voluntarios saudaveis,
DEPEINT et al. (2008) observaram que a adicdo de 7 g/dia de
galactooligossacarideos na dieta aumentou significativamente a populagdo de

bifidobactérias quando comparada com voluntarios que receberam somente a
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férmula placebo. Ao chegarem no célon, os oligossacarideos sao utilizados como
substrato de fermentagdo por diversas bactérias intestinais, produzindo acido
latico e acidos graxos de cadeia curta, diminuindo o pH intestinal e causando um
efeito anti-bacteriano, inibindo assim o crescimento de bactérias patogénicas
(SWENNEN et al., 2006).

Esse ambiente com baixo valor de pH favorece também a vasodilatagédo e
aumenta a absorcao de agua e sais, melhorando a sintomatologia de individuos
com diarréias. Além disso, a amobnia torna-se ionizada e ndo é absorvida por
difusdo passiva, influenciando os niveis sangilineos e beneficiando individuos em
tratamento de cirrose hepatica (DELZZENE, 2003).

O aumento da populacdo de bifidobactérias faz aumentar a retencao de
umidade nas fezes, aumentado a massa fecal, favorecendo o peristaltismo e a
melhora dos sintomas de constipacao (LEMOS, 2008). De acordo com
BOSSCHER et al. (2006), esse aumento da massa fecal ocorre devido a
contribuicao das células bacterianas, que possui alto contetdo de agua no interior
de suas células.

2.3.2. SISTEMA IMUNOLOGICO E DOENGCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

Os prebiédticos atuam indiretamente e de forma benéfica sobre o sistema
imunolégico, pois estimulam o crescimento de bactérias laticas, que por sua vez
produzem substancias com propriedades imuno-estimulatérias, como
lipopolissacaridos, peptideoglicanas e acidos lipoteicdicos, que interagem com o
sistema imune e induzem a producédo de citoquinas, a proliferacdo de células
mononucleares, a fagocitose macrofagica e a sintese de grandes quantidades de
imunoglobulinas, principalmente a IgA (LEMOS, 2008). Segundo GIBSON (2008),
0s probidticos e os prebidticos possuem a habilidade de aumentar a resisténcia
contra patdégenos. Existem 3 mecanismos pelos quais os probidticos reduzem
infeccdes intestinais: 1) os produtos metabdlicos excretados por esses

microrganismos, como 0s acidos, podem baixar o pH intestinal para niveis abaixo
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aqueles suportados pelos microrganismos patogénicos; 2) as bactérias laticas e
bifidobactérias sdo capazes de excretar antibiéticos naturais; 3) existe a
competicao por nutrientes e sitios de colonizagao.

Os oligossacarideos podem aumentar a resisténcia a colonizagdao por
elementos patogénicos, atuando na modulacdo do sistema imunolégico e
ajudando a reduzir o risco de infeccoes gastrointestinais (NAKAMURA et al.,
2004). Em estudo realizado com pacientes com sindrome do intestino irritavel,
SILK et al. (2008) comprovou que a administracdo de 3,5 g/dia de
galactooligossacarideos fez aumentar a quantidade de bifidobactérias e aliviou os
sintomas da doenca.

Também podem diminuir reacdes alérgicas e induzir um efeito barreira no
intestino gerando beneficios para o metabolismo (BRUZZESE et al.,, 2006).
Segundo SILVA e NORNBERG (2003), estes compostos se ligariam a sitios
receptores dos macréfagos através do reconhecimento de determinados agucares,
presentes nas glicoproteinas da superficie epitelial, desencadeando uma reacao
em cascata que resultaria na ativacado dos macréfagos e liberagao de citoquinas,
ativando a resposta imune adquirida.

2.3.3. INIBICAO DO CANCER DE COLON

O cancer de célon € uma das causas mais importantes de morbidade e
mortalidade por cancer entre homens e mulheres. Criptas aberrantes sdo lesbes
precursoras putrefativas, a partir das quais os adenomas e carcinomas podem se
desenvolver no célon (SAAD, 2006). As propriedades imunomoduladoras de
prebidticos podem proporcionar a prevencao do desenvolvimento ou progressao
da neoplasia, através da reducao da inflamacéo, reforcando a funcédo imunoldgica,
reduzindo a sintese de enzimas que metabolizam pré-carcinGgenos em
cancerigenas, e atividade anti-tumoral. No entanto, existem poucos dados
epidemioldgicos relativos aos efeitos especificos anti-cancer de carboidratos
fermentaveis e da microbiota intestinal em seres humanos. Todos os dados
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experimentais sobre a inibicdo da carcinogénese provém de estudos in vitro, ou de
ensaios em animais (MACFARLANE et al., 2007).

Resultados de ensaios com animais sdo encorajadores, pois demonstram
que os prebidticos apresentam uma capacidade de reduzir o nimero de criptas
aberrantes no coélon. No entanto, transferir esses resultados em ensaios clinicos
em humanos para retardar ou impedir o crescimento tumoral, direta ou
indiretamente, € um grande desafio para o futuro. A ingestao de prebioticos
sozinho, ou, mais provavelmente, em combinagdo com probioticos, podem vir a
fornecer protegdo contra o desenvolvimento ou re-ocorréncia de cancer, embora
ainda nao exista evidéncias em humanos de que os prebidticos sejam capazes de
prevenir a iniciacdo do cancer de célon (WOLLOWSKI et al., 2001).

Alguns autores relatam também que esse efeito anti-cancerigeno esta
relacionado com a formacéo de acidos graxos de cadeia curta (acido propiénico,
butirico e acético), que resulta no abaixamento do pH intestinal, tornando o meio
seletivo para o crescimento das bifidobactérias e bactérias laticas, inibindo assim o
crescimento de bactérias do género Clostridium sp, Salmonella sp, Shigella sp,
Campilobacter sp, Listeria sp, coliformes, bacteréides e outros. Com a diminuicao
do numero de bactérias putrefativas no intestino, diminui também a ocorréncia de
substancias toxicas, contribuindo na prevencdo de cancer de célon (HAULY e
MOSCATTO, 2002). Lemos (2008) acrescenta que as bifidobactérias e
lactobacillus produzem bacteriocinas que impedem o desenvolvimento de

microrganismos patogénicos.

2.3.4. ESTIMULO DA BIODISPONIBILIDADE DE DETERMINADOS MINERAIS

A massa Ossea de um adulto é dependente tanto da adequada ingestao,
assim como a biodisponibilidade de calcio. Um déficit em qualquer destes pontos
pode resultar em osteoporose, associado principalmente com o aumento da idade
e mulheres pds-menopausa (MELTON et al, 1993; SNELLING et al, 2001).

Atualmente, o tratamento e prevencao da osteoporose sao limitados ao aumento
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da ingestao de calcio, ou através do estimulo da formacédo 6ssea e reducdo da
reabsorcao éssea.

Diversos estudos com ratos e hamsters e alguns com humanos mostraram
que prebidticos podem aumentar a biodisponibilidade de calcio (ROBERFROID,
2002). Em estudo realizado com 100 adolescentes, ABRANS et al. (2005)
constataram que 8 g/dia de inulina durante 1 ano mostrou um significante aumento
na absorcado de calcio, proporcionando uma melhora na densidade 6ssea. O
aumento da biodisponibilidade do calcio poderia ser devido a transferéncia desse
mineral do intestino delgado para o grosso e do efeito osmético do prebiédtico, o
qual resultaria na transferéncia de dgua para o intestino grosso, permitindo, assim,
gue o calcio se torne mais soluvel. A melhor biodisponibilidade do calcio no célon
poderia ser, também, resultante da hidrélise do complexo célcio-fitato, por acao de
fitases liberadoras de célcio bacterianas. A melhor absorcdo foi associada a
diminui¢cdo de pH nos conteudos do ileo, ceco e célon, devido a formagéao de acido
latico e acidos graxos de cadeia curta, aumentando a solubilidade dos minerais,
tornando-os mais facilmente absorvidos pela célula da mucosa (LEMOS, 2008).
Essa diminuigdo resulta em aumento na concentracdo de minerais ionizados,
condicao esta que facilita a difusdo passiva, a hipertrofia das paredes do ceco e o
aumento da concentracdo de acidos graxos volateis, sais biliares, célcio, fésforo,

fosfato e, em menor grau, magnésio, no ceco (KAUR e GUPTA, 2002).

2.3.5. INFLUENCIA SOBRE O METABOLISMO LIPIDICO

Estudos sob o efeito de prebidticos sob o metabolismo lipidico também
estdo sendo avaliados. Vérias experiéncias com animais indicam o potencial de
prebidticos para influenciar positivamente nos niveis lipidicos séricos
(FIORDALISO et al, 1995; RAULT-NANIA et al., 2006). Em seus estudos,
ORTUNO et al. (2009) verificaram que houve um aumento nos indices de HDL no
sangue de ratos alimentados com prebibticos, bem como um aumento na

absorcao de ferro e reducdo da populacdo de enterobactérias. Através dos
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resultados alcancados sob os niveis de colesterol total, de lipoproteina de alta
densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL), conclusdes definitivas
ainda nado podem ser tiradas. Segundo MACFARLANE et al. (2007), alguns
estudos mostraram nao haver diferencas significativas, outros demonstraram uma
reducdo significativa no LDL, enquanto alguns indicaram reducbes nas
concentragdes de colesterol total triacilglicerol. LEMOS (2008) defende a teoria de
que as bactérias laticas, incluindo as Bifidobactérias, reduzem o colesterol sérico
total e aumentam a razao do colesterol HDL: colesterol LDL. Este efeito pode ser
explicado pela teoria de que as Bifidobactérias consomem parte do colesterol que
chega ao intestino, diminuindo a quantidade absorvida pela parede intestinal e que

passa para o sangue.

2.4. PROPRIEDADES DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE E PRODUGAO
BIOTECNOLOGICA DE GALACTOOLIGOSSACARIDEOS

A enzima [-galactosidase € classificada como uma hidrolase, com
capacidade de transferase para grupos galactosil, catalisando o residuo terminal
B-galactopiranosil da lactose (GalB1 — 4Gic) para formar glicose e galactose
(BLANCH e CLARK, 1997; HOLSINGER, 1997). Popularmente conhecida como
lactase ou formalmente como [B-D-galactosideogalactohidrolase, € uma das
enzimas mais estudadas e relatadas na literatura. (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985;
HOLSINGER, 1997; MAHONEY, 1997). Com poucas excecoes, as [-
galactosidases séo sintetizadas intracelularmente por microrganismos que utilizam
0 acgucar para produzir energia durante a fermentacdo (BECERRA et al., 2001).
Durante o processo fermentativo, a formacdo da B-galactosidase pode ser
influenciada por diversos fatores como a temperatura, a umidade e a presenca de
lactose no meio. As B-galactosidases atuam também como catalisador bioldgico
da reacao que hidrolisa ligagdes B-galactosil em glicoproteinas, polissacarideos,
dissacarideos, e compostos tais como orto e para-nitrofenil-B-D-galactosideos,
sendo esse dois ultimos usados para determinar a atividade de (-galactosidase
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(BLANCH e CLARK, 1997). Segundo PRENOSIL et al. (1987), o mecanismo de
hidrélise da lactose foi descrito pela primeira vez em 1960 por WALLENFELS e
MALHOTRA utilizando lactase produzida por Escherichia coli.

A Figura 1.7 mostra um processo industrial para galactooligossacarideos. A
lactose utilizada como substrato, refinada de soro de leite de vaca, sofre agdo da
B-galactosidase para produzir galactooligossacarideos. Comercialmente, os
galactooligossacarideos sao misturas de véarias espécies moleculares de
oligossacarideos (mais que 55%), lactose (aproximadamente 20%), glicose
(aproximadamente 20%) e uma pequena quantidade de galactose, séao

comercializados na forma liquida ou em pé.

LACTOSE
Refinado a partir do soro
p-D-Gal (1 » 4) a-D-Glu

l «— PB-galactosidase

Transglicosilagao

|

Descolorizagao

|

Concentragao

|

Galactoligosacarideos
o-D-Glu (1> 4)-(B-D-Gal-(1+6)n n=2-5

/ N

Xarope Secagem
Po
Figura 1.7 — Esquema de diagrama mostrando a producao de

galactooligossacarideos a partir de lactose. Adaptado de ANGUS et al. (2005).
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Os galactooligosacarideos (GOS), classificados como oligossacarideos
nao-digeriveis (NDQOs) e, portanto, como prebidticos, sao principalmente formados
pela reacao de transgalactosilacdo da lactose pela enzima B-galactosidase, sendo
produzidos oligdmeros de cadeias de diferentes comprimentos (PRENOSIL et al.,
1987). Sdo compostos por moléculas de galactose ligadas a lactose, sendo
formados de tri a hexassacarideos com 2 a 5 unidades de galactose unidas por
ligacdes B (SAKO et al., 1999). Nos galactooligossacarideos produzidos a partir
da lactose, a ligacao entre as unidades de galactose, a eficiéncia da
transgalactosilacdo e os componentes dos produtos finais dependem da enzima e
das condicoes empregadas na reacao. As ligacdes glicosidicas entre as unidades
de galactose geralmente séo B-1,4 ou B-1,6 dependendo de qual microrganismo a
B-galactosidase foi produzida.

As enzimas podem ser sintetizadas a partir de varios fungos, leveduras e
bactérias, que podem ser imobilizadas sobre resinas de troca idnica,
quitosana, celulose ou materiais fibrosos, tais como panos de algoddo, o que leva
a formacao GOS de diferentes produtos (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 — Estudos utilizando diferentes microrganismos para a producao de galactoligossacarideos (GOS) a partir de lactose.

Microrganismos

Sistema

Rendimento

Resultados do Estudo Referéncia

Aspergillus oryzae

Talaromyces
thermophilus

Lactobacillus

teuteri

Bacillus
stearothermophilus

Enzima imobilizada em

pano de algodao

Enzima imobilizada

Comparagéo de
enzima
imobilizada em
alginato de sdédio,
quitosana e gelatina

Produgéao de GOS de 27% (m/m) da

lactose inicial, com 50% de conversao

da lactose. 70% do GOS produziram
trissacarideos

Rendimento maximo 34% com

80% de lactose conversao

Producéao de GOS de 38% com
aprox. 80% de conversao de lactose.
Maioria dos produtos séo
dissacarideos, diferentes da lactose

Rendimento maximo de GOS
31.2% em reator
com 60% de concentracdo de lactose

A imobilizagdo em pano de algodao

nao afetou as caracteristicas da
Albayrak e

Yang (2002)

enzima. Estabilidade térmica
aumentou apés a imobilizagdo.
Rendimento foi superior aos citados

anteriormente.

Nakkharat e

A imobilizagdo aumentou a i
Haltrich (2006)

termoestabilidade da enzima

Nao ha formacgao de produtos com  Splechtna et al.
ligagbes b-1.4 (2006)

Chen et al.
(2001)

Maiores rendimentos foram

akcancados com gelatina
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Além de estudos realizados sob imobilizagdo da enzima, diversos
trabalhos avaliam a producdo desse ingrediente, utilizando distintas linhagens,
assim como processos diferenciados. Alteragdes no pH, tempo e temperatura
de reacdo, concentracdo de lactose, dentre outros, podem alterar
significativamente a producao de GOS. Além disso, tém sido demonstrado que
a quantidade de GOS produzida a partir de lactose depende também da
concentracao de B-galactosidase (MACFARLANE et al., 2007).

ONISHI e TANAKA (1995) obtiveram 78mg/mL de GOS a partir de 25%
de lactose e apds 24 horas de reacdo utilizando [-galactosidase de
Sterigmatomyces elviae. Em 1997, estes mesmos autores produziram 72
mg/mL de GOS apéds incubacédo de B-galactosidase de Strobasidium magnum
com 20% de lactose por 24 horas. SHIN e colaboradores (1998) produziram
160 mg/mL de GOS utilizando B-galactosidase de Bullera singularis.

ROY e colaboradores (2002) estudaram a producdo de GOS com -
galactosidase de Bifidobacterium infantis utilizando as varidveis: concentracao
de células, concentracdo de lactose, tempo de reacdo e temperatura. Os
valores 6timos encontrados estavam associados com 40% (p/v) de lactose,
2.106 ufc/mL, 50 °C e 6 horas de reagdo, obtendo 16% de
galactooligossacarideos. O valor de 40% de lactose foi a maior concentracao
utilizada pelos autores, confirmando a tendencia de que quanto mais lactose
houver no meio, mais GOS seréo sintetizados (BURVAL et al., 1996, LOPEZ-
LEIVA e GUZMAN, 1995, ALBAYRAK e YANG, 2002).
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SELECAO DE FUNGOS PRODUTORES DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE
PARA PRODUCAO DE GALACTOOLIGOSSACARIDEOS

Rodrigues, Daniele; Pastore, Glaucia Maria

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, CEP 13083-862 — Campinas-SP.

RESUMO

Os galactooligossacarideos sao ingredientes funcionais com propriedades
prebibticas, produzidos através da reacdo de transgalactosilacdo enzimatica
catalisada pela B-galactosidase. Atualmente, o0 uso crescente de
oligossacarideos nas industrias de alimentos tem estimulado pesquisas
visando a procura de novos microrganismos para a produgdo desses
ingredientes. Este trabalho teve como objetivo a produgcdo da enzima [3-
galactosidase por linhagens fungicas para produgao de
galactooligossacarideos. Os microrganismos foram selecionados
aleatoriamente da colecdo de microrganismos do Laboratério de Bioaromas
(Departamento de Ciéncia de Alimentos — UNICAMP) e isolados de amostras
de favo de mel coletadas na cidade de Itapira-SP. Foi utilizado farelo de trigo
como substrato para a fermentacao e produg¢do da enzima. O primeiro passo
para selecionar as linhagens de interesse foi verificar a producao da enzima B-
galactosidase pelos microrganismos selecionados. Para isso, utilizou-se o
composto ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo) que, na presenca da
enzima [B-galactosidase, sofre hidrélise e libera o produto o-nitrofenol. A
segunda selecao foi a determinagdo da producao de galactooligossacarideos
através da reacdo de transgalactosilgio da lactose pela enzima -
galactosidase. O estudo resultou em 5 linhagens produtoras de
galactooligossacarideos, que foram identificadas atravées das analises
morfolégicas: Aspergillus sp (LB-01), Aspergillus sp (LB-32), Aspergillus sp (LB-
36), Penicillium sp (LB-51) e Scopulariopsis sp (LB-35). O microrganismo com
maior producdo de 4’galactosil-lactose foi o Aspergillus sp (LB-32) que
converteu 19,17% da lactose presente no meio e produziu 7,25% do
tetrassacarideo. O segundo maior produtor foi Penicillium sp (LB-51) com
producdo de 6,71%, seguido por Scopulariopsis sp (LB-35) com 6,65%,
Aspergillus sp (LB-01) com 5,22% e Aspergillus sp (LB-36) com 4,97% de
producao de galactooligossacarideo.

Termos de indexagcado: Selecado, galactooligossacarideos, B-galactosidase,
Aspergillus sp, Penicillium sp, Scopulariopsis sp.

ABSTRACT

Galactooligosaccharide are functional food ingredients with prebiotic properties,
produced throught the transgalactosylation reaction catalyzed by -
galactosidase enzyme. Actually, the increasing use of oligosaccharides in the
food industry has led to the search for new microorganisms for the production of
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these ingredients. The aim of this work was the production of 3-galactosidase
enzyme by fungus strains to produce galactooligosaccharides. The
microorganisms were ramdonly removed from the microorganisms collection of
Bioaromas Laboratory (Food Science Department — UNICAMP) and isolated
from honeycomb collected at Itapira-SP. Wheat bran was used as substrate to
fermentation and enzyme production. The firs step to select the interested

strains was to check the production of 3-galactosidase enzyme by the selected
microorganisms. The enzyme production was checked with the use of ONPG
(o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo) that, in the presence of B-galactosidase
enzyme, it suffers hydrolysis and loose the product o-nitrofenol. The second
selection was to determine the galactooligosaccharide production throught the
transgalactosylation reaction of lactose by [-galactosidase enzyme. The study
resulted in 5 galactooligosaccharides producer strains, that were identified by
morphological analysis: Aspergillus sp (LB-01), Aspergillus sp (LB-32),
Aspergillus sp (LB-36), Penicillium sp (LB-51) and Scopulariopsis sp (LB-35).
The largest producer of 4’galactosil-lactose was Aspergillus sp (LB-32), that has
converted 19,17% of lactose actual midst and has produced 7,25% of the
tetrasaccharide. The second best producer was Penicillium sp (LB-51) with
6,71% of production, followed by Scopulariopsis sp (LB-35) with 6,65%,
Aspergillus sp (LB-01) with 5,22% and Aspergillus sp (LB-36) with 4,97% of
galactooligosaccharides production.

Key words: Screening, galactooligosaccharides, B-galactosidase, Aspergillus
sp, Penicillium sp, Scopulariopsis sp.

1. INTRODUCAO

Os galactooligossacarideos sdo compostos por moléculas de galactose
ligadas a lactose, sendo formados de tri a hexassacarideos com 2 a 5 unidades
de galactose (SAKO et al, 1999). Sado produzidos através da reagdo de
transgalactosilacdo catalizada pela enzima [-galactosidase, produzindo
oligbmeros de cadeias com diferentes graus de polimerizagdo (PRENOSIL et
al., 1987). Atualmente € um dos ingredientes alimentares mais utilizados nas
industrias devido suas caracteristicas fisico-quimicas, que proporcionam uma
melhora nas caracteristicas sensoriais dos alimentos, e principalmente devido
suas caracteristicas fisiologicas. Sao classificados como prebibticos devido aos
efeitos benéficos na proliferacdo das bifidobactérias no célon humano e
reducdo das bactérias deterioradoras (NAKANO, 2007). A ingestdao de

galactooligossacarideos também aumenta a mineralizagdo Ossea e a
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resisténcia contra fraturas devido a estimulacdo da absorcdo de calcio
(BROUNS e VERMEER, 2000). Sao usados na fabricacdo de gomas de
mascar, confeitos, iogurtes e bebidas como agucares de baixa cariogenicidade,
pois ndo sao metabolizados pela microflora bucal para formar &cidos e
poliglucanas.

O uso crescente de oligossacarideos prebiéticos nas industrias de
alimentos tem estimulado pesquisas visando a procura de novos
microrganismos para a produgcao desses ingredientes (MORAES e COLLA,
2006). Os trabalhos relatados na literatura compreendem uma grande
diversidade de microrganismos produtores de galactooligossacarideos
utilizando condigdes diferenciadas.

Este trabalho teve como objetivo selecionar novas linhagens fungicas
produtoras da enzima [(-galactosidase para a producdao de

galactooligossacarideos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta do material e isolamento dos microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram selecionados
aleatoriamente da colecdo de microrganismos do Laboratério de Bioaromas
(Departamento de Ciéncia de Alimentos — UNICAMP) e isolados de amostras
de favo de mel coletadas no Apiério Baldoni da cidade de ltapira — SP.

Os microrganismos retirados da colecao foram mantidos em meio PDA
(Potato Dextrose Agar) e estocadas sob refrigeracdo a 15 °C.

As amostras de favo de mel foram inoculadas em erlenmeyers de 250
mL contendo 20 mL de meio YM (Yeast Malt) liquido, previamente esterilizados
a 121 °C por 15 minutos, e incubadas em shaker com agitagcdo de 150 rpm
numa temperatura de 30 °C durante 48 horas. Em seguida, as culturas foram
plagueadas em meio YM sélido através da técnica de esgotamento e
incubadas em estufa com temperatura de 30 °C até o crescimento visivel das

colénias. As colbnias isoladas foram transferidas para tubos contendo meio
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PDA e estocadas sob refrigeragdo a 15 °C.

2.2. Producgao do extrato enzimatico bruto liofilizado

2.2.1. Preparacao do in6culo

Os microrganismos foram semeados em tubos contendo o meio PDA e
incubados em estufa a uma temperatura de 30 °C por 7 dias. Em seguida, foi
adicionado 10 mL de agua destilada estéril para cada microrganismo e feita a
raspagem com alca de platina para a liberacdo dos esporos, obtendo-se assim
suspensdes microbianas de concentracdo celular igual a 10® esporos/mL
(ALMEIDA, 2003).

2.2.2. Fermentacgao

A fermentacéo foi realizada em meio semi-sélido composto por farelo de
trigo e agua na proporgéao 1:1 (p/v). Foram utilizados erlenmeyers de 500 mL
contendo 20 g de meio previamente esterilizados a 121 °C por 15 minutos.
Adicionou-se 1,0 mL de suspensdo microbiana (item 2.2.1) em cada
erlenmeyer, sendo em seguida incubados em estufa com temperatura de 30 °C
durante 7 dias (ALMEIDA, 2003).

2.2.3. Extracao enzimética

Apés os 7 dias de incubacao, foi adicionado 100 mL de agua destilada
em cada erlenmeyer e os meios foram triturados com bastdo de vidro para a
liberacao das enzimas. As misturas ficaram em repouso durante 1 hora e, em
seguida, foram filtradas com gaze. Aos sobrenadantes, foi adicionado etanol
resfriado a 8 °C até a concentragdo de 70% para que ocorresse a precipitagdo
enzimatica. Apos 1 hora de repouso em banho de gelo, os extratos enzimaticos
brutos foram centrifugados a 10000 rpm com temperatura de 4 °C por 10
minutos e os precipitados foram liofilizados. Os extratos enzimaticos brutos
liofilizados foram guardados no congelador a -15 °C para posterior analise
(ALMEIDA, 20083).
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2.3. Primeira selecao: Determinacao da atividade de B-galactosidase

A determinacdo da atividade dos extratos enzimaticos brutos liofilizados
foi realizada segundo SANTOS (2006), utilizando o substrato sintético ONPG
(o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo). O meio de reacao foi composto por 1,55
mL de tampéao acetato de sédio 0,1 M e pH 5,0 contendo o substrato ONPG na
concentracdo 0,25% e 0,15 mL do extrato enzimatico bruto liofilizado na
concentragdo 1,0 mg/mL, sendo a mistura incubada em banho com
temperatura de 60 °C durante 15 minutos. A reacgéo foi paralisada com 0,15 mL
de carbonato de sdédio na concentragcdo 10%. O produto da reacdo é o
cromoéforo o-nitrofenol, cuja coloracdo € amarela e pode ser medido no
espectrofotometro em absorbéancia 420 nm. A calibracao do equipamento foi
feita através da amostra branco, composta pelos mesmos componentes da
reacdo, porém a solucdo enzimatica foi colocada ao mesmo tempo que o
carbonato de sédio 10%, para que a reagao fosse paralisada no tempo zero. A
atividade enzimatica foi calculada através de uma curva padréo de o-nitrofenol.
Uma unidade de atividade de B-galactosidase foi definida como a quantidade
de enzima que libera 1 pymol de o-nitrofenol por minuto de reacao.

2.4. Segunda selegao: Determinacao da producao de galactooligossacarideos

2.4.1. Producao de galactooligossacarideos

O sistema de reacdo para a sintese de galactooligossacarideos foi
composto pela mistura do extrato enzimatico bruto liofilizado na concentracao
1,0 mg/mL em tampao acetato de sodio 0,1 M e pH 5,0 contendo 40% de
lactose. Foram utilizados erlenmeyers de 50 mL contendo 10 mL de tampéo
acetato de sdédio 0,1 M e pH 5,0, 10 mg do extrato enzimético bruto liofilizado e
4 g de lactose. Os erlenmeyers foram incubados durante 24 horas em banho
com temperatura de 45 °C e agitacdo de 100 rpm. A reacgéo foi paralisada pela
inativagcdo da enzima em banho fervente a 100 °C durante 10 minutos e as
amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(SANTOS, 2006).
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5.4.2. Analise dos galactooligossacarideos

Os produtos da reagao foram analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e detectados por indice de refragdo. Foi utilizado um
Cromatografo Liquido Waters com coluna KS-801 (300 x 7,8 um) e, como fase
mével, foi utilizada agua ultra pura a um fluxo de 1 mL/minuto e temperatura de
80 °C. Os carboidratos foram identificados através da comparagdo com o
tempo de retengdo dos padrdes lactose, glicose, galactose e 4'galactosil-
lactose (tetrassacarideo). A quantificacao foi realizada segundo JUNG e LEE
(2008) através da analise das areas da lactose obtidas no tempo zero e depois
de 24 horas de reagéo, e da area do galactooligossacarideo formado no final
da reacao.

Converséao da lactose = Concentracao inicial da lactose — Concentracéo final da lactose x 100

Concentragao inicial da lactose

Producdo de GOS = Concentracdo de oligossacarideos x 100

Concentracao inicial da lactose

Os microrganismos com maior capacidade de transgalactosilagdo e
producdo de galactooligossacarideos foram identificados de acordo com as
caracteristicas macro e microscopicas, sendo esta ultima através da técnica de
microcultivo, onde os microrganismos foram semeados em laminas contendo o
meio PDA e corados com o corante Azul de Lactofenol, sendo em seguida
analisados no microscopio optico comum Nikon através da lente objetiva com

um aumento de 100x (http:\\www. science.ulst.ac.uk\rtm\Techniques.html).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecao dos microrganismos

O procedimento de selegdo dos microrganismos resultou em 38 fungos

filamentosos isolados de favo de mel (ltapira-SP) e 40 retirados aleatoriamente
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da colecdo de culturas microbianas do Laboratério de Bioaromas
(Departamento de Ciéncia de Alimentos - UNICAMP), totalizando 78 linhagens
fungicas.

A utilizagdo de farelo de trigo como substrato para crescimento dos
microrganismos foi bastante satisfatéria. Estudos na literatura relatam a
producdo da enzima B-galactosidase através da utilizagcdo do farelo de trigo
como substrato para a fermentagcao (SANTOS, 2006; ALMEIDA, 2003).

3.2. Primeira selecao: Determinagao da atividade enzimatica

O primeiro passo para selecionar as linhagens de interesse foi verificar a
producdo da enzima [B-galactosidase pelos microrganismos selecionados. A
maioria das [-galactosidases sao sintetizadas intracelularmente por
microrganismos que utilizam o agucar para produzir energia durante a
fermentacao (BECERRA et al, 2001). A maneira mais relatada na literatura
para determinar a atividade dessa enzima € através da utilizagdo do substrato
sintético ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo) (GOULAS et al., 2007;
GUVEN et al., 2007; LI et al., 2009).

De acordo com BLANCH e CLARK (1997), as B-galactosidases atuam
como catalisador biolégico da reacdo que hidrolisa ligacdes B-galactosil em
glicoproteinas, polissacarideos, dissacarideos, e compostos tais como orto e
para-nitrofenil--D-galactosideos, sendo esse dois Ultimos usados para
determinar a atividade de B-galactosidase.

Apbés a reacdo dos extratos enzimaticos brutos liofilizados com o
substrato ONPG, cerca de 24% das linhagens mostraram atividade de hidrélise
liberando o produto o-nitrofenol, que foi medido no espectrofotdbmetro em
absorbancia a 420 nm, comprovando a producao da enzima desejada. Dessas
linhagens, 5 cepas se destacaram por possuir os maiores valores de atividade
enzimatica (Tabela 2.1), sendo selecionadas para o teste de producao de
galactooligossacarideos.

A atividade das enzimas foi calculada através de uma curva padrdo de

o-nitrofenol. Uma unidade de atividade de B-galactosidase (U) foi definida como
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a quantidade de enzima que libera 1 ymol de o-nitrofenol por minuto de reacao.

Tabela 2.1 — Microrganismos com maiores valores de atividade enzimatica.

Microrganismos Fonte Atividade Enzimatica
Aspergillus sp (LB-01) Favo de mel 58 U
Aspergillus sp (LB-32) Colecéao 104 U
Aspergillus sp (LB-36) Colecéao 55U
Penicillium sp (LB-51) Colecéao 67 U

Scopulariopsis sp (LB-35) Colecao 63 U

3.3. Segunda selegao: Determinacao da producao de galactooligossacarideos

Apbs os microrganismos serem analisados quanto a produgédo da
enzima [-galactosidase, eles foram testados para a producdao de
galactooligossacarideos. O meio de reacao foi composto por 40% de lactose e
1,0 mg/mL do extrato enzimatico bruto liofilizado em tampéo acetato de sodio
com pH 5,0. Apdés 24 horas de reagdo em temperatura a 60 °C, pdde-se
observar, através da analise cromatografica, que as 5 linhagens selecionadas
produziram o tetrassacarideo 4’galactosil-lactose. O microrganismo com maior
producdo foi o Aspergillus sp (LB-32), que converteu 19,17% da lactose e
produziu 7,25% de galactooligossacarideo (Figura 2.1).
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Minuses

Figura 2.1 — Cromatograma obtido pela linhagem Aspergillus sp (LB-32).
Legenda: 1 — pico referénte a 4’galactosil-lactose; 2 — pico referente a lactose;
3 — pico referente a glicose; 4 — pico referente a galactose.
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O segundo maior produtor de 4'galactosil-lactose foi a linhagem
Penicillium sp (LB-51), produzindo 6,71% de galactooligossacarideo através da
conversdgo de 17,39% da lactose inicial (Figura 2.2), seguido pelo
microrganismo Scopulariopsis sp (LB-35), que converteu 16,98% de lactose e

produziu 6,65% de galactooligossacarideo (Figura 2.3).

— T T T T T T T T T T
10,00 12,00 14,00

Figura 2.2 — Cromatograma obtido pela linhagem Penicillium sp (LB-51).
Legenda: 1 — pico referénte a 4’galactosil-lactose; 2 — pico referente a lactose;

3 — pico referente a glicose; 4 — pico referente a galactose.

— T T T T T T T T T T
10,00 12,00 14,00

Figura 2.3 — Cromatograma obtido pela linhagem Scopulariopsis sp (LB-35).
Legenda: 1 — pico referénte a 4’galactosil-lactose; 2 — pico referente a lactose;

3 — pico referente a glicose; 4 — pico referente a galactose.

Os microrganismos que apresentaram menores atividades de
transgalactosilacao foram Aspergillus sp (LB-01) e Aspergillus sp (LB-36), com
producdes de 5,22% e 4,97% de galactooligossacarideo através da conversao

de 11,48% e 11,56% da lactose inicial presente no meio da reacao,
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respectivamente (Figuras 2.4 e 2.5).
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Figura 2.4 — Cromatograma obtido pela linhagem Aspergillus sp (LB-01).
Legenda: 1 — pico referénte a 4’galactosil-lactose; 2 — pico referente a lactose;

3 — pico referente a glicose; 4 — pico referente a galactose.
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Figura 2.5 — Cromatograma obtido pela linhagem Aspergillus sp (LB-36).
Legenda: 1 — pico referénte a 4’galactosil-lactose; 2 — pico referente a lactose;

3 — pico referente a glicose; 4 — pico referente a galactose.

Atualmente, o uso crescente de oligossacarideos prebi6ticos nas
industrias de alimentos tem estimulado pesquisas visando a procura de novos
microrganismos para a producao desses ingredientes (MORAES e COLLA,
2006).

Os trabalhos relatados na literatura compreendem uma grande
diversidade de microrganismos produtores de galactooligossacarideos
utiizando condigdes diferenciadas. NERI et al. (2008) produziu 26% de
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galactooligossacarideos utilizando a enzima B-galactosidase do microrganismo
Aspergillus oryzae. MARTINEZ-VILLALUENGA et al. (2008) utilizaram o
microrganismo Kluyveromyces  lactis  para  produzir 17%  de
galactooligossacarideos. CARDELLE e colaboradores (2008) utilizaram o
mesmo microrganismo e, com algumas alteragcées nas condigbes da reagao,
conseguiram aumentar essa producdo para 36,8%. Os mesmos autores
produziram 19% de galactooligossacarideos a partir de Aspergillus aculeatus.
O microrganismo Talaromyces thermophilus foi utilizado por NAKKHARAT e
HALTRICH em 2006 para a producao de 34% de galactooligossacarideo.

Comparado com outras pesquisas, 0S microrganismos em estudo
produziram menores concentragdes de galactooligossacarideos. Porém, nao
podemos afirmar que esses sdo os valores maximos de produgao pois ainda
nao foram testadas outras condigcdes experimentais. Vale lembrar que os
resultados de outros autores aqui apresentados ja estdo em condicoes
otimizadas do processo.

O microcultivo é uma técnica bastante comum para a identificagdo de
fungos filamentosos e mostrou-se eficiente para a identificacdo dos géneros
dos microrganismos. Através das analises microscopicas, adicionada as
analises macroscopicas das colénias dos microrganismos, ficou evidente que
as linhagens utilizadas neste trabalho pertenciam aos géneros Aspergillus sp,
Penicillium sp e Scopulariopsis sp. As Figuras 2.6, 2.7 e 2.8 ilustram as
caracteristicas especificas de cada género, obtidas através de fotografias

obtidas pelo microscépio dptico comum.
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fidlides

conidi6foro

hifas

Figura 2.6 — Fotografia ilustrando as caracteristicas especificas do género
Aspergillus sp obtida através de microscopio dptico comum.

As espécies do género Aspergillus sp caracterizam-se por apresentar
hifas septadas e hialinas. Os conidi6foros sdo simples, com parede celular lisa,
originados na célula-pé da porg¢ao basal. O conidi6foro, em seu apice dilata-se
em uma vesicula de forma globosa, das quais nascem as fialides.

hifas
fidlides

conidi6foro

Figura 2.7 — Fotografia ilustrando as caracteristicas especificas do género
Penicillium sp obtida através de microscopio éptico comum.

No género Penicillium sp, as hifas sdo septadas e hialinas e € comum os

conidiéforos formarem uma estrutura ramificada semelhante a um pincel que

termina em fialides.
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hifas

fidlides

anelideo

Figura 2.8 — Fotografia ilustrando as caracteristicas especificas do género
Scopulariopsis sp obtida através de microscopio 6ptico comum.

A morfologia microscépica do género Scopulariopsis sp demonstra uma
cadeia de fidlides simples agregados produzidos na base do septo por uma
células conidiogénica especializada denominada anelideo.

4. CONCLUSAO

O trabalho mostrou que existe uma grande quantidade de
microrganismos na natureza que podem ser selecionados para diversos usos
biotecnolégicos.

O substrato farelo de trigo mostrou-se eficiente para o crescimento
microbiano, permitindo a produgédo da enzima B-galactosidase.

A selegcdo resultou em 5 linhagens produtoras do tetrassacarideo
4’galactosil-lactose, embora os resultados necessitem de estudos extras para

otimizar o processo e aumentar a producao.
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Rodrigues, Daniele; Pastore, Glaucia Maria

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, CEP 13083-862 — Campinas-SP.

RESUMO

Atualmente, um dos desenvolvimentos mais significativos na ciéncia € o de
alimentos funcionais, relacionado ao desenvolvimento de suplementos
dietéticos que afetam beneficamente a saude. Dentre esses podemos citar os
galactooligossacarideos, que é um grupo de oligossacarideos considerados
como carboidratos nao digeriveis devido sua resisténcia a hidrolise das
enzimas do intestino. Dentre o0s beneficios da ingestdo de
galactooligossacarideos estdo o aumento da populagdo de bifidobacterias no
célon e, com isso, a redugdo dos niveis de bactérias patogénicas, além do
aumento da absorcao de célcio e a reducdo do risco de cancer de colon. A
producado dos galactooligossacarideos tem sido estudada extensivamente em
microrganismos, através da reacdo de transgalactosilacdo enziméatica
catalisada pela B-galactosidase. A produgdo da enzima (-galactosidase € um
processo importante para a produgdo de galactooligossacarideos, pois as
condicbes utilizadas durante a fermentagdao pode interferir na quantidade e
atividade da enzima produzida. O principal objetivo desse trabalho foi 0 estudo
do processo fermentativo para a producdo do extrato bruto da enzima B-
galactosidase utilizando os microrganismos: Aspergillus sp (LB-32), Penicillium
sp (LB-51) e Scopulariopsis sp (LB-35). Foi realizado um delineamento
experimental, composto por 9 tratamentos, visando avaliar o efeito da
temperatura (24, 30 e 36 °C), umidade (40, 50 e 60%) e concentragdo de
lactose (0, 7,5 e 15%) no meio para a produgdo enzimatica. Durante o
experimento, pbéde-se observar que alguns tratamentos favoreceram o
crescimento dos microrganismos, enquanto outros foram desfavoraveis. O
tratamento controle T9 (que compreende as condigbes 30 °C, 0% de
concentracdo de lactose no meio e 50% de umidade) foi o que mais se
destacou, possuindo o0s maiores valores de atividade para todos os
microrganismos. Todos os outros tratamentos possuiram valores de atividade
enzimatica significativamente inferiores (P<0,05) aos valores obtidos no
tratamento controle. Dessa forma, conclui-se que o tratamento T9 possui as
melhores condigbes para a producao da enzima B-galactosidase, mesmo néo
possuindo nenhuma concentragdo de lactose no meio, tendo em vista que a
maioria dos microrganismos relatados na literatura necessita da indu¢do da
lactose para a produgao enzimatica.

Termos de indexacao: 3-galactosidase, fermentacao, Aspergillus sp, Penicillium
sp e Scopulariopsis sp.
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ABSTRACT

Actually, one of the most significant development in science are functional
foods, connected with the development of dietetic supplement that affects
beneficially the health. Among these, we can mention the
galactooligosaccharides, that is a group of oligosaccharides considerated as
non-digestible carbohydrates due to their resistance to hydrolysis of intestine
enzymes. Among the benefits obtained with galactooligosaccharides ingestion
are the increase of bifidobacteria population in the colon and, by their
antagonistic effect, the reduction of the pathogenic bacteria level, over the
increase of calcium absorption and the reduction of colon’s cancer risks. The
production of galactooligosaccharides has been extensively studied in
microorganisms, through the transgalactosylation reaction catalyzed by [3-
galactosidase enzyme. The production of B-galactosidase enzyme is an
important process to galactooligosaccharide production, because the conditions
used during fermentation can interfere at the quantity and activity of the
produced enzyme. The aim of this work was the study of the fermentation
process to produce the brute extract of B-galactosidase enzyme using the
microorganisms: Aspergillus sp (LB-32), Penicilllum sp (LB-51) and
Scopulariopsis sp (LB-35). An experimental design was realized, consisting of 9
treatments, to evaluate the effect of temperature (24, 30 and 36 °C), humidity
(40, 50 and 60%) and lactose concentration (0, 7,5 and 15%) in medium to
produce the enzyme. During the experiment, it could be noticed that some
treatments promoted the growth of the microorganisms, while others were
disadvantageous. The control treatment T9 (that consists of 30 °C, 0% of
lactose concentration in medium and 50% of humidity) was the best, with the
biggest activity values for all microorganisms. The other treatments showed
enzymatic activity values significantly poorer (p<0,05) than the values obtained
in control treatment. Thus, it concludes that the treatment T9 has the best
conditions to produce (-galactosidase enzyme, even that it doesn’t have any
lactose concentration in medium, even by knowing that a big number of
microorganisms in literature need lactose induction to produce the enzyme.

Key words: B-galactosidase, fermentation, Aspergillus sp, Penicillium sp e
Scopulariopsis sp.

1. INTRODUCAO

A enzima [B-galactosidase é classificada como uma hidrolase, com
capacidade de transferase para grupos galactosil, catalisando o residuo
terminal (-galactopiranosil da lactose (Galp1 — 4Glc) para formar glicose e
galactose (BLANCH e CLARK, 1997; HOLSINGER, 1997). Popularmente

conhecida como lactase ou formalmente como B-D-
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galactosideogalactohidrolase, € uma das enzimas mais estudadas e relatadas
na literatura. (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; HOLSINGER, 1997; MAHONEY,
1997). Com poucas excegdes, as [-galactosidases sao sintetizadas
intracelularmente por microrganismos que utilizam o agucar para produzir
energia durante a fermentagdo (BECERRA et al, 2001). Durante o processo
fermentativo, a formacdo da P-galactosidase pode ser influenciada por
diversos fatores como a temperatura, a umidade e a presenca de lactose no
meio. As B-galactosidases atuam também como catalisador bioldgico da reagéao
que hidrolisa ligagdes [-galactosil em glicoproteinas, polissacarideos,
dissacarideos, e compostos tais como orto e para-nitrofenil-B-D-galactosideos,
sendo esse dois Ultimos usados para determinar a atividade de B-galactosidase
(BLANCH e CLARK, 1997). Segundo PRENOSIL et al. (1987), o mecanismo de
hidrélise da lactose foi descrito pela primeira vez em 1960 por WALLENFELS e
MALHOTRA utilizando lactase produzida por Escherichia coli. Os
galactooligossacarideos séo produtos da acao da (-galactosidase, que realiza
a reacao de transgalactosilagdo da lactose produzindo oligbmeros de cadeias
de diferentes comprimentos (PRENOSIL et al, 1987). Os
galactooligossacarideos estdo entre os ingredientes alimentares mais
freqUentemente usados no desenvolvimento de produtos devido suas
caracteristicas fisico-quimicas e funcionais. S&o classificados como
oligossacarideos nao-digeriveis (NDOs) e, portanto, como prebibticos.
Apresentam ndo sé a funcao nutricional ou de adocante, mas também exibem
atividades fisiologicas, sendo assim denominados ingredientes funcionais
(NAKANO, 2007). Dentre os beneficios da ingestdao de galactooligossacarideos
estdo o aumento da populagdo de bifidobacterias no coélon e, com isso, a
reducéo dos niveis de bactérias patogénicas, além do aumento da absorgéo de
calcio e a redugdo do risco de cancer de colon (ROBERFROID, 2007). A
produgcdo da enzima [-galactosidase € um processo importante para a
producdo de galactooligossacarideos, pois as condigdes utilizadas durante a
fermentacdo pode interferir na quantidade e atividade da enzima produzida.
Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da temperatura,

umidade e concentracao de lactose no processo fermentativo para a producao
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do extrato bruto da enzima [(-galactosidase, através da utilizacdo dos
micorganismos: Aspergillus sp (LB-32), Penicillium sp (LB-51) e Scopulariopsis
sp (LB-35).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Microrganismos e produ¢ao do inoculo

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram Aspergillus sp (LB-
32), Penicillium sp (LB-51) e Scopulariopsis sp (LB-35), retirados da colecao de
microrganismos do Laboratério de Bioaromas (Departamento de Ciéncia de
Alimentos — UNICAMP).

Os microrganismos foram semeados em tubos contendo o meio PDA e
incubados em estufa a uma temperatura de 30 °C por 7 dias. Em seguida, foi
adicionado 10 mL de agua destilada estéril para cada microrganismo e feita a
raspagem com alga de platina para a liberagdo dos esporos, obtendo-se assim
suspensdes microbianas de concentragdo celular igual a 10® esporos/mL
(ALMEIDA, 2003).

2.2. Fermentacao

Para avaliar as condi¢des do processo fermentativo sobre a producao do
extrato bruto da enzima B-Galactosidase, foi realizado um delineamento
experimental inteiramente casualizado composto por 9 tratamentos (Tabela
3.1) e 3 repeticoes por tratamento. A anadlise estatistica foi realizada utilizando
o software SAS System for Windows (Release 8,02 TS Level 02M0) e as
diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05 (ANOVA/teste de
Tukey).
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Tabela 3.1 — Tratamentos utilizados para o estudo da fermentacao.

Concentragao de _
Tratamentos Temperatura (°C) Umidade (%)
Lactose (%)

1 24 75 40
2 24 7.5 60
3 24 15 40
4 24 15 60
5 36 7.5 40
6 36 7.5 60
7 36 15 40
8 36 15 60
9 30 0 50

Para todos os tratamentos, a fermentagédo foi realizada em meio semi-
sélido composto por farelo de trigo e dgua utilizando-se diferentes valores de
umidade e diferentes concentracbes do indutor lactose, de acordo com os
tratamentos do delineamento. O tratamento 9 foi utilizado como controle,
compreendendo as condigdes usuais para o crescimento microbiano (30 °C,
0% de concentracao de lactose no meio e 50% de umidade). Foram utilizados
erlenmeyers de 500 mL contendo 20 g de meio previamente esterilizado a 121
°C por 15 minutos. Adicionou-se 1,0 mL da suspensdo microbiana (item 2.1)
em cada erlenmeyer, sendo em seguida incubados em estufas com diferentes

temperaturas por 7 dias.
2.3. Extracdo enzimética

Apés os 7 dias de incubacao, foi adicionado 100 mL de agua destilada
em cada erlenmeyer e os meios foram triturados com bastdo de vidro para a

liberagdo das enzimas. As misturas ficaram em repouso durante 1 hora e, em

seguida, foram filtradas com gaze. Aos sobrenadantes, foi adicionado etanol
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resfriado a 8 °C até a concentracdo de 70% para que ocorresse a precipitacdo
enzimatica. Apés 1 hora de repouso em banho de gelo, os extratos enzimaticos
brutos foram centrifugados a 10000 rpm com temperatura de 4 °C por 10
minutos e os precipitados foram liofilizados. Os extratos enzimaticos brutos
liofilizados foram guardados no congelador a -15 °C para posterior analise
(ALMEIDA, 2003).

2.4. Determinacéo da atividade de B-galactosidase

O resultado do delineamento foi a leitura da atividade dos extratos
enzimaticos brutos liofilizados, realizada segundo SANTOS (2006) utilizando o
substrato sintético ONPG (o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo). O meio de
reacao foi composto por 1,55 mL de tampao acetato de sédio 0,1 M e pH 5,0
contendo o substrato ONPG na concentracdo 0,25% e 0,15 mL do extrato
enzimatico bruto liofilizado na concentracdo 1,0 mg/mL, sendo a mistura
incubada em banho com temperatura de 60 °C durante 15 minutos. A reagéo
foi paralisada com 0,15 mL de carbonato de sédio na concentragdo 10%. O
produto da reagédo é o cromoforo o-nitrofenol, cuja coloragcado é amarela e pode
ser medido no espectrofotometro em absorbancia 420 nm. A calibragdo do
equipamento foi feita através da amostra branco, composta pelos mesmos
componentes da reacao, porém a solugdo enzimatica foi colocada ao mesmo
tempo que o carbonato de sodio 10%, para que a reagao fosse paralisada no
tempo zero. A atividade enzimatica foi calculada através de uma curva padréo
de o-nitrofenol. Uma unidade de atividade de B-galactosidase foi definida como

a quantidade de enzima que libera 1 ymol de o-nitrofenol por minuto de reacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar os efeitos da temperatura, concentracao de lactose e
umidade no processo fermentativo para a producéo do extrato bruto da enzima
B-Galactosidase, foi realizado um delineamento experimental inteiramente

casualizado composto por 9 tratamentos e 3 repeticbes por tratamento. A

68



CAPITULO 3

andlise estatistica foi realizada utilizando o software SAS System for Windows
(Release 8,02 TS Level 02M0) e as diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05 (ANOVA/teste de Tukey).

Os resultados obtidos no estudo da fermentagdo dos microrganismos
Aspergillus sp (LB-32), Penicillium sp (LB-51) e Scopulariopsis sp (LB-35) estao

apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Valores médios das atividades enzimaticas (em Unidades) obtidas

para cada microrganismo utilizado no estudo da fermentacao.

Aspergillus sp  Penicillium sp  Scopulariopsis

Tratamentos
(LB-32) (LB-51) sp (LB-35)
1 65,3° 14,3 54,3
2 26,0° 2,6° 22,0°
3 9,0° 4,0° 5,3¢
4 4,6° 11,0° 7,38
5 1,3¢ 1,3 19,3°
6 3,3¢ 1,6° 2,3¢
7 65,0° 1,0° 6,3¢
8 7,0° 2,0° 3,6¢
9 103,32 67,32 63,62

Letras diferentes na mesma coluna correspondem diferencas significativas (P <
0,05). T1 — 24 °C, 7,5% de lactose, 40% de umidade; T2 — 24 °C, 7,5% de
lactose, 60% de umidade; T3 — 24 °C, 15% de lactose, 40% de umidade; T4 —
24 °C, 15% de lactose, 60% de umidade; T5 — 36 °C, 7,5% de lactose, 40% de
umidade; T6 — 36 °C, 7,5% de lactose, 60% de umidade; T7 — 36 °C, 15% de
lactose, 40% de umidade; T8 — 36 °C, 15% de lactose, 60% de umidade; T9 —

controle: 30 °C, 0% de lactose, 50% de umidade.

Durante o experimento, pdde-se observar que alguns tratamentos
favoreceram o crescimento dos microrganismos, enquanto outros foram
desfavoraveis. Os tratamentos T3 (24 °C, 15% de lactose, 40% de umidade),
T6 (36 °C, 7,5% de lactose, 60% de umidade) e T8 (36 °C, 15% de lactose,
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60% de umidade) foram os que apresentaram os menores valores de atividade
enzimatica para os 3 microrganismos em estudo.

Embora todos os tratamentos estejam mostrando algum valor para
atividade enzimatica, o tratamento T9 foi o que mais se destacou, possuindo os
maiores valores de atividade para todos os microrganismos. Este foi o
tratamento controle, compreendendo as condi¢cdes usuais para o crescimento
microbiano, quais sejam: temperatura de incubagcdo a 30 °C, 0% de
concentracdo de lactose no meio e 50% de umidade (p/v). Todos os outros
tratamentos (com temperaturas de 24 e 36 °C; 7,5 e 15% de lactose no meio e
40 e 60% de umidade) possuiram valores de atividade enzimatica
significativamente inferiores (P<0,05) aos valores obtidos no tratamento
controle. Esse resultado sugere que o tratamento 9 possui as melhores
condi¢cbes para a producado da enzima (-galactosidase, mesmo nao possuindo
nenhuma concentracdo de lactose no meio. Isso pode ser visto como uma
vantagem para baratear ainda mais o processo, juntamente com a utilizagao do
substrato farelo de trigo, que é um subproduto da industria de alimentos e
possui baixo valor agregado. A maioria dos microrganismos relatados na
literatura necessita da inducao da lactose para a producao da B-galactosidase
(ISHIKAWA et al., 2005; HSU et al., 2005, ONISHI e TANAKA, 1995).

O tratamento T1, com temperatura de 24 °C, 7,5% de lactose e 40% de
umidade, foi o segundo melhor tratamento para todos os microrganismos.

Analisando os microrganismos separadamente observa-se que, para o
Aspergillus sp (LB-32), os melhores tratamentos, em ordem decrescente, foram
T9 (30 °C, 0% de lactose, 50% de umidade), T1 (24 °C, 7,5% de lactose, 40%
de umidade), T7 (36 °C, 15% de lactose, 40% de umidade) e T2 (24 °C, 7,5%
de lactose, 60% de umidade).

Para o Penicillium sp (LB-51), se destacaram como os melhores
tratamentos o T9 (30 °C, 0% de lactose, 50% de umidade), T1 (24 °C, 7,5% de
lactose, 40% de umidade) e T4 (24 °C, 15% de lactose, 60% de umidade).

Finalmente, para o Scopulariopsis sp (LB-35), os melhores tratamentos
foram T9 (30 °C, 0% de lactose, 50% de umidade), T1 (24 °C, 7,5% de lactose,
40% de umidade), T2 (24 °C, 7,5% de lactose, 60% de umidade) e T5 (36 °C,
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7,5% de lactose, 40% de umidade).

Diversos trabalhos na literatura tem relatado condi¢des diferenciadas
para a producdo da enzima (-galactosidase. NAGY et al. (2001) obtiveram 0,16
U de atividade enzimatica de Penicillium chrysogenum através da utilizagcao de
um meio contendo 20% de lactose e incubagdo em temperatura de 65 °C.
ALMEIDA (2003) produziu 1,44 U de B-galactosidase utilizando Scopulariopsis
sp, que foi cultivado em meio farelo de trigo sem lactose e incubado em
temperatura de 30 °C durante 7 dias. Ao aumentar a temperatura de 35 °C para
43 °C, TARI et al. (2008) aumentou a atividade da enzima B-galactosidase em
39%. GUIMARAES et al. (2008) utilizou a temperatura de 60 °C para inocular o
microrganismo Aspergillus niveous para a produgao da enzima, obtendo 3,9 U

de atividade enzimatica.
4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados, pode-se concluir que todos os
microrganismos apresentaram maior capacidade para a producao de [3-
galactosidase quando foram inoculados no tratamento controle, que
compreende as condi¢cdes usuais para o cresimento microbiano (50 % de
umidade e temperatura de 30 °C). Apesar dos tratamentos contendo
lactose apresentarem diferenca significativa em relagcdo ao tratamento
controle, este ainda foi o melhor para a producao enzimatica, sugerindo
gue 0s microrganismos em estudo ndo sdo dependentes da lactose para
a producéao de B-galactosidase.
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CARACTERIZAGAO DO EXTRATO BRUTO DA ENZIMA -
GALACTOSIDASE PARA PRODUCAO DE GALACTOOLIGOSSACARIDEOS

Rodrigues, Daniele; Pastore, Glaucia Maria

Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, CEP 13083-862 — Campinas-SP.

RESUMO

Atualmente, um dos desenvolvimentos mais significativos na ciéncia € o de
alimentos funcionais, relacionado ao desenvolvimento de suplementos
dietéticos que afetam beneficamente a saude. Dentre esses podemos citar os
galactooligossacarideos, que é um grupo de oligossacarideos considerados
como carboidratos nao digeriveis devido sua resisténcia a hidrolise das
enzimas do intestino. Dentre o0s beneficios da ingestdo de
galactooligossacarideos estdo o aumento da populagdo de bifidobacterias no
célon e, com isso, a redugdo dos niveis de bactérias patogénicas, além do
aumento da absorcao de célcio e a reducdo do risco de cancer de colon. A
producado dos galactooligossacarideos tem sido estudada extensivamente em
microrganismos, através da reacdo de transgalactosilacdo enzimatica
catalisada pela B-galactosidase. O principal objetivo desse trabalho foi
caracterizar o extrato bruto da enzima [-galactosidase do microrganismo
Aspergillus sp (LB-32) para a producao de galactooligossacarideo. As variaveis
estudadas foram: temperatura (35, 45, 55 e 65 °C), pH (4, 5, 6 e 7),
concentracado de lactose inicial (20, 30, 40 e 50%) e concentracao do extrato
enzimatico bruto liofilizado (52, 104, 156 e 208 U). De todos os ensaios, foram
retiradas aliquotas depois de 6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas de reacado. Para
avaliar a influéncia do tempo na sintese de galactooligossacarideo, foi
realizada uma curva cinética para medir a producdo em 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30,
36, 48 e 72 horas de reacao. Nossos resultados mostraram que temperaturas
mais altas (65 °C) e valores de pH mais baixos (pH 4) favoreceram a produgéo
de 4’galactosil-lactose. A concentragdo inicial de 50% de lactose foi
desfavoravel devido a precipitacdo da mesma, estando a maior produgcao de
galactooligossacarideo no valor referente a 40% de lactose. O aumento na
concentragao enzimatica foi diretamente proporcional ao aumento da produgao
de 4’galactosil-lactose, obtendo o melhor resultado com a utilizagédo de 208 U.
Todos os ensaios mostraram melhores resultados quando a reacao atingiu 48
horas. Através da curva cinética, notou-se que a producdo de
galactooligossacarideo inicia-se depois de 3 horas de reagdo e atinge o
maximo de producdo em 48 horas. Nosso melhor resultado foi obtido com o
uso da temperatura em 65 °C, produzindo 12,10% de 4'galactosil-lactose,
através da conversdo de 31,27% da lactose presente no meio.

Termos de indexacao: B-galactosidase, galactooligossacarideos, Aspergillus
sp.
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ABSTRACT

Actually, one of the most significant development in science are functional
foods, connected with the development of dietetic supplement that affects
beneficially the health. Among these, we can mention the
galactooligosaccharides, that is a group of oligosaccharides considerated as
non-digestible carbohydrates due to their resistance to hydrolysis of intestine
enzymes. Among the benefits obtained with galactooligosaccharides ingestion
are the increase of bifidobacteria population in the colon and, by their
antagonistic effect, the reduction of the pathogenic bacteria level, over the
increase of calcium absorption and the reduction of colon’s cancer risks. The
production of galactooligosaccharides has been extensively studied in
microorganisms, through the transgalactosylation reaction catalyzed by [3-
galactosidase enzyme. The aim of this work was to characterize the brute
extract of B-galactosidase enzyme of the microorganism Aspergillus sp (LB-32)
to produce galactooligosaccharide. The studied variables were: temperature
(35, 45, 55 and 65 °C), pH (4, 5, 6 and 7), initial lactose concentration (20, 30,
40 and 50%) and lyophilized brute extract concentration (52, 104, 156 and 208
U). Aliquots were took out from all tests after 6, 12, 24, 36, 48 and 72 hours of
reaction. To evaluate the time influence in galactooligosaccharides syntesis, it
was realized a kinetic curve to meansure the production in 3, 6, 9, 12, 18, 24,
36, 48 and 72 hours of reaction. Our results showed that higher temperatures
(65 °C) and lower pH values (pH 4) promoted the production of 4’galactosil-
lactose. The initial lactose concentration of 50% was disadvantageous because
of lactose precipitation, being the best production of galactooligosaccharide with
40% of initial lactose. The increase in the enzymatic concentration was directly
proportional to the increase of 4’galactosil-lactose production, obtaining the best
result with 208 U of enzyme. All the tests showed the best results in 48 hours of
reaction. The kinetic curve showed that the production of
galactooligosaccharides starts after 3 hours of reaction, and reachs the top of
production in 48 hours. Our best result was obtained using 65 °C of
temperature, producing 12,10% of 4’galactosil-lactose throught 31,27% of
lactose conversion.

Key words: B-galactosidase, galactooligosaccharides, Aspergillus sp.

1. INTRODUCAO

Os galactooligossacarideos sdo compostos por moléculas de galactose
ligadas a lactose, sendo formados de tri a hexassacarideos com 2 a 5 unidades
de galactose (SAKO et al, 1999). Sado produzidos através da reagdo de
transgalactosilacdo catalizada pela enzima [-galactosidase, produzindo

oligbmeros de cadeias com diferentes graus de polimerizacao (PRENOSIL et
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al., 1987). Atualmente € um dos ingredientes alimentares mais utilizados nas
industrias devido suas caracteristicas fisico-quimicas, que proporcionam uma
melhora nas caracteristicas sensoriais dos alimentos, e principalmente devido
suas caracteristicas fisiologicas. Sao classificados como prebidticos devido aos
efeitos benéficos na proliferacdo das bifidobactérias no célon humano e
reducdo das bactérias deterioradoras (NAKANO, 2007). A ingestao de
galactooligossacarideos também aumenta a mineralizagdo Ossea e a
resisténcia contra fraturas devido a estimulagdo da absorcdo de calcio
(BROUNS e VERMEER, 2000). Sao usados na fabricacdo de gomas de
mascar, confeitos, iogurtes e bebidas como agucares de baixa cariogenicidade,
pois ndo sao metabolizados pela microflora bucal para formar &cidos e
poliglucanas. Diversos trabalhos na literatura avaliam a producdo desse
ingrediente, utilizando distintas linhagens, assim como processos
diferenciados. A formacdo de GOS a partir de lactose é influenciada por
diversos fatores como a fonte e concentracdo da enzima, pH, temperatura e
concentracdo do substrato (MAHONEY, 1998; RUSTOM et al, 1998).
MARTINEZ-VILLALEUNGA e colaboradores (2007) estudaram a otimizacdo
das condigdes para producdo de GOS utilizando as variaveis temperatura, pH,
concentragcdo enzimatica e concentragdo de lactose.

Através das consideragdes acima levantadas elucida-se a importancia
do estudo dos parametros do processo para a producdo de
galactooligossacarideos, visando obter um processo factivel para a produgao
deste importante ingrediente para a industria alimenticia.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da temperatura, pH,
concentracdo de lactose, concentragdo enzimatica e tempo na producao de
galactooligossacarideos utilizando a enzima B-Galactosidase do microrganismo

Aspergillus sp (LB-32).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo produtor da enzima [3-galactosidase

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o Aspergillus sp (LB-32),
retirado da colecdo de microrganismos do Laboratério de Bioaromas
(Departamento de Ciéncia de Alimentos — UNICAMP).

2.2. Producgao do extrato enzimatico bruto liofilizado

2.2.1. Preparagao do in6culo

O microrganismo foi semeado em tubo contendo o meio PDA e incubado
em estufa a uma temperatura de 30 °C por 7 dias. Em seguida, foi adicionado
10 mL de agua destilada estéril e feita a raspagem com alca de platina para a
liberacdo dos esporos, obtendo-se assim uma suspensdo microbiana de
concentracgdo celular igual a 102 esporos/mL (ALMEIDA, 2003).

2.2.2. Fermentacgao

A fermentacéo foi realizada em meio semi-sélido composto por farelo de
trigo e agua na proporgao 1:1 (p/v). Utilizou-se erlenmeyer de 500 mL contendo
20 g de meio previamente esterilizados a 121 °C por 15 minutos. Adicionou-se
1,0 mL da suspensao microbiana (item 2.2.1) no erlenmeyer contendo o meio
de cultura, sendo em seguida incubado em estufa com temperatura de 30 °C
durante 7 dias (SANTOS, 2006).

2.2.3. Extracdo enziméatica

Apé6s os 7 dias de incubacao, foi adicionado 100 mL de agua destilada
no erlenmeyer e o meio foi triturado com bastao de vidro para a liberagao das
enzimas. A mistura ficou em repouso durante 1 hora e, em seguida, foi filtrada
com gaze. Ao sobrenadante, foi adicionado etanol resfriado a 8 °C até a
concentracao de 70% para que ocorresse a precipitacdo enzimatica. Apés 1

hora de repouso em banho de gelo, o extrato enzimatico bruto foi centrifugado
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a 10000 rpm com temperatura de 4 °C por 10 minutos e o precipitado foi
liofilizado. O extrato enzimatico bruto liofilizado foi guardado no congelador a -
15 °C para posterior analise (ALMEIDA, 2003).

2.3. Determinagéo da atividade de B-galactosidase

A determinacédo da atividade do extrato enzimatico bruto liofilizado foi
realizada segundo SANTOS (2006), utilizando o substrato sintético ONPG (o-
nitrofenil B-D-galactopiranosideo). O meio de reacao foi composto por 1,55 mL
de tampao acetato de sodio 0,1 M e pH 5,0 contendo o substrato ONPG na
concentracdo 0,25% e 0,15 mL do extrato enzimatico bruto liofilizado na
concentragdo 1,0 mg/mL, sendo a mistura incubada em banho com
temperatura de 60 °C durante 15 minutos. A reacgéo foi paralisada com 0,15 mL
de carbonato de sédio na concentracdo 10%. O produto da reacdo € o
cromoéforo o-nitrofenol, cuja coloracdo € amarela e pode ser medido no
espectrofotbmetro em absorbéncia 420 nm. A calibracao do equipamento foi
feita através da amostra branco, composta pelos mesmos componentes da
reacdo, porém a solucdo enzimatica foi colocada ao mesmo tempo que o
carbonato de sédio 10%, para que a reagao fosse paralisada no tempo zero. A
atividade enzimatica foi calculada através de uma curva padrao de o-nitrofenol.
Uma unidade de atividade de B-galactosidase foi definida como a quantidade

de enzima que libera 1 pymol de o-nitrofenol por minuto de reacao.

2.4. Caracterizacdo da enzima [(-Galactosidase para produgdo de

galactooligossacarideos

Para o estudo da producgao de galactooligossacarideos, foram avaliados
os efeitos da temperatura, do pH e das concentragdes de lactose e do extrato
enzimatico bruto liofilizado. O meio de reagdo foi constituido por tampéao
acetato de sodio, lactose e extrato enzimatico bruto liofilizado. Utilizou-se
erlenmeyers de 50 mL contendo 10 mL de meio, que foram incubados sob

agitacao constante de 100 rpm. Foram retiradas aliquotas de 1,5 mL depois de
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6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas de reagao para avaliar a influéncia do tempo na
reacdo. Em todos os experimentos, a reacao foi paralisada por inativacao da
enzima em banho de agua fervente por 10 minutos.

Os produtos da reagao foram analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e detectados por indice de refragdo. Foi utilizado um
Cromatografo Liquido Waters com coluna KS-801 (300 x 7,8 mm) e, como fase
movel, foi utilizada agua ultra pura a um fluxo de 1 mL/minuto e temperatura de
80 °C. Os carboidratos foram identificados através da comparagdo com o
tempo de retencdo dos padrdes lactose, glicose, galactose e 4'galactosil-
lactose (tetrassacarideo). A quantificacao foi realizada segundo JUNG e LEE
(2008) através da analise das areas da lactose obtidas no tempo zero e depois
de 24 horas de reagao, e da area do galactooligossacarideo formado no final

da reacao.

Conversao da lactose = Concentracao inicial da lactose — Concentracao final da lactose x 100

Concentragao inicial da lactose

Producdo de GOS = Concentracdo de oligossacarideos x 100

Concentragao inicial da lactose

2.4.1. Efeito da temperatura na producao de galactooligossacarideos

Para avaliar a influéncia da temperatura na produgcdo de
galactooligossacarideos, foi estudada em uma faixa entre 35 e 65 °C, com
intervalos de 10 °C. Utilizou-se uma solugdo de lactose inicial a 40% em

tampao acetato de sédio 0,1 M com pH 5,0 e 104 U de enzima.

2.4.2. Efeito do pH na produgéao de galactooligossacarideos

O efeito do pH foi avaliado em um sistema de reacao contendo solucao
de lactose inicial a 40% em tampé&o acetato de sédio 0,1 M com os seguintes

valores de pH: 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0. Utilizou-se 104 U de enzima e a solugéo foi

incubada em banho a uma temperatura de 45 °C.
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2.4.3. Efeito da concentracdo do extrato enzimatico bruto liofilizado na

producao de galactooligossacarideos

O efeito da concentragdo do extrato enzimético bruto liofilizado na
conversao da lactose em galactooligossacarideos foi avaliado utilizando-se 52,
104, 156 e 208 U de B-Galactosidase em tampéao acetato de sédio 0,1 M e pH
5,0 contendo 40% de lactose. A solugdo foi incubada em banho com
temperatura de 45 °C.

2.4.4. Efeito da concentracdo inicial de lactose na producédo de

galactooligossacarideos

Para avaliar a influéncia da concentracao da lactose na producao de
galactooligossacarideos, foram utilizados 20, 30, 40 e 50% de lactose em
tampéo acetato de sodio 0,1 M com pH 5,0 e 104 U de enzima. A solugao foi
incubada em banho a uma temperatura de 45 °C.

2.4.5. Cinética para producao de galactooligossacarideos

Para determinar a influéncia do tempo na producdo de
galactooligossacarideos, elaborou-se uma curva cinética onde a produgéo foi
medida apés 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36, 48 e 72 horas de reacao. O meio foi
composto por uma solucdo enzimatica na concentracdo 104 U em tampao
acetato de sédio 0,1 M e pH 5,0 contendo 40% de lactose. Foram utilizados
erlenmeyers de 50 mL contendo 10 mL de tampao acetato de sodio 0,1 M pH
5,0, 4 g de lactose e 10 mg do exirato enzimético bruto liofilizado. Os
erlenmeyers foram incubados em banho-maria com temperatura de 45 °C e
agitagcdo de 100 rpm. A reacdo foi paralisada em banho fervente a 100 °C

durante 10 minutos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo da enzima [B-Galactosidase para produgédo de

galactooligossacarideos

No estudo sobre a caracterizagdo da enzima B-Galactosidase extraida
do microrganismo Aspergillus sp (LB-32), foram avaliados os efeitos da
temperatura, do pH e das concentragdes de lactose e do extrato enzimatico
bruto liofilizado para a produgédo de galactooligossacarideos. Foram retiradas
aliquotas de 1,5 mL depois de 6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas de reacado para

avaliar a influéncia do tempo na reacao.

3.1.1. Efeito da temperatura na producao de galactooligossacarideos

A influéncia da temperatura na producdo de galactooligossacarideo foi
avaliada na faixa entre 35 e 65 °C, com intervalos de 10 °C. Utilizou-se uma
solucdo contendo 40% de lactose inicial em tampéao acetato de sédio 0,1 M
com pH 5,0 e 104 U de enzima. A Figura 4.1 mostra o efeito da temperatura na
sintese de 4'galactosil-lactose. Através da analise dos resultados, foi
observado que a temperatura de 65 °C favoreceu a produgdo de
galactooligossacarideo, atingindo o maximo de producdo em 48 horas com a
formacao de 12,10% de 4'galactosil-lactose, através da conversao de 31,27%
da lactose. A utilizacdo de temperaturas mais elevadas para aumentar a
produgdo tem sido relatada por diversos autores (REUTER et al, 1999;
HAIDER e HUSAIN, 2008).
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——350C
——450C
—A—550C
—%—650C

Producao de 4'galactosil-lactose (%)

6 12 24 36 48 72
Tempo (horas)

Figura 4.1 — Efeito da temperatura e do tempo de reacdo na sintese de

4'galactosil-lactose.

Todas as temperaturas estudadas tiveram o maximo de produgédo de
4'galactosil-lactose em 48 horas de reacdo, seguido por um decréscimo da
producdo em 72 horas. Segundo ALMEIDA (2003), apdés um periodo
prolongado de reagéo, a sintese de galactooligossacarideo comega a diminuir
devido a inibicdo da reagédo por algum produto formado ou por hidrélise dos
osligossacarideos. MARTINEZ-VILLALUENGA e colaboradores (2008)
comprovaram que a presencga de glicose no meio inibe a acdo de transferase
da B-galactosidase, provocando uma diminuicdo na sintese de
galactooligossacarideos. GUVEN et al. (2007) comprovaram em seus estudos
que tanto a glicose quanto a galactose podem inibir a sintese de
galactooligossacarideos. Essa teoria foi comprovada mais tarde por NERI et al.
(2008), alegando que a alta concentracao de galactose no meio pode favorecer
a reacao inversa da hidrélise, diminuido assim a producdo de

galactooligossacarideos.
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3.1.2. Efeito do pH na producéao de galactooligossacarideos

Diferentes valores de pH foram testados para a produgdo de
galactooligossacarideo. Foi utilizado um sistema de reacdo contendo solucéo
de lactose inicial a 40% em tampao acetato de sédio 0,1 M com os seguintes
valores de pH: 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0. Utilizou-se 104 U de enzima e a solucao foi
incubada em banho com temperatura de 45 °C.

De acordo com a Figura 4.2, pode-se observar que a enzima [3-
galactosidase teve uma melhor atividade em pH 4,0 desde o inicio da reacao.
Valores mais baixos de pH tém sido bastante utilizados nas atuais pesquisas
para a producdo de galactooligossacarideos (NERI et al., 2008; HAIDER e
HUSAIN, 2008).

Todos os valores de pH estudados tiveram sua producao otimizada em
48 horas de reacdo. Os sistemas com pH mais préximos da neutralidade nao
foram muito favoraveis para a reacdo, destacando-se que apds 6 horas de
reacdo ainda nao havia sido formado nenhum galactooligossacarideo no meio
referente ao pH 6,0. Esse resultado contradiz o resultado obtido por ALMEIDA
(2003), que estudou uma faixa de pH entre 3,5 e 85 e obteve maiores
rendimentos em 6 horas de reacao independente do valor do pH utilizado.

A maior producédo de 4’galactosil-lactose aconteceu apds 48 horas no
sistema de reacdo com pH 4,0. Essa condigdo proporcionou a formacao de
8,94% do tetrassacarideo, com 27,25% de conversdo da lactose. NERI e
colaboradores (2008), estudando a producdo de galactooligossacarideos a
partir de Aspergillus oryzae, utilizaram um sistema de reagdo com pH 4,5 e
obtiveram 40% de conversdo de lactose, formando 26% de
galactooligossacarideos.
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Figura 4.2 — Efeito do pH e do tempo de reacdo na sintese de 4'galactosil-
lactose.

3.1.3. Efeito da concentragcdo do extrato enzimatico bruto liofilizado na

producao de galactooligossacarideos

Para avaliar o efeito da concentracdo do extrato enzimatico bruto
liofilizado na conversao da lactose em galactooligossacarideos foram utilizadas
52, 104, 156 e 208 U de B-Galactosidase em tampéao acetato de sédio 0,1 M e
pH 5,0 contendo 40% de lactose, sendo a solug@o incubada em banho com
temperatura de 45 °C.

A Figura 4.3 mostra que, em todas as concentracées enzimaticas
utilizadas, houve um aumento gradativo na sintese de galactooligossacarideo
até o periodo de 48 horas, seguido por um decréscimo na produ¢ao quando a
reacdo atingiu o tempo de 72 horas, talvez em decorréncia de hidrolise dos

oligossacarideos ou inibicao da reacao pelos produtos formados.
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Figura 4.3 — Efeito da concentragdo do extrato enzimatico bruto liofilizado e do

tempo de reacdo na sintese de 4'galactosil-lactose.

A partir dos resultados, pode-se observar que a producdo de
galactooligossacarideo foi aumentando juntamente com o aumento da
concentragdo enzimatica, atingindo seu maximo com a concentragéo de 208U,
que converteu 17,36% da lactose e produziu 10,69% de 4'galactosil-lactose.
Esses resultados contradizem os resultados obtidos por alguns autores
(MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008; ALMEIDA, 2003 e SANTOS, 2006)
que obtiveram o maximo de produgcdo com menores concentracoes
enzimaticas, porém comprovam a teoria dita por MACFARLANE et al., (2007) e
CHOCKCHAISAWASDEE et al. (2005 de que a quantidade de
galactooligossacarideo produzido a partir de lactose depende também da
concentracao de B-galactosidase .

Porém, vale lembrar que fontes distintas da enzima B-galactosidase
podem apresentar propriedades diferentes na sintese de
galactooligossacarideos, e a eficiéncia da transgalactosilagdo e os
componentes dos produtos finais dependem de qual microrganismo a B-

galactosidase foi produzida.
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3.1.4. Efeito da concentracdo inicial de lactose na producédo de

galactooligossacarideos

A influéncia da concentragdo inicial de lactose na producédo de
galactooligossacarideos foi avaliada utilizando-se concentragdes de 20, 30, 40
e 50% de lactose em tampao acetato de sodio 0,1 M com pH 5,0 e 104 U de
enzima. A solugéo foi incubada em banho a uma temperatura de 45 °C.

Diversos autores tém demonstrado que maiores concentragbes de
lactose favorecem a producdo de galactooligossacarideos (BURVAL et al.,
1996, LOPEZ-LEIVA e GUZMAN, 1995, ALBAYRAK e YANG, 2002). Nossos
resultados, representados na Figura 4.4, mostraram que ocorreu maior
producdo de 4'galactosil-lactose utilizando-se 40% de lactose. Nessa condi¢&o,
houve 31,40% de conversao da lactose e producao de 9,24% de 4’galactosil-
lactose. Quando a concentracao de lactose foi aumentada para 50%, houve
uma queda na producdo devido a precipitacdo da mesma. De acordo com
ALMEIDA (2003), isso se deve porque a lactose cristaliza facilmente em altas
concentragbes, sendo a concentragcdo de 40% ideal para as condi¢cdes de
trabalho. SANTOS (2006) e CHEN et al. (2001) obtiveram o maximo de
producgédo utilizando a concentracao de 40% de lactose.

——20%
——30%
—A—40%
—%—50%

Producéo de 4'galactosildactose (%)
o = N W A~ O O N 0 ©

6 12 24 36 48 72
Tempo (horas)

Figura 4.4 — Efeito da concentragao inicial da lactose e do tempo de reagao na

sintese de 4'galactosil-lactose.
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3.1.5. Cinética para producao de galactooligossacarideos

A influéncia do tempo na producdo de galactooligossacarideos foi
determinada através de uma curva cinética, onde a producao foi medida apdés
3,6,9,12, 18, 24, 30, 36, 48 e 72 horas de reacdo. O meio foi composto por
uma solucado enzimatica na concentragdo 104 U em tampao acetato de sédio
0,1 M e pH 5,0 contendo 40% de lactose, sendo a solugéo incubada em banho-
maria com temperatura de 45 °C.

A construcdo de uma curva cinética é bastante interessante para as
reacbes enzimaticas, pois determina o tempo minimo necessario para que
ocorra 0 maximo de produgdo do produto desejado. A alta produgédo de
galactooligossacarideos € de grande interesse, pois trata-se de um ingrediente
alimentar muito utilizado nas industrias devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas e fisiolégicas.

A Figura 4.5 mostra que nas trés primeiras horas de reagdo néo houve
formagdo de 4’galactosil-lactose. A partir de entdo, houve uma aceleragéo na
producdo até atingir 12 horas de reagédo. No periodo entre 12 e 24 horas, a
reacdo manteve-se estavel e, em seguida, pode-se notar novamente um
aumento na producdo. A maior sintese de galactooligossacarideo ocorreu em
48 horas, seguido por um decréscimo na producado quando a reacao atingiu o

tempo de 72 horas.

Producao de 4'galactosil-lactose
(%)
(&)
|

3 6 9 12 18 24 30 36 48 72
Tempo (horas)

Figura 4.5 — Curva de producéao de 4’galactosil-lactose em relagédo ao tempo de

reacao.
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A tendéncia de diminuicao da producéo apds um certo periodo de tempo
pode ser explicada pelo aumento da quantidade de glicose liberada,
considerada um inibidor da reacdo. Também por apresentarem maior peso
molecular que a lactose, os oligossacarideos podem ser preferencialmente
hidrolisados (GOPAL et al., 2003).

A Figura 4.6 mostra que, com o passar do tempo da reacéo, ocorre um
aumento relativamente igual nas concentracbes de 4’galactosil-lactose e
glicose, enquanto que a galactose mantem-se em concentragées mais baixas
por estar sendo utilizada na formacao do galactooligossacarideo. Isso sugere
que a enzima [B-galactosidase extraida do microrganismo Aspergillus sp (LB-
32) possui, além da atividade de hidrolise, a atividade de transgalactosilagéo.

A maior produgéo de galactooligossacarideo ocorreu em 48 horas, onde
houve a conversao de 24,45% da lactose e formacao de 9,1% de 4’galactosil-

lactose.
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Figura 4.6 — Curva de produgédo de 4’galactosil-lactose, glicose e galactose
através da reacao de transgalactosilagdo da lactose catalisada pela enzima -
galactosidase.

A producdo de galactooligossacarideos tem sido bastante estudada,
principalmente devido as suas propriedades funcionais. Os resultados obtidos
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neste trabalho estdo préximos aos encontrados por outros autores, apesar de
serem em diferentes condigbes experimentais. CARDELLE-COBAS e
colaboradores (2008), usando a B-galactosidase de Aspergillus aculeatus em
meio de reagdo com pH 6,0 e temperatura de 40 °C, obtiveram 19% de
galactooligossacarideos. HAIDER e HUSAIN (2008) verificaram que as
melhores condicbes de atuagcdo da [-galactosidase foi em pH 4,6 e
temperatura de 50 °C. ONISHI e TANAKA (1997) obtiveram 72 mg/mL de
galactooligossacarideos apds 24 horas de incubacado da enzima com 20% de
lactose, pH 5,0 e temperatura de 60 °C. Estudando o microrganismo
Aspergillus oryzae, RUSTOM et al. (1998) produziram 17,9% de
oligossacarideos em meio com pH 5,0 e temperatura de 35 °C.

4. CONCLUSAO

A B-galactosidase extraida do microrganismo Aspergillus sp (LB-32)
apresentou atividade de hidrélise e de transgalactosilagdo, produzindo o
galactooligossacarideo 4’galactosil-lactose.

Os maiores rendimentos de producdo de galactooligossacarideos foram
obtidos com 208 U de (-galactosidase, sendo o aumento da concentracao da
enzima proporcional a producao de galactooligossacarideo.

As maiores producdes ocorreram utilizando sistemas de reacdo com
valores mais baixos de pH, tendo a maxima produg¢do com pH 4,0.

A reagdo foi favorecida com o aumento da temperatura,
preferencialmente utilizando 65 °C.

O uso de concentracbes elevadas de lactose foi favoravel para a
producdo de galactooligossacarideos, especialmente a concentragdo de 40%,
comprovando a teoria de diversos autores. O aumento dessa concentracao
para 50% nao foi viavel devido a cristalizacao da lactose.

A atividade de transgalactosilagcdo da (-galactosidase parece ser inibida
pelo aumento de glicose, havendo a necessidade de estudos para retirar esse
monossacarideo do sistema de reagéo.
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A selecdo dos microrganismos resultou em 5 linhagens produtoras do
tetrassacarideo 4’galactosil-lactose: Aspergillus sp (LB-01), Aspergillus sp (LB-
32), Aspergillus sp (LB-36), Penicillium sp (LB-51) e Scopulariopsis sp (LB-35).

O substrato farelo de trigo mostrou-se eficiente para o crescimento

microbiano, permitindo a produgédo da enzima (-galactosidase.

O extrato enzimatico bruto liofilizado extraido dos microrganismos em

estudo foi satisfatério para a producao de galactooligossacarideos.

Os microrganismos apresentaram maior capacidade para a
producdo de [B-galactosidase quando foram inoculados em condigdes
consideradas usuais para o crescimento microbiano, quais sejam:
temperatura de 30 °C, 0% de concentragéo de lactose e 50% de umidade

no meio de cultura.

Os maiores rendimentos para a producdo de galactooligossacarideos
foram obtidos com 208 U de p-galactosidase, sendo o0 aumento da
concentragdo da enzima proporcional a produgdo de galactooligossacarideo. A
reacdo foi favorecida com a utilizagdo de temperaturas mais altas (65 °C) e
valores de pH mais baixos (pH 4,0). O uso de concentragdes elevadas de
lactose foi favoravel para a produgdo de galactooligossacarideos,
especialmente a concentragdo de 40%, comprovando a teoria de diversos
autores. O aumento dessa concentragdo para 50% nao foi viavel devido a

cristalizacado da lactose.
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