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RESUMO

O objetivo do trabalho foi realizar a sintese de galacto-oligossacarideos (GOS)
a partir da lactose presente no soro de queijo por meio da reacdo com a enzima
comercial B-galactosidase de Kluyveromyces lactis. A atividade enzimatica foi
determinada como uma funcdo do pH e da temperatura e, em seguida, foram obtidas
as condicOes para a atividade maxima. Estudou-se a estabilidade térmica da enzima e
determinada a melhor temperatura para realizar as reacfes de sintese de GOS. Os
experimentos foram realizados em reator batelada, e a atividade determinada pelo
método das velocidades iniciais. A sintese dos GOS foi realizada em incubadora
rotatéria em meio ndo-aquoso e os carboidratos identificados e quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Primeiramente, foi analisada a
capacidade da enzima em realizar a reacdo de transgalactosilagao em alta
concentracdo de lactose (30%) e, em seguida, a hidrélise da lactose em baixa
concentracdo de lactose (10%). A atividade da enzima comercial B-galactosidase de
Kluyveromyces lactis (Lactozym 2600L) foi 1663,75 U.mL™ e a atividade especifica
méxima 2,67 U.mg™ determinada a 45 °C e pH 6,5, e a menor atividade 0,85 U.mg™*
em 50 °C e pH 7,5. Para reagdes em tempos longos (6 horas) recomenda-se usar a
enzima em temperaturas inferiores a 45 °C, sendo 40 °C o valor mais apropriado
porque apresenta atividade somente 12 % menor que a maxima. A concentracdo
méxima de GOS foi de 71,45 g.L™, alcancada em 6 horas de reacdo a 40 °C, pH 6,5,

10 U.mL™ de enzima e 40 % de lactose (m/v). Nessas condi¢Bes a o rendimento



méximo da sintese foi igual a 23,82 % e o produto formado apresentou 27,14 g.L™* de
galactose, 46,13 g.L™* de glicose e 155,28 g.L™ de lactose.
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ABSTRACT

The aim of this work was the synthesis of galacto-oligosaccharides (GOS) from
lactose present in cheese whey by commercial enzyme [-galactosidase from
Kluyveromyces lactis. The enzyme activity was first determined as a function of pH and
temperature, and then the conditions for maximum activity were obtained. Next, the
thermal stability of the enzyme was studied and the best temperature for carrying out the
reaction for long periods was determined. These experiments were performed in a batch
reactor, and the activity determined by the method of initial rates. The synthesis of GOS
was performed, in an orbital shaker incubator in a non-aqueous medium and the
carbohydrates identified and quantified by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). First, the enzyme capacity to perform the transgalactosylation reaction at high
lactose (30%) concentration was studied and then the hydrolysis of lactose was followed
throughout the reaction, when the concentration of lactose was low (10%). The activity of
the commercial enzyme B-galactosidase from Kluyveromyces lactis (Lactozym 2600L) was
1663.75 U.mL™ and the maximum specific activity 2.67 U.mg™ determined at 45 °C and
pH 6.5, and the lowest activity 0.85 U.mg™ at 50 °C and pH 7.5. For long reactions it is
recommended use the enzyme at temperatures below 45 °C, with 40 °C being the most
appropriate value because it gives an activity only 12 % lower than the maximum. The
maximum concentration of GOS 71.45 U.mL™ was achieved in 6 hours of reaction at 40

°C, pH 6.5, 10 U.mL™ of enzyme and 40 % lactose (w/v). Under these conditions the



maximum yield of synthesis obtained was 23.82 % and the formed product contains
galactose 27.14 g.L, glucose 46.13 g.L™" and lactose 155.28 g.L ™.
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NOMENCLATURA

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
DBO — Demanda Bioquimica de Oxigénio

GOS — Galacto-oligossacarideos
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Capitulo I: Introducéo e Objetivos 1

CAPITULO |
INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Introducéo

O soro de queijo pode ser definido como a fragcdo aquosa do leite que é separada da
caseina durante a producdo de queijos, o soro corresponde a cerca de 90 % do volume do
leite, dependendo do tipo de queijo. J& os solidos do soro representam de 50 a 55 % dos
solidos totais do leite (TEIXEIRA e FONSECA, 2008).

Até pouco tempo atrds o soro de queijo era visto somente como um subproduto,
obtido da fabricacdo de queijos, sendo 0 mesmo rico em proteinas, lactose, minerais e
vitaminas. Uma parcela consideravel de soro de queijo é descartada em rios provocando
assim problemas ambientais devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
aproximadamente 100 vezes maior que a do esgoto doméstico (ALENCAR, 2011). Por
iss0, hd uma busca por novas alternativas para o processamento da lactose presente no soro
de queijo como um passo crucial para que as inddstrias possam se adequar as legislacdes

ambientais.

O soro de queijo pode ser aproveitado tanto como matéria-prima, por exemplo, na
elaboracdo de bebidas lacteas, além da utilizacdo em modernas tecnologias para obtencéo
de produtos especificos e/ou novos a serem utilizados principalmente pelas industrias
alimenticias. Porém, antes de seu aproveitamento é necessario fazer a determinacdo do
perfil de qualidade microbiolégico e fisico-quimico, que determinard quais os melhores
processos para seu uso (TEIXEIRA e FONSECA, 2008).

A enzima B-galactosidase € a responsavel pela hidrdlise da lactose, sua importancia
industrial esta na aplicacdo na industria de laticinios, pois garante a producdo de alimentos
com baixo teor de lactose, melhor solubilidade e digestibilidade do leite e derivados
(TOMAL et. al., 2010). Com isso, os problemas associados com a eliminacdo do soro,
cristalizacdo de lactose em certos alimentos congelados e o consumo de leite por

individuos com intolerancia a lactose, podem ser reduzidos (SANTQOS, 2006).

A lactose é um dissacarideo, que ao sofrer hidrdlise, forma como produtos glicose e
galactose. A hidrolise enzimatica da lactose tem se mostrado um dos métodos mais

promissores para remover a lactose do leite e de seus subprodutos, como 0 soro.
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Dependendo do nivel de hidrolise, o leite com lactose pré-digerida terd um gosto
ligeiramente mais doce. Durante a hidrolise enzimética da lactose, além dos principais
produtos da hidrélise, quantidades consideraveis de oligossacarideos sdo formadas
(CARMINATTI, 2001).

Os galacto-oligossacarideos sdo compostos de lactose e unidades de galactose,
produzidos comercialmente por reacdo enzimatica, onde residuos de galactose estdo
ligados a lactose (ALMEIDA, 2003). Os galacto-oligossacarideos além de serem
produzidos por reacdo enzimatica e ser componente natural do leite humano, podem
também ser encontrados em alguns vegetais, como cebola, alho, banana, soja e chicoria
(SANTOS, 2006).

Os galacto-oligossacarideos sdo carboidratos ndo digeriveis, apresentando
configuracdo B, enquanto as enzimas digestivas gastrointestinais humanas sao especificas
principalmente para ligacdes a, dessa forma, os GOS se tornam resistentes as enzimas
digestivas em humanos e sdo fermentados por bifidobactérias (SANTQOS, 2006 e LISBOA,
2008). Os produtos (aclcares) obtidos desta reacdo sao os galacto-oligossacarideos, glicose
e galactose (LISBOA, 2008), podendo-se conseguir, desta forma, a obtencdo de produtos
de maior valor agregado a partir do soro de leite ou outro substrato que contenha a lactose.
Os GOS também sdo responsaveis por aumentar a mineralizacdo 6ssea e a resisténcia

contra fraturas, devido a estimulacdo da absorcdo de calcio (ALMEIDA, 2003).

Alguns dos beneficios dos galacto-oligossacarideos observados do ponto de vista
industrial sdo a maior solubilidade em comparagcdo com a sacarose, a ndo cristalizacdo, néo
precipitacdo, além de ndo deixar a sensacdo de secura na boca. Assim, os galacto-
oligossacarideos podem ser usados em formulacdes de sobremesas lacteas, leites
fermentados, geleias, bebidas e produtos de confeitaria (SANTOS, 2006). Alimentos
infantis e alimentos especiais para idosos e hospitalizados sdo promissores na aplicagéo de
galacto-oligossacarideos, devido a maior suscetibilidade a mudangas na microflora
intestinal. O pdo também é um alimento apropriado para a incluséo destes, pois durante a
fermentacdo com a levedura e o cozimento do pdo, os GOS néo séo degradados, e auxiliam
a obter um pao de excelente sabor e textura (ALMEIDA, 2003).

A quantidade de galacto-oligossacarideos formada a partir da lactose sofre

influéncia com a concentracdo da enzima, o tempo de reacdo e a temperatura, além da
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concentracdo inicial de lactose e a presenca de inibidores ou ativadores especificos para a
enzima (SANTQOS, 2006).

1.2. Objetivos

O objetivo geral desta pesquisa foi desenvolver um estudo para avaliar a producao
de GOS a partir da lactose do soro de queijo por meio da reacdo de transgalactolisacdo com

a enzima [3-galactosidase comercial.
Os objetivos especificos foram:

Determinar a atividade enzimatica da enzima [-galactosidase.
Determinar a atividade especifica em funcéo do pH e da temperatura.

Determinar a estabilidade térmica da enzima.

vV V VYV V

Determinar a influéncia da temperatura, concentracdo de lactose e da enzima na

obtencéo de galacto-oligossacarideos.
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CAPITULO Il

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Soro de queijo

Soro de queijo € um residuo importante gerado a partir das industrias leiteiras,
conhecido por ser fonte de muitos compostos bioativos de significado comercial. A
producdo mundial de soro de queijo esta estimada em mais de 10° toneladas por ano, com
incremento anual de 1-2 % (GUIMARAES, TEIXEIRA e DOMINGUES, 2010). O Brasil
¢ 0 quinto maior produtor de leite do mundo com mais de 29 milhdes de toneladas,
respondendo por 5,3 % da producdo mundial em 2010 (PAULA et. al., 2012).

Dentre os queijos mais produzidos no Brasil, estd o queijo minas e suas variedades
mais importantes, minas frescal e minas-padrdo. A proporcdo de leite na fabricacdo de
queijo é aproximadamente 10 litros de leite para 1 kg de queijo, gerando 9 litros de soro de
queijo. Contudo, somente 15 % do soro de leite disponivel sdo usados pelas industrias,
enquanto o restante é descartado como agua residual no meio ambiente, causando sérios
problemas ambientais para indGstrias de laticinios (HUNGARO et. al., 2013). Além da alta
carga organica do soro, representando importante fonte de polui¢cdo ambiental, o soro de
queijo provoca elevadas perdas econdmicas para a industria, visto o alto custo com
tratamento de efluente do mesmo (GABARDO, 2011).

O soro de queijo € um subproduto da industria lactea, constituindo-se em um
liquido verde-amarelo e sabor ligeiramente acido ou doce, obtido ap6s a precipitacdo e
remoc¢do da caseina do leite, por coagulacdo acida ou enzimatica (GABARDO, 2011). O
soro apresenta em sua composicdo cerca de 93 % de agua e somente 7 % de matéria seca,
onde 10-12 % s&o proteinas, 74 % lactose, 8 % minerais e 3 % gordura (HUNGARO et.
al., 2013).

Por seu alto valor nutricional, rico em proteinas, minerais e vitaminas, 0 soro pode
ser utilizado como matéria-prima barata e sustentavel para a producdo de novos produtos
com alto valor agregado (CASTRO et. al., 2009). Na industria alimenticia, o soro pode ser
utilizado na producdo de doce de leite, bebidas lacteas, queijo ricota, fabricagdo de
bolachas, leite em po, creme de leite, alguns tipos de refresco vitaminado, entre outros
tipos de produtos (PAULA et. al., 2012).
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O soro de queijo também pode ser utilizado em alguns processos biotecnolégicos,
devido a sua composicao nutricional. A producdo da enzima [-galactosidase a partir de
soro de queijo, por exemplo, tem sido muito estudada mostrando excelentes resultados. A
enzima, também conhecida como lactase € utilizada na fabricacao de leite com baixo teor
de lactose e derivados de leite (GABARDO, 2011).

2.2. Lactose

A lactose (Galactose B-1,4 glucose) é o agucar presente no leite e seus derivados,
considerado um dos principais constituintes do soro de queijo. A molécula de lactose é
formada por dois monossacarideos, a glicose e a galactose, unidos por uma ligacéo
glicosidica do tipo B 1—4, formando, portanto, um dissacarideo com baixo poder adogante
(BOBBIO & BOBBIO, 1992). A Figura 2.1 representa a estrutura da molécula de lactose.

Lactose

CH,OH CH-OH
O. OH

OH

OH

Figura 2.1: Representacdo esquematica da estrutura quimica da lactose (BOBBIO
& BOBBIO, 1992).

A lactose € um acucar raro encontrado praticamente apenas no leite e seus
derivados, € uma molécula solivel em 4&gua, onde sua solubilidade é maior em
temperaturas mais elevadas e, menor em baixas temperaturas, em solu¢fes concentradas,
podendo causar cristalizacdo e, consequentemente, problemas tecnolégicos durante o
processamento de alguns produtos na industria de laticinios (LISBOA, 2008; CAMPOS et.
al., 2009). Considerado um dissacarideo redutor, por possuir um carbono anomérico livre
no residuo de glucose, a lactose pode reagir com 0s grupos amino livres das proteinas

formando produtos coloridos pela reacdo de Maillard (MATIOLI, 2001).

A hidrélise enzimatica da lactose, forma além dos principais produtos, que sdo a
glicose e galactose, quantidades consideraveis de oligossacarideos, tornando-se um dos
métodos mais promissores para remover a lactose do leite e de seus subprodutos, como o
soro (CARMINATTI, 2001).


http://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7%C3%BAcar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leite
http://pt.wikipedia.org/wiki/Monossacar%C3%ADdeo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Galactose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dissacar%C3%ADdeo

Capitulo I1: Reviséo Bibliografica 6

2.3. B-galactosidase

A enzima B-galactosidase, também conhecida como lactase, ¢ empregada como
catalisador na hidrolise da lactose, formando como produtos moléculas de glicose e
galactose. A hidrolise da lactose é considerada uma das maiores aplicacfes de enzimas na
industria de alimentos (KLEIN, 2010). Diversas sdo as origens para essa enzima, porém os
micro-organismos (leveduras, fungos e bactérias) sdo considerados a fonte mais aceitavel
para a aplicacdo industrial. A B-galactosidase também € encontrada em algumas frutas
como améndoas, damascos, péssegos, macds, e em 6rgdos de animais como intestino,
cerebro, testiculo, placenta (ALMEIDA, 2003).

A B-galactosidase € pouco efetiva na producdo de oligossacarideos de maior massa
molecular devido a competitividade da reacdo de transgalactosilacdo da galactose com a
hidrdlise da lactose, quando ocorre catdlise enzimatica com substratos ricos em lactose.
Assim, a reacdo de transgalactosilagdo é menos efetiva quanto maior for a massa molar do
oligossacarideo aceptor, explicando a formacao de di, tri e tetrassacarideos em comparacao

com oligossacarideos maiores (MARTINS, 2009).

Na industria de alimentos a lactase utilizada deve ser de origem microbiana de:
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces lactis,
Klyuveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces sp (KLEIN, 2010). A
Tabela 2.1 mostra as caracteristicas da enzima B-galactosidase em suas diferentes origens.
Em geral, o pH 6timo da lactase de fungos fica numa faixa acida de 2,5 a 4,5, indicado
para a hidrdlise de soro acido. Ja a lactase de leveduras fica numa faixa neutra bem como a
lactase de origem bacteriana, considerando a faixa de valores de 6,0 a 7,0 e 6,5 e 7,5,
respectivamente, e seu emprego é adequado para a hidrolise do leite e do soro doce
(KLEIN, 2010).

Os dois principais substratos utilizados na determina¢do da atividade da enzima [3-
galactosidase sdo a lactose e o0 substrato sintético ONPG (o-nitrofenil b-D-
galactopiranosideo), liberando pela reacdo D-glicose e onitrofenol, respectivamente,
podendo ser determinados por espectrofotometria (WALLENFELS e MALHOTRA,
1961).



Capitulo I1: Reviséo Bibliografica

Tabela 2.1: Caracteristicas da enzima [-galactosidase de fungos, bactérias e
leveduras (OTIENO, 2010).

Lactose
Origem PHstimo Tstima Km(mMM) M, kD  Ativador Inibidor
Fungos:
Aspergillus niger 3,5 58 85 124 - -
Aspergillus oryzae 5,0 55 50 90 - -
Levedura:
Kluyveromyces 65 37 35 115 K, Mg?* Ca”™*, Na™",
lactis ' ’ Zn, Cu
Kluyveromyces 0,23-0,99 i
fragilis 66 30 onpgy 20 SDS
Sterigmatomyces ) ) Fe?*, Zn?", ]
elviae CBS8119 6.0 60 cu®*
Bactéria:
Escherichia coli 7.2 40 2 540 Na*, K* -
Bacillus subtilis 6,5 50 700 - - -
Bacillus 2+
stearothermophilus 6.2 5 2 220 Mg )
Lactobacillus 6.2 55 5 540 i i
thermophilus
Lactobacillus Na* K* e Fe®*, Ca’",
reuteri L103 8,0 45 13 35 M n2+, Cu2+2, e
zn~"
Lactobacillus Na' K e Fe”", Ca*",
reuteri L461 6,5 50 31 72 M2t Cu™, e
Zn**
Bullera singularis 3+
KCTC 7534 5 50 580 53 - Ag™, SDS
Bacillus Fe’*, Zn*",
stearothermophilus 7,0 70 2,96 70 - Cu?*, Pb?*,
e Sn**
Bifidobacterium Zn“*, Mn*",
bifidum 4,8 45 800 362 EDTA  Co*,Ca”™,
Sn?*
Bifidobacterium cr¥,
infantis EDTA",
5,0 60 2,6 470 Na’, K* uréia,
galactose
PCMB
Bacillus circulans 6,0 65 41,7 67 - -
Bacillus coagulans Fe**, Cu™,
6,5 55 50 430 EDTA Zn*, e

galactose
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Industrialmente a enzima B-galactosidase tem grande importancia tanto por sua
utilizacdo no rompimento das ligaces glicosidicas da lactose, formando uma solugdo de
glicose e galactose com leve aumento do sabor doce, como por sua funcdo de catalisador
na sintese de oligossacarideos, e também na reducdo de problemas como eliminacdo do
soro, cristalizacdo da lactose em alimentos congelados e o consumo de leite e derivados
por pessoas intolerantes a lactose (ALMEIDA, 2003; SANTOS, 2006).

A enzima B-galactosidase € usada tanto para catalisar as rea¢@es de hidrolise como
as de transgalactosilacdo, ou seja, a enzima transfere a unidade de galactose para um
aceptor que contenha um grupo hidroxila. Na hidrolise, com a 4gua atuando como aceptor,
sdo formadas glicose e galactose. Contudo, a lactose presente na solucdo pode também
servir como aceptor e, assim, sdo formados os galacto-oligossacarideos por meio da reacéo
de transgalactosilacdo (LISBOA et. al., 2012).

A Figura 2.2 mostra o esquema das duas rotas de conversdo da lactose por meio da

enzima (-galactosidase.

o0

Lactose Galactese Glicose

GOS

Figura 2.2: Rotas enzimaticas da conversdo da lactose por meio da B-galactosidase
(MARTINS e BURKERT, 2009).
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2.4. Oligossacarideos

Os oligossacarideos sdo carboidratos que contém de 2 a 10 monossacarideos,
unidos por ligacGes glicosidicas (MARTINS e BURKERT, 2009). Podem ser encontrados
como componentes naturais em muitos alimentos como frutas, vegetais, leite e mel. E
também, serem obtidos por extracdo de tecidos vegetais, por fermentacdo microbiana, por

catalise enzimatica ou por reacéo quimica (MARTINS, 2009).

Os oligossacarideos sdo muito utilizados na industria alimenticia (bebidas,
adocantes, formulagdo de leite em po infantil), na industria de racdo animal com inibicdo
de salmonela e na industria de medicamentos (cosmeéticos, produtos farmacéuticos e
produtos para diabéticos). Contudo, o principal uso dos oligossacarideos deve-se a

producdo de bifidobactérias (microbiota benéfica) no intestino (TOMAL et. al., 2010).

Na industria de alimentos, o principal interesse no uso dos oligossacarideos deve-se
as suas propriedades fisicas, e caracteristicas fisico-quimicas, podendo ser usados como
acucares de baixa cariogenicidade em confeitos, gomas de mascar, iogurtes e bebidas
(SANTQOS, 2006), enquanto as suas propriedades biolégicas e fisico-quimicas tém sido
consideradas equivalentes as das fibras dietéticas, importantes para a salde humana
(MARTINS, 2009).

Entre os oligossacarideos ndo digeriveis mais utilizados na industria alimenticia
estdo os fruto-oligossacarideos e galacto-oligossacarideos, geralmente produzidos por
transglicosilacdo enzimatica. Os oligossacarideos sdo sollveis em agua e possuem baixo
poder adocante, correspondendo a aproximadamente 0,3 a 0,6 vezes em relagdo a sacarose.
A docura dos oligossacarideos estéa relacionada com a estrutura quimica, a massa molar e

aos niveis de mono e dissacarideos presentes na mistura (LISBOA, 2008).
Alguns dos principais oligossacarideos sdo (MARTINS, 2009):

v INULINA: importante na industria de alimentos; é reserva de carboidrato em muitas
plantas dicotiledéneas e produzida via extracdo de raizes de chicoria e outros
vegetais.

v" OLIGOFRUTOSE: importante na producdo de alimentos; é formado por 2 a 4
unidades de frutose ligadas ao residuo terminal da glicose.

v GALACTO-OLIGOSSACARIDEO: formado pela transgalactosilagdo da galactose
por acdo enzimatica da B-galactosidase, a partir de substratos ricos em lactose.

v" RAFINOSE: obtida por extracdo vegetal (soja).
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v XILO-OLIGOSSACARIDEO: obtidos a partir da hidrélise parcial de polixilanos por
meio da enzima B-xilanase.
v GLICO-OLIGOSSACARIDEOS: obtidos por transglicosilacdo da glicose via o-

glicosidase.
2.4.1. Galacto-oligossacarideos (GOS)

Os galacto-oligossacarideos sdo um grupo de oligossacarideos ndo digeriveis,
compostos por moléculas de galactose ligada a lactose, formando de tri a hexassacarideos
com 2-5 unidades de galactose, resistentes as enzimas digestivas e fermentados por
bifidobactérias (SANTOS, SIMIQUELI e PASTORE, 2009).

Os galacto-oligossacarideos podem ser encontrados na natureza (leite humano,
cebola, alho, banana, soja e chicdria) ou serem sintetizados por via enzimatica ou por via
qguimica. Na sintese quimica muitas etapas de protecdo e desprotecdo das hidroxilas dos
acucares sdo envolvidas, resultando em baixo rendimento dos produtos finais. Enquanto na
sintese enzimatica geralmente poucos subprodutos sdo produzidos, evitando a necessidade
de protecdo e desprotecdo quimica, além desta reacdo apresentar baixo impacto ambiental
(MANERA, 2010).

Os GOS sdo comercializados na forma liquida ou em pd, caracterizado como uma
mistura de vérias espécies moleculares de oligossacarideos (mais que 55 %), lactose
(aproximadamente 20 %), glicose (aproximadamente 20 %) e uma pequena quantidade de
galactose (TOMAL e colaboradores, 2010).

Algumas das propriedades dos galacto-oligossacarideos sdo (TOMAL et. al., 2010):

v Producdo de &cidos graxos benéficos de cadeia curta,

v Aumento da absorcéo de calcio e magnésio,

v Eliminac&o de compostos toxicos,

v Resisténcia a hidrolise das enzimas digestivas intestinais,
v

Possuir efeitos fisiolégicos semelhantes ao das fibras dietéticas.

Os galacto-oligossacarideos podem atuar como aceptores intermediarios, formando
oligossacarideos de cadeia maior ou tornando-se substrato para a enzima, para serem
hidrolisados lentamente. Quanto maior a massa molar do oligossacarideo aceptor, menos
efetiva serd a reacdo de transgalactosilacdo, ocorrendo assim uma maior formacéo de di, tri

e tetrassacarideos em comparacdo com oligdmeros maiores. As enzimas B-galactosidases
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de Kluyveromyces produzem principalmente trissacarideos (BOON, JANSSEN, RIET,
2000).

A producdo de galacto-oligossacarideos ocorre a partir de substratos ricos em
lactose, como por exemplo, o leite, 0 soro de queijo ou uma mistura dos dois. Sabe-se que
a conversdo da lactose aumenta com o aumento da concentracdo inicial do substrato
(lactose), reduzindo assim a atividade de &gua na solucdo. Logo, a adi¢do de soro de queijo
em uma solucdo de leite utilizada como substrato para a B-galactosidase, implicaria no
aumento da concentracdo de lactose no meio, no incremento da proteina e

consequentemente na reducdo da atividade de agua (MARTINS, 2009).

Tomal e colaboradores (2010) citam alguns trabalhos que apontam a correlagao
entre a reacdo de transgalactosilacdo, a concentracdo inicial de lactose e a origem da
enzima. Apenas alguns trabalhos apresentaram sintese de GOS com mais de 40 % de
rendimento. Os trabalhos que utilizaram enzimas de leveduras em pH acima de 6,3 e
temperaturas entre 35 e 50 °C apresentaram rendimento de galacto-oligossacarideos de 13
a 31 %. Em trabalhos com enzimas de fungos com pH entre 4,5 e 6,5 e temperatura de 40 a
55 °C, a producdo de galacto-oligossacarideos foi de 17 a 32 %. E nos trabalhos com
enzimas de bactérias em pH 4,5 a 6,0 e temperatura de 60 °C, alcangcaram cerca de 60 a 64
% de GOS.

Chockchaisawasdee e colaboradores , (2005) fizeram um estudo sobre a relacdo da
concentracdo de lactose e enzima na sintese de galacto-oligossacarideos a partir de
Kluyveromyces lactis, onde concluiram que a producdo de galacto-oligossacarideos é
dependente da concentracdo de lactose, porém ndo depende da concentracdo de enzima,
logo, a maior producdo de galacto-oligossacarideos obtida em 40 °C e pH 7, e a faixa de

lactose e enzima testada, foram de 220 a 400 mg/mL e 3 a 9 U/mL, respectivamente.

A Tabela 2.2 apresenta as condigdes para a obtencao de galacto-oligossacarideos a
partir de diferentes origens da enzima (3-galactosidase, e os respectivos rendimentos de
GOS.
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Tabela 2.2: Rendimento de galacto-oligossacarideos em diferentes origens de f-
galactosidase (OTIENO, 2010).

Produtividade

Fonte Modo Condicdes reacionais (rendimento de
GOS)
- 0 o
Aspergillus oryzae Batelada (SE) 38% de Ipaﬁtzsg, 40°Ce 3204
Aspergillus  oryzae 30°C e pH 4.6,
ATCC 20423 Batelada (IE) concentracdo de lactose 26%
ndo determinada
- 0 o
Aspergillus oryzae Continuo (IE, PBR) 4,0% de IIOaljtzsg, 40°Ce 26.6%
i . 0 o
Bacillus circulans Batelada (IE) 4,56% de lactose, 40 °C 24%
epH 6,0
i . 0 o
Bacillus circulans Continuo (IE, CSTR) 4,56% deepIch'g)%e, 40 °C 40%
i . . 0 o
Bacillus singularis Batelada (IE) 30% de Islc_:it%sr;, 45°Ce 549
i . . 0 o
Bacillus singularis Continuo (IE, PBR) 10% de Islci'tasg, 45°Ce 550
Thermus  aquaticus 16% de lactose, 70 °C e 0
YT-1 Batelada (IE) oH 4.0 34,8%
Lactobacillus reuteri Batelada Né&o determinado 36%
Lactobacillus reuteri Continuo (CSTR) N&o determinado 30%
Pyrococcus furiosus 70% (m/v) de lactose, 95 0
(FA26Y) Batelada °C e pH 5.0 45%
= 0
P_enlc_lll_lum Batelada 60% (T/V) de lactose, 50 30.5%
simplicissimum CepH6,5
Kluyveromyces lactis 0
(Lactozym 3000 L Batelada 25% (T(/:Vé d(LI%céose, 40 171 %
HP G) PrLo,
Bullera  singularis 20% (m/v) de lactose, 50 0
KCTC 7534 Batelada °C e pH 5,0 50%
0
Sacgh_aropolyspora Batelada 60% (r?/v) de lactose, 70 41%
rectivirgula CepH6,0
Bifidobacterium 5a 30% (m/m) de 0
bifidum BB-12 Batelada lactose, 55 °C e pH 7,5 37,6%
Bifidobacterium 45-50% (m/m) de
bifidum NCIMB Continuo lactose, 40-45 °C e pH 43,8%
41171 6,8
Bifidobacterium . 5a30% (m/m) de 0
angulatum Batelada (agitado) lactose, 55 °C e pH 7,5 43,8%
Bifidobacterium . 5a30% (m/m) de 0
infantis Batelada (agitado) | oce 55 °C e pH 7.5 47,6%
Bifidobacterium . 5a 30% (m/m) de 0
pseudolongum Batelada (agitado) lactose, 55 °C e pH 7,5 26,8%
Bifidobacterium Batelada (agitado) 43,1%

adolescentis
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Os galacto-oligossacarideos podem ser usados nos seguintes produtos (TOMAL e
colaboradores, 2010; OTIENO, 2010 e MANERA, 2010):

v Como adocantes em leite fermentado, pées, geleias, bebidas, produtos de
confeitaria, e formulacdes de sobremesas lacteas.

v Alimentos infantis e alimentos especiais para idosos e hospitalizados,
devido a maior susceptibilidade dessas pessoas a mudancgas na microflora intestinal.
v Alimentos para diabéticos, pois o0s galacto-oligossacarideos apresentam
cerca de um terco do poder adocante da sacarose e ndo sdo caloricos.

v No péo, pois durante a fermentagdo com a levedura e o cozimento, 0 GOS
ndo € degradado, e auxilia no sabor e textura.

A Tabela 2.3 mostra os principais beneficios dos galacto-oligossacarideos, tanto na

salde humana como na producdo industrial.

Tabela 2.3: Beneficios dos galacto-oligossacarideos. Fontes: ALMEIDA e
PASTORE (2004), MANERA, (2010).

Saude Humana » Aumento da proliferacdo de bifidobactérias no trato
intestinal.

Reducdo da formacdo de metabdlitos toxicos.
Protecdo de infeccdo intestinal.

Prevencao da diarreia patogénica.

Favorecimento da absorcdo de calcio, magnésio e
fésforo presentes na dieta humana.

Reducéo dos niveis séricos de colesterol.

Reducéo da pressao arterial.

Aumento da imunidade celular (propriedades
anticarcinogénicas).

Producéo de vitaminas do complexo B.

Reducdo na producdo de substancias nocivas ao
hospedeiro (aménia e aminas, nitrosaminas, fenois e
cresois, estrogenos, acidos biliares secundarios e
agliconas).

VV VYVVV VVVYVY

Conservacdo da secrecdo de insulina no pancreas.
Maior solubilidade do que a sacarose.

N&o cristalizam.

Né&o precipitam.

Mais estdveis em condi¢cdes adversas de pH e
temperatura.

Producéo Industrial

VVVYY
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2.5. Sintese de Galacto-oligossacarideos

Alguns fatores favorecem a sintese efetiva de galacto-oligossacarideos, como a
fonte e a concentracdo da enzima, a temperatura, 0 pH e a concentracdo do substrato
(BOON, JANSSEN, RIET, 2000; LISBOA et. al., 2012). A fonte da B-galactosidase gera
grandes diferencas entre a quantidade, o grau de polimerizacdo e o tipo de galacto-
oligossacarideos formados (BOON, JANSSEN, RIET, 2000). E necessaria também a
preparagdo da enzima [-galactosidase termicamente estavel e com alta atividade de
transgalactosilagdo. Como produtos da reacdo tem-se principalmente os trissacarideos, 4’¢
6’-galactosil-lactose, alguns oligossacarideos com 4 ou mais unidades de monossacarideos,

e grande quantidade de dissacarideos transgalactosilados (TOMAL et. al., 2010).

A alta concentragdo de lactose favorece a formagcdo de GOS por
transgalactosilacdo, enquanto a baixa concentracdo favorece a reacdo de hidrolise
(MANERA, 2010; TOMAL et. al., 2010). Segundo Tomal e colaboradores (2010), apesar
das diversas pesquisas sobre a producdo de galacto-oligossacarideos, poucos trabalhos
apresentam sintese com mais de 40% de rendimento. Para a identificacdo dos GOS, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) vem se mostrando ser o método mais

eficaz.

Santos, Simiqueli e Pastore (2009) em seu trabalho sobre a producdo de galacto-
oligossacarideos pela B-galactosidase de Scopulariopsis sp, concluiram que quanto maior a
concentracdo de lactose no sistema maior sera a producdo de GOS. Ja em relagcdo a
temperatura, concluiram que a producdo de GOS € desfavorecida em elevadas

temperaturas, superiores a 45 °C.

A sintese de GOS pode utilizar tanto a lactose pura como o soro de queijo como
fonte de lactose. As proteinas e minerais podem inibir a atividade da enzima e
consequentemente, a formacao de oligossacarideos. Alguns ctions como Mg*?, Ca*?, zn*?

e Na" podem ativar ou inibir a enzima, dependendo da sua origem (TOMAL et. al., 2010).

Conforme Boon, Janssen e Ries (2000) a hidrolise da ligagédo glicosidica, constitui
uma reacdo de transgalactosilacdo, com a &gua sendo o aceptor. Porém na reagdo de
transgalactosilacdo a 4gua pode ser considerada um fator desfavordvel a sintese de GOS
guando uma grande quantidade de &gua esta presente no meio reacional. Para minimizar
esse problema, aumenta-se a concentracdo de lactose em sistemas aquosos ou conduz-se a

reacao em meios Ndo aquosos, por exemplo, a utilizacdo de micelas reversas. Chen, Wei e
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Hu (2001), obtiveram maior rendimento de galacto-oligossacarideos com o solvente
acetato de propila, enquanto a conversdo de lactose foi méxima quando utilizaram o

hexano como solvente.

A Figura 2.3 mostra o esquema da reacdo de hidrélise da lactose e de

transgalactosilacdo, com a formacéo de diferentes GOS.
2.5.1. Reacao de transgalactosilacéo

A producédo de galacto-oligossacarideos ocorre pela reacdo de transgalactosilacédo
da lactose mediada pela enzima [-galactosidase, na qual também se formam os produtos
glicose e galactose. Esta reacdo ocorre pela transferéncia do residuo de aclcar que forma a
porcdo glicona da molécula do substrato para outra molécula de lactose. Quando essa
transferéncia é feita para a 4gua, a reagdo é chamada de hidrolise. A hidrélise da lactose é a
reacdo direta enquanto a sintese de galacto-oligossacarideos € a reacdo reversa. A alta
concentracdo de lactose, temperatura elevada e baixa atividade de &gua na reacdo,
favorecem a transgalactosilacdo, enquanto a hidrélise da lactose pode ser favorecida pela
baixa concentracdo de lactose e enzima imobilizada (TOMAL et. al., 2010).

No inicio da reacdo de transgalactosilagdo ocorre uma rapida diminuicdo da
concentracdo da lactose e com o passar do tempo de reacdo, a concentracdo de GOS
diminui, enquanto a concentracdo de galactose aumenta, indicando que transgalactosilacao
¢ predominante no inicio da reacdo. A quantidade de GOS formada sofre influéncia
conforme a fonte e concentracdo da enzima, o tempo de reacdo, a temperatura e o pH do
processo, a concentracdo inicial de lactose e a presenca de inibidores ou ativadores
especificos para a enzima (MANERA, 2010).

A Figura 2.4 representa as duas etapas da reacdo de hidrélise da lactose por (-
galactosidase, onde na primeira etapa ocorre a formacgdo do complexo enzima-galactosil e
a liberacdo simultanea da glicose. J& na segunda etapa, o complexo enzima-galactosil €
transferido a um aceptor que contétm um grupo hidroxila. A [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis possui dois residuos de acido glutamico (Glu*®? e GIu®®Y), agindo
como doador de prétons e nucletfilo, respectivamente. Em solugdo diluida de lactose, a
agua é mais competitiva como aceptor que outros agucares como glicose e lactose, e a
galactose formada é liberada do sitio ativo. Entretanto, em solu¢cdo com elevada

concentracdo de lactose, a molécula de lactose tem mais possibilidade de agir como
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aceptor, se ligando com o complexo enzima-galactose para a formacdo de oligossacarideos

(LISBOA, 2008; TOMAL et. al., 2010).
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Figura 2.3: Esquema dos processos de hidrolise e transgalactosilacdo da enzima f-

galactosidase para a producéo de diferentes GOS (adaptada de Otieno, 2010).
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sitio ativo da enzima

CHoOH

HO

molécula de lactose
(galactose + ghicose)

CHoOH

aceptor

551

Figura 2.4: Mecanismo de reacdo de hidrélise e de transgalactosilacdo da lactose
pela p-galactosidase (LISBOA 2008, MANERA, 2010).

2.5.2. Hidrodlise Enzimatica da Lactose

Um dos principais problemas da utilizacdo do soro de queijo deve-se ao teor de
lactose. Logo, algumas das vantagens da hidrolise da lactose sdo: a ndo formacdo de
cristais em alguns produtos lacteos (doce de leite, leite condensado, leite concentrado
congelado, sorvetes e iogurtes) a baixas temperaturas, maior docura, melhor
digestibilidade, aumento da solubilidade, maior pressdo osmotica, menor viscosidade
(CAMPOS et. al., 2009). Dessa forma, os problemas relacionados a utilizagdo do soro de
queijo séo resolvidos, evitando assim os graves problemas ambientais provocados pelo seu
descarte (OVSEJEVI, GRAZU, VIEIRA, 1998). O principal beneficio da reducdo da
lactose é o consumo de produtos por pessoas com intolerancia, problema que atinge cerca
de 70 % da populacdo mundial (MATIOLI, MORAES, ZANIN, 2003; TREMARIN,
2007). A intolerancia a lactose consiste em uma inabilidade para digerir completamente a
lactose, que € o agucar predominante do leite, devido a auséncia ou baixa concentracdo da

enzima B-galactosidase, comumente chamada lactase, no intestino delgado.

Existem duas formas para que seja realizada a hidrolise enzimética da lactose no
leite, uma ¢é esterilizando o leite cru, e adicionando a lactase ap0s o resfriamento do leite, a
segunda maneira é pasteurizando o leite cru, e adicionando a lactase também apos o
resfriamento do leite, com a hidrélise ocorrendo no tanque de armazenamento (CAMPOS

et. al., 2009). Para a escolha do método apropriado, alguns fatores interferem, como:
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natureza do substrato, a utilizacdo do produto final, a necessidade das condic¢des sanitarias
e 0 custo do processo (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985).

A enzima [-galactosidase da levedura Kluyveromyces lactis € uma das mais
importantes utilizadas comercialmente na hidrdlise da lactose, sua faixa de pH étima fica
entre 6,9 e 7,3, e temperatura préxima a 35 °C. Campos e colaboradores (2009) estudaram
a hidrolise da lactose em baixas temperaturas, isso porque a temperatura de 4 °C é a mais
importante para a conservacdo do leite sob aspecto microbioldgico. Para isso, foram
testadas sobrecargas de enzima, aléem da enzima adicionada inicialmente, concentracGes de
enzima foram adicionadas de tempos em tempos. Assim, a porcentagem de lactose
hidrolisada foi semelhante a hidrdlise na temperatura 6tima da enzima (35 °C), em tempos
de reagdes proximos. Logo, a utilizacdo de baixas temperaturas na hidrélise da lactose
torna-se possivel devido a sobrecarga de enzima, sendo essa temperatura mais viavel para a

inddstria, pois garante a qualidade microbioldgica do leite.

Na hidrolise, a lactose se converte em uma mistura isomolecular de glicose e
galactose. Porém na pratica, dependendo das condicBes, essa mistura ndo é alcancada
porque a galactose pode polimerizar ou se unir a lactose para formar oligossacarideos
(TREMARIN, 2007). Na Tabela 2.4 apresenta-se algumas aplicagdes da lactose

hidrolisada.

Tabela 2.4: Aplicacdes e vantagens da hidrdlise enzimatica da lactose. Fonte:
MATIOLI (1991).

Aplicacdes Vantagens

Pao A lactose serve de substrato para a fermentacdo das
leveduras no processo de fabricacéo, e para a obtencgéo de
melhor qualidade da crosta e da cor.

logurte A lactose adicionada antes da fermentacdo aumenta a
docura final do produto, apresenta melhor textura, aroma,
maior digestibilidade e desenvolvimento mais rapido de
acidez com menor tempo de coagulagéo.

Queijo fresco Reducéo no tempo de coagulacao, formacéo de coagulo
mais firme e elastico, auséncia de cristalizacdo e aumento
da docura.
Queijo maturado Maior acidificagédo, desenvolvimento mais rapido do

“flavor”.
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CAPITULO IlI

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estd descrita toda a metodologia experimental utilizada e os

equipamentos analiticos empregados para atingir o objetivo deste trabalho.

3.1. Materiais

Os materiais utilizados neste trabalho foram:

v' Enzima [-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis Lactozym 2600L,

Novozymes adquirida da Sigma-Aldrich.

AN N NN

Soro de queijo em p6 fornecido pela empresa Cargil S/A.
Padrdo HPLC Supelco ALFA-LACTOSE MONOHIDRATA
Padrdao HPLC Supelco D-(+) GLICOSE

Padrdao HPLC Fluka GALACTOSE

Os demais reagentes foram de grau analitico P.A.

3.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram:

v

AN N N NN N

AN

Espectrofotémetro UV-VIS, marca SHIMADZU, modelo UV-1601PC;
pHmetro TECNAL, modelo TEC-2,;

Agitador de tubos PHOENIX AT 56;

Banho termostatico Dubnoff Tecnal TE-053;

Balanca analitica METLER AE200;

Balanga semi-analitica METTLER PM400;

Incubadora rotatoria Tecnal TE 421;

Cromatégrafo liquido de alta performance (HPLC), marca GILSON,
equipado com detector UV/VIS-152;

Coluna para CLAE SUPELCOGEL CA (9um, 30cm X 7.8mm);
Pré-coluna SUPELCOGEL CA (9um, 5cm X 4.6mm);

Reator batelada com camisa de vidro, volume de 50 mL;
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3.3. Métodos

3.3.1. Caracterizacao do soro de queijo em po

Primeiramente foi feita a caracterizacdo do soro de queijo, realizando as analises

em triplicata para umidade, cinzas, gordura, proteina e lactose.
3.3.1.1. Umidade

O teor de umidade do soro de queijo foi determinado pelo método de AOAC
(2005).

Inicialmente os béqueres foram tarados permanecendo na estufa a 105 °C por 2
horas. Em seguida, os mesmos foram colocados em dessecador até atingir a temperatura

ambiente. Apds, pesou-se cerca de 5,0 gramas da amostra no béquer previamente tarado.

A amostra foi colocada em estufa a 105 °C por 4 horas, pesou-se o béquer. Esse

procedimento foi repetido a cada 30 minutos até massa constante.

A umidade foi calculada pela equagéo (1):

Umidade (%) = (%) * 100 1)

2

m, = massa do béquer (grama)
m, = massa da amostra (grama)

ms; = massa final (béquer + amostra) (grama)

3.3.1.2. Cinzas
O teor de cinzas foi determinado pelo método AOAC (2005).

Primeiramente os cadinhos foram tarados, permanecendo na mufla por 4 horas a
temperatura de 500 °C a 550 °C.

Pesou-se cerca de 3,0 gramas da amostra de soro de queijo no cadinho previamente
tarado. Os mesmos foram levados a mufla (500-550 °C) por 4 horas ou até a obtencéo da

amostra na cor cinza claro ou branco. Os cadinhos foram resfriados em dessecador.

O teor de cinzas foi calculado pela equacéo (2):
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Cinzas (%) = (") + 100 @)

2

Onde:
m, = massa do cadinho (grama)
m, = massa da amostra (grama)

ms = massa final (cadinho + amostra)(grama)
3.3.1.3. Proteina

O teor de proteina foi determinado utilizando o método de Kjeldahl (AOAC, 2005).

O fator de conversdo utilizado foi 6,38. O esquema est4 mostrado na Figura 3.1.

Pesou-se 1,0 grama de soro de queijo em pé em papel seda e transferiu-se para o
baldo de Kjeldahl (1) (papel + amostra). Adicionou-se 25 mL de acido sulfurico e cerca de
6 gramas da mistura catalitica (dioxido de titanio anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato
de potassio anidro, na proporcdo 0,3:0,3:6). Em seguida, levou-se a solucdo para o
aquecimento na capela, até que a mesma tornou-se azul-esverdeada e livre de pontos pretos
(material ndo digerido). Apds esse ponto a solucdo permaneceu em aguecimento por mais
1 hora, resfriando posteriormente. Apdés resfriada, a solucao foi transferida para um baldo
de destilacdo (2), onde foram adicionadas 10 gotas de fenolftaleina e 1,0 grama de zinco
em pd, para ajudar a clivagem das moléculas grandes de proteina. O sistema de destilacdo
foi ligado e a extremidade inferior do condensador (3) foi mergulhado em 25 mL de &cido
borico 0,033 M, contido em Erlenmeyer (4) (500 mL) com 3 gotas do indicador vermelho
de metila. Por fim, titulou-se a solucdo de hidréxido de amo6nio com a solucdo de acido
sulfarico 0,05 M utilizando vermelho de metila.

O teor de proteina foi calculado pela equacédo (3):

Proteina Bruta (%) m/m = (V*0§4*f) )

Onde

f = fator de conversao (6,38)

P = massa da amostra (gramas)

V = volume de &cido sulfarico 0,05 M gasto na titulagdo

0,14 = massa de nitrogénio para 0,1 N.
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/2

Figura 3.1: Modelo esquematico do método de Kjeldahl para determinacgéo de

proteina.

Onde:

1 — Baldo de Kjeldahl

2 — Bal&o de destilacéo contendo a solucdo do baldo de Kjeldahl depois da digestéo
3 — Condensador

4 — Erlenmeyer com volume conhecido do acido padrédo (&cido bérico)
3.3.1.4. Gordura

A gordura (lipideos totais) presente no soro de queijo em pd foi determinada
segundo metodologia proposta por Roese-Gottieb (AOAC, 2005).

A amostra foi inicialmente tratada com hidréxido de amdnio e alcool. Com o alcool
ocorre a precipitacdo da proteina que se dissolve no hidréxido, facilitando a extracdo das

gorduras com uma mistura de éteres.

Inicialmente pesou-se entre 4 a 5 gramas do soro de queijo em p6 em um béquer e
dissolveu-se a amostra com 10 mL de agua destilada. Adicionou-se 2 mL de hidréxido de
amonio e aqueceu-se em banho-maria por 20 minutos a 60 °C, agitando a mistura. Em
seguida, a mistura foi transferida para um funil de separacdo e resfriada. Primeiramente

adicionou-se 10 mL de alcool, agitou-se a mistura e em seguida, adicionou-se 25 mL de
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éter agitando por um minuto. Posteriormente foi adicionado éter de petréleo e agitado
novamente. A mistura foi deixada em repouso até a ocorréncia da separagdo das fases. A
fase inferior foi transferida para um funil de separacdo e a fase com o éter foi transferida
para um béquer previamente tarado. Foi realizada nova extracdo da fase aquosa utilizando
15 mL de cada éter por duas vezes, juntou-se os extratos em um béquer. Lavou-se o funil
de separagdo e a tampa com partes iguais dos éteres e juntou-se novamente os extratos. Os
solventes foram completamente evaporados na capela com o auxilio de banho-maria e, 0
béquer contendo a gordura foi levado a estufa a 100 °C, resfriado posteriormente em

dessecador até massa constante.

O teor de lipideos foi calculado pela equacéo (4):

(4)

Gorduras totais (%) m/m = (100*1\’)

P

Onde,
N = massa de gordura extraida (gramas)

P = massa de amostra pesada (gramas)
3.3.1.1. Lactose

Os carboidratos foram calculados pelo método das diferencas, e a lactose pelo
método DNS (MILLER, 1959) modificado pelo Laboratorio Berkeley (acucares redutores)
(ZANIN e MORAES, 1987).

3.3.2. Determinagdo da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose medida durante a reacdo da hidrolise da lactose foi
realizada pelo método de GOD-PAD, utilizando o kit enzimético colorimétrico da
Bioliquid (TRINDER, 1969).

3.3.3. Teor de proteina da enzima

O teor de proteina da enzima B-galactosidase (LACTOZYM 2600 L (U/mL) foi
determinado pelo método colorimétrico do azul de Coomassie (BRADFORD, 1976). O
teor de proteina medido foi igual a 12,48 mg/mL de solucdo, que corresponde a uma

diluicio da enzima de 1:200.
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3.3.4. Determinacéo da atividade enzimética

A atividade enzimatica foi determinada pelo método das velocidades iniciais. A
solucéo tampéo utilizada foi a recomendada pela NOVO INDUSTRI S/A (NOVO, 1979 e
MATIOLI, MORAES e ZANIN, 2001) , que contém a mesma concentracdo dos principais
minerais encontrados no leite de vaca. Foi usado benzoato de sédio 0,5 % como
conservante. A composicdo do tampéo estd mostrada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Composicado da solucdo tampdo. Fonte: NOVO (1979); MATIOLL,
MORAES e ZANIN (2001).

Reagentes mmol/litro
Citrato de Naz . H20 2,70
Acido Citrico . H,0 7,91

K2SO4 1,03
K2HPO4 2,99
KH,PO, 10,80

KOH 19,43

MgCl; . 6H,0 4,08
CaCl, . 2H,0 5,10
NaOH 4N 10,00
NaHCO; 3,33

3.3.4.1. Método das Velocidades Iniciais

A atividade enzimatica foi determinada pelo método das velocidades iniciais em
reator batelada com agitacdo magnética (Figura 3.1) (MATIOLI, MORAES e ZANIN,
2001). As amostras eram retiradas do reator de tempo em tempo, acompanhando a
conversao de lactose em glicose e galactose, fazendo-se a regressao linear entre a glicose

produzida (umoles) e o tempo de reagdo (minutos).
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» Lactose 5% m/v

Figura 3.2: Esquema de um reator batelada.
A glicose produzida foi calculada pela equacéo (5):
GP = ([G] = [G]) 5~ (5)
g

Onde:

GP = concentracdo de glicose produzida (micromoles).

[G] = concentragdo de glicose na amostra no tempo ‘t’ (mg/mL).
[G1] = concentracdo inicial de glicose (mg/mL).

V. = volume da reagao do tempo ‘t’ (mL).

M, = massa molecular da glicose (0,18 mg de glicose/micromol).

A atividade enzimatica foi calculada a partir da equacao (6):

1) — HUmoles de glicose (6)

ATIVIDADE (U.mL~
tempo * Venzima

Onde,
Venzima = Volume da enzima.

E a atividade especifica da enzima foi calculada pelo coeficiente angular da curva
de glicose em funcéo do tempo, conforme equagéo (7):

Ae =— ()
Onde:
A, = atividade especifica (U/mg de proteina).
b, = coeficiente angular da curva de glicose em func¢do do tempo de reacéo.

P = proteina utilizada no ensaio (mg).
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A determinacdo da atividade enzimatica foi baseada na metodologia proposta por
Matioli, Moraes e Zanin (2001).

O soro de leite apresentou uma concentracdo de 58,5 % de lactose, e desejou-se

fazer uma solucédo de 5 % de lactose, conforme descrito a seguir:

Pesou-se 8,547 gramas de soro de queijo em um béquer, adicionou-se 50
mL de agua destilada e ajustou-se o pH em 6,5 com 10 ml do tampéo
especial da NOVO e ainda HCL e NaOH 4N para o ajuste final do pH.

A solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e,
completou-se o volume com &gua destilada.

Em um reator batelada foi adicionada 50 mL da solugdo de lactose 5 %
(m/v) e ajustado a temperatura a 45 °C.

Ap0s a temperatura ajustada foi adicionado 1,0 mL da solugdo da enzima na
concentracdo desejada (1:50). Apo6s 15 segundos foi retirada uma amostra
de 0,5 mL e adicionada em um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de agua
destilada. O tubo foi tampado e imerso em banho com agua fervente por 10
minutos para inativagdo da enzima. Em seguida, foi resfriado em banho-
maria com &gua a temperatura ambiente. Os tubos foram mantidos a 4 °C
até a dosagem de glucose pelo método GOD-PAD.

Novas amostras foram retiradas de 5 em 5 minutos até completar 30
minutos de incubacao.

A atividade enzimatica foi calculada pela equacéo (6).

3.34.1a. Atividade especifica em fun¢do do pH e da temperatura:

A atividade especifica foi determinada em reator batelada como descrito no item

3.3.4.2. A solucdo de lactose utilizada foi preparada a 5 % de lactose (m/v), e o teor de

proteina da enzima foi de 12,48 mg/ml de solucdo, utilizando uma diluigdo da enzima de

1:50.

A faixa de pH testada foi de 6,0, 6,5, 7,0 e 7,5 e a temperatura de 30, 35, 40, 45 e
50 °C. Para as solugdes com pH de 6,0, 6,5 e 7,0 foi utilizado uma solucdo tampao

(estogue) hidrogénio fosfato dissédico 0,1 M + &cido citrico 0,1 M, preparado pelo método
de Mcllavaine (MORITA e ASSUMPCAO, 2007). Para a solucio de pH 7,5 foi utilizado o

tampéo especial ajustado com NaOH 4 N.
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O tempo de incubagdo da enzima foi diferente para cada temperatura, retirando

amostra de 5 em 5 minutos até 30 minutos para as temperaturas de 30 a45°C e de 2 em 2

minutos até o total de 12 minutos para a temperatura de 50 °C.

O ensaio foi seguido conforme descrito a seguir (MATIOLI, MORAES e ZANIN,

2001):

Preparou-se as solu¢des tampéo em todos os pH (6,0, 6,5, 7,0 e 7,5).
Preparou-se 100 mL de solucéo de lactose 5 % (m/v) em cada pH.
Preparou-se uma solucdo enzimatica diluida 1:50.

Em um reator batelada adicionou-se 50 mL da solucdo de lactose 5 %, e
aquecido o banho até a temperatura desejada. Em seguida, adicionou-se 1,0
ml da solucdo da enzima, apos 15 segundos retirou-se 0,5 mL da amostra e
adicionou-se em tubo contendo 1 mL de agua, para ser o branco, ou seja,
correspondente ao tempo zero.

Os tubos foram imersos em banho com &gua fervente por 10 minutos e em
seguida resfriada em banho com agua a temperatura ambiente.

As amostras foram mantidas a 4 °C até dosagem de glicose.

A atividade especifica foi calculada pela equacéo (7).

3.3.4.1.h. Estabilidade térmica da enzima:

Para os testes de estabilidade térmica, seguiu-se o método descrito no item 3.3.4.2,

a solucdo de lactose 5 % (m/v) preparada a partir do soro de leite em pd. As temperaturas

de realizacéo do teste foram de 30, 35, 40, 45 e 50 °C. O pH da solucdo foi ajustado para

6,5.

O experimento seguiu as seguintes etapas (MATIOLI, MORAES e ZANIN, 2003):

Aqueceu-se 0 banho para a temperatura desejada, e o banho para a
realizacéo do teste a 45 °C.

No reator a 45 °C foi adicionado 50 mL da solugdo de substrato e esperado
cerca de 5 minutos para a estabilizacdo da temperatura.

Em um tubo de ensaio foi adicionado 9,8 mL da solugdo de lactose 5 %
(m/v) e 0,2 ml da enzima, para obter uma diluicdo de 1:50. Essa foi a

solucéo estoque, que foi incubada nas temperaturas estudadas.
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e Foi retirado 1,0 mL da solucdo contida no tubo e adicionado ao reator ja
com a solucdo de substrato, essa foi a atividade inicial da enzima.

e O tubo contendo a solucéo estoque foi incubado no banho na temperatura de
teste desejada e em seguida, foi acionado o crondémetro. Amostras de 1,0
mL foram retiradas de 40 em 40 minutos, até completar um total de 240
minutos, e a atividade foi determinada a 45 °C, como descrito no item
3.34.2.

e A atividade especifica da enzima foi calculada pela equacédo (7).

3.3.5. Sintese de Galacto-oligossacarideos

A metodologia utilizada para a sintese foi a proposta por Lisboa e colaboradores.
(2012). As reacOes de sintese enzimatica de galacto-oligossacarideos (GOS) foram
realizadas em incubadora rotatoria a 180 rpm. As temperaturas testadas foram 30, 35, 40,
45 e 50 °C. A solucdo de soro de queijo foi preparada com solucao tampdo fosfato de sodio
0,1 M (pH 6,5), nas concentragdes de 10, 20 e 30 % de lactose. O volume final da reagdo
foi de 125 mL, e a solucdo de soro de queijo completada para esse volume com a adi¢do da

enzima nas diluicdes de teste (5, 7,5 e 10 U/mL).

A sintese foi mantida por 12 horas, as amostras de 5 mL retiradas a cada 2 horas,
incluindo o tempo zero. As amostras foram inativadas a 100 °C por 5 minutos e em
seguida armazenadas em freezer até a identificacdo e quantificacdo dos agucares por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Com a sintese de GOS foi estudada a influéncia da temperatura, concentracdo da
enzima e concentracdo de lactose, na producdo de GOS, bem como a produtividade,
rendimento e conversdo méaxima de lactose. Os valores foram determinados pelas equacGes
(8), (9) e (10) (HSU, LEE e CHOU, 2007).

= Lacmicial (g-L_l)_LaCReSidu“l (g.L_l) x 100 (8)

Conversao da lactose (%
( ) Lacmiciar (9-L71)

GOoS (g.L™ Y

Rendimento (%) =
(/0) Gli+Gal+Lac+GOS (g.L™1)

%100 9)

AGOS(g.L™1)

Produtividade =
ATempo (horas)

(10)

Onde:
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Gal = concentracédo de galactose (g/L)

Gli = concentracéo de glicose (g/L)

Lac = concentracdo de lactose (g/L)

Lacinicial = lactose inicialmente presente no substrato (g/L)

Lacesiqual = lactose presente no substrato (g/L)

GOS = concentragdo de galacto-oligossacarideos (g/L)

AGOS = variacao da concentracdo de galacto-oligossacarideos (g/L)

ATempo = variacao do tempo (horas)

3.3.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os produtos obtidos foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), utilizando uma coluna SupelcogelTM Ca (300 x 7,8mm). Foi utilizada agua ultra pura
como solvente a um fluxo de 0,5 mL/min a 65 °C. Foram aplicados 20 pL das amostras e das
solucbes padroes, preparadas a 0,5 % (m/v). O método para a analise cromatografica foi adaptado
de Santos (2006). Os carboidratos foram detectados pelo indice de refracdo e identificados por

comparagdo com o tempo de retencdo dos padrdes de glicose, galactose, lactose.
3.3.6.1. Curva padrao

A curva de calibracdo foi construida utilizando os padrbes de glicose, galactose e
lactose (Sigma-Aldrich). Foram preparadas solugfes contendo os trés padrdes numa faixa

de concentragdo de 0,16 a 3 g.L™.
3.3.6.2. Amostras

A identificacdo e quantificacdo dos acucares foi realizada pela comparagdo dos
picos das amostras padrdo e o tempo de corrida. As diluicbes das amostras para a analise

cromatografica foram as mostradas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Diluicdo da solucdo para a identificagdo e quantificacdo dos agucares
no CLAE.

CONCENTRACAO DE DILUICAO
LACTOSE LACTOSE  GLICOSE/GALACTOSE/GOS
10% 1:6 (v/v) 1:3 (v/v)
20% 1:50 (v/v) 1:5 (viv)
30% 1:100 (v/v) 1:6 (m/v)

Inicialmente foi realizada a diluicdo para leitura da glicose, galactose e GOS, e em
seguida, a diluicdo para determinacdo da lactose, utilizando como solucdo inicial a amostra
ja diluida anteriormente. A Figura 3.2 mostra 0s cromatogramas de um ensaio, onde é
possivel observar que inicialmente (12 diluicdo) séo visiveis somente os picos de galacto-
oligossacarideos, galactose e glicose. Assim, ap6s a primeira corrida no cromatografo, foi
necessario realizar nova diluicdo na amostra para que o pico de lactose se tornasse visivel e
fosse possivel quantificar. Isso devido as amostras apresentarem alta concentracdo de

lactose.
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Figura 3.3: Perfil cromatografico do ensaio a 40 % de lactose, 40 °C, pH 6,5 em 6

horas de reacéo.
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CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao do soro de queijo em po

O resultado da caracterizacdo do soro de queijo em pdé (%) utilizado nos

experimentos segue na Tabela 4.1:

Tabela 4. 1: Caracterizagdo quimica do soro de queijo em pd.

Analises Valores (%0)
Umidade 2,08 % + 0,03
Cinzas 6,79 % + 0,01
Proteina 11,97 % £ 0,01
Gordura 1,48 % + 0,00
Carboidratos 77,68 % £ 0,03

Os carboidratos foram determinados pelo método da diferenca, e o teor de lactose
encontrado foi igual a 58,5 %. Os resultados condizem com o padrdo estabelecido no
Codex Alimentarius (versdo 2005), que estabelece um valor maximo de 5,0 % (m/m) para
a umidade e 9,5 % (m/m) para cinzas, valor minimo de proteina de 11,0 % (m/m) e os

valores de referéncia de 61,0 % (m/m) de lactose e 2,0 % (m/m) de gordura.
4.2. Atividade enzimatica da p-galactosidase:

A atividade de transgalactosilagio da enzima [-galactosidase comercial de

Kluyveromyces lactis (Lactozym® 2600 L) foi igual a 1663, 75 U.mL™.
4.2.1. Atividade especifica em funcéo do pH e da temperatura:

Na Tabela 4.2 mostra-se os resultados obtidos para a atividade especifica em cada
ensaio, enquanto na Figura 4.1 o comportamento da atividade especifica em funcdo do pH
e da temperatura. Os maiores valores da atividade foram encontrados em pH 6,5 com
excecdo da temperatura de 50 °C, e 0os menores resultados foram determinados em pH 7,5,
observados na temperatura de 50 °C. Em fungdo da temperatura, 0os maiores valores de

atividade ocorreram em 45 °C, alcancando a atividade maxima igual a 2,67 U/mg de
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proteina, obtida em pH 6,5 e 45 °C, coerentemente com os resultados apresentados por
Matioli, Moraes e Zanin (2001), que encontraram atividade méxima da enzima (3,12 U/mg
de proteina) em pH 6,5 na temperatura de 45 °C, os maiores valores da atividade também
foram encontrados em 45 °C. Em relacdo ao pH também houve coeréncia, visto que as
maiores atividades foram obtidas em pH 6,5. O pH étimo encontrado foi compativel
também com o apresentado por Otieno (2010), que determinou pH 6,5 como o 6timo para

essa enzima.

Jurado e colaboradores (2004) em seu estudo sobre enzimas comerciais, concluiram
que os valores Otimos de pH e temperatura para a [-galactosidase comercial de
Kluyveromyces lacti se encontram entre pH 6,5 e 7,0 e 35 e 45 °C, respectivamente.
Campello (2010) também estudou a influéncia do pH e da temperatura para a enzima p-
galactosidase comercial de Kluyveromyces lacti, encontrando pH o6timo de 6,6 e
temperatura 6tima de 45 °C, os maiores valores da atividade observados entre 37 e 45 °C,
enquanto acima de 45 °C, a atividade sofreu queda acentuada devido a desnaturagdo da
proteina. Gekas & Lopez-Leiva (1985) obtiveram pH 6timo entre 6,9 e 7,3 e temperatura

Otima 37 °C, para a mesma enzima.

Os gréficos e as equacdes das retas de todos o0s ensaio estdo apresentados no Anexo
(Capitulo VIII).

Tabela 4.2: Valores da atividade especifica da enzima B-galactosidase em funcéao

do pH e da temperatura.

Atividade especifica (U/mg de proteina)
Temperatura (°C) oH

6,0 6,5 7,0 7,5
30 1,3772 1,4101 1,0783 0,912
35 1,9155 2,0218 1,4293 1,1762
40 1,9091 2,3459 1,8970 1,4277
45 1,9292 2,6663 2,0610 1,4514
50 0,9765 0,9968 1,2377 0,8489
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Figura 4.1: Atividade especifica em funcdo do pH e da temperatura.
4.2.2. Estabilidade térmica

A Tabela 4.3 mostra os resultados obtidos para a estabilidade térmica e a Figura
4.2, mostra o gréfico do comportamento da estabilidade da enzima em funcdo da
temperatura em pH 6,5, onde observa-se que nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C a enzima
mostrou-se bem estavel durante todo o ensaio. Ja na temperatura de 45 °C a enzima perdeu
19,44 % de sua atividade apds 80 minutos a 50 °C, ap6s 40 minutos estava praticamente
inativa. Embora a maior atividade da enzima tenha sido encontrada a 45 °C, a mesma
sofreu inativacdo térmica em pouco tempo nessa temperatura, portanto sua aplicacdo em

longas reacdes deve ser realizada em temperaturas inferiores a 45 °C.

Os resultados encontrados por Matioli, Moraes e Zanin (2003), também mostraram
que apesar da atividade méaxima ser encontrada a 45 °C, a temperatura recomendada para
processos de longa duracdo é 40 °C (2,81 U/mg de proteina), por apresentar-se mais
estavel e com atividade especifica apenas 10 % menor que a 45 °C (3,12 U/mg de

proteina).
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Tabela 4.3: Resultado da estabilidade térmica, valores da atividade da enzima em
funcédo da temperatura.

Atividade especifica (U/mg de proteina)
Temperatura (°C) .
Tempo (minutos)
0 40 80 120 160 200 240
30 3,75 3,68 3,63 3,67 3,71 3,78 3,72
35 3,86 3,78 3,67 3,63 3,75 3,59 3,80
40 3,97 3,82 3,68 3,82 3,68 3,69 3,49
45 3,76 3,69 3,60 3,19 2,90 2,88 2,90
50 3,71 0,81 0,38 0,13 0,00 0,00 0,00
4,00 [; R

3,50 T ?

§ 3,00

S 250 —=T=30°C

\g 2,00 e=fe=T =35 °C

'f 1,50 T=40°C

®

jg 1,00 =@—T=45°C

% 0,50 —#—T=50°C

0,00 —h—k A
0 40 80 120 160 200 240
Tempo (minutos)

Figura 4.2: Estabilidade térmica em funcdo da temperatura em pH 6,5.
4.3. Sintese de Galacto-oligossacarideos
4.3.1. Producao de galacto-oligossacarideos (teste em pH 6,5 ¢ 7)

Testes preliminares foram realizados para determinar qual o melhor pH para a
realizacdo da sintese. Foram escolhidos dois valores de pH 6,5 e 7, pois a atividade da
enzima foi maior nesses valores. A Figura 4.3 mostra os resultados, indicando que o pH
6,5 apresentou maior concentracdo de GOS, assim, as demais reacfes foram todas

realizadas no pH 6,5.
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Figura 4. 3: Consumo da lactose e producdo de glicose, galactose e galacto-
oligossacarideos ao longo da reacdo em pH 6,5 e 7,0, temperatura de 40 °C, em diferentes
concentragdes de enzima.
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4.3.2. Producao de galacto-oligossacarideos (10, 20 e 30 % de lactose)

As Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 apresentam os perfis cinéticos dos ensaios da sintese
enzimatica de GOS a partir de solucdo de 10 %, 20 % e 30 % de lactose, respectivamente,
indicando o consumo de lactose e a producdo de glicose, galactose e galacto-

oligossacarideos.

A reacdo de transgalactosilagdo foi realizada até 12 horas. Observa-se pelas Figuras
4.4, 45 e 4.6 que no tempo inicial de reacdo ndo ha glicose, galactose e galacto-

oligossacarideos, havendo somente lactose presente no soro.

Observa-se pelas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 que conforme a concentracdo de lactose do
soro diminui, ocorre um aumento na producdo de glicose e galactose com o tempo,
contudo a concentracdo de galactose é menor que a concentracdo de glicose, pois a maior
parte dos galacto-oligossacarideos sdo formados por duas moléculas de galactose e apenas
uma de glicose (LISBOA et. al., 2012).

Tomal e colaboradores (2010) concluiram que altas concentragdes de lactose
favorecem a reacdo de transgalactosilacdo, enquanto baixas concentracfes de lactose
favorecem a hidrélise da lactose. Assim, tornam-se validos os picos de galacto-
oligossacarideos (GOS) formados no inicio da reacdo (Figura 4.4, 4.5 e 4.6), pois
primeiramente ocorre a reacdo de transgalactosilagio com a formagdo dos galacto-
oligossacarideos devido a alta concentracao de lactose, e posteriormente com a diminuigédo
da lactose, ocorre uma diminuicdo da producdo dos galacto-oligossacarideos e aumento da
concentracdo de glicose e galactose, devido a reacdo de hidrélise, que é favorecida com a
reducdo da lactose durante a reacdo. As maiores concentragdes de GOS sdo formadas
qguando grande parte da lactose ja foi hidrolisada, contudo esse fato ndo coincide com a

conversdo maxima da lactose.

A maior concentracdo de GOS foi de 71,45 g/L, com rendimento maximo de 23,82
%, obtendo 27,14 g/L de galactose, 46,13 g/L de glicose, 155,28 ¢g/L de lactose e
conversdo de lactose igual a 48,24 %, determinada nas condi¢Ges de 30% de lactose, 40 °C
e 10 U/mL de enzima, apds 6 horas de reacdo (Figura 4.6). Ou seja, a maior producéo de
GOS foi determinada na méxima concentracdo de enzima e lactose estudada. Nao foi
possivel trabalhar com a concentracdo de lactose acima de 30 %, devido a dificuldade para

sua dissolucéo.
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Martinez-Vilaluenga e colaboradores (2008) encontraram a producdo maxima de
GOS (aproximadamente 17 %) em 25 % de lactose, 40 °C e pH 6,5 em 2 horas de reagéo.
Lisboa (2008) encontrou 119 g/L de GOS, em 40 % de lactose, 40 °C, 10 U/mL e pH 7,0
em 4 horas de reacdo. Valero (2009) obteve 31 % de GOS em 50 % de lactose, 35 °C e pH
6,5. Chockchaisawasdee e colaboradores (2005) trabalhando com [-galactosidase de
Klyveromyces lactis obtiveram 99 mg/mL de GOS em 40 % de lactose, 5,8 U/mL de

enzima, 40 °C, pH 7,0 em 4 horas de reacdo.

No presente trabalho os resultados obtidos sdo coerentes com o0s encontrados na

literatura.

As Figuras 4,7, 4,8 e 4,9 mostram os resultados de rendimento, produtividade e

conversdo de lactose ao longo da reacdo de galacto-oligossacarideos.

A conversdo maxima de lactose que foi de 76,26 % ocorreu no ensaio a 10 % de
lactose, 40 °C e 10 U/mL de enzima, indicando que a hidrolise é favorecida em solugdes
com menores concentragdes de lactose (TOMAL et. al., 2010). O rendimento maximo de
GOS igual a 23,82 % foi obtido a 40 °C, 10 U/mL de enzima e 30 % de lactose. A
produtividade foi maxima nas primeiras 2 horas igual a 22,53 %, no ensaio a 20 % de
lactose, 40 °C e 5 U/mL de enzima, sofrendo continua reducdo ao longo da reacdo. Esse
comportamento ocorre devido a inibicdo da glicose e galactose na formacdo dos galacto-
oligossacarideos a partir da lactose, conforme proposto por Rustom, Foda e Lopez-Leiva
(1998). Alguns estudos obtiveram resultados semelhantes, alcancando produ¢do méaxima
de GOS no inicio da reacdo, devido a atividade de transgalactosilagdo, enquanto a
conversdo de lactose aumenta ao longo da reacdo devido a atividade hidrolitica que €

favorecida a baixas concentracdes de lactose.
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Figura 4.4: Concentracdo de lactose, glicose, galactose e GOS em func¢édo do
tempo de reacdo, com concentracao inicial de 10 % de lactose em pH 6,5, em funcéo da

temperatura e concentragdo de enzima.
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Figura 4.5: Concentracdo de lactose, glicose, galactose e GOS em funcéo do
tempo de reacdo, com concentracao inicial de 20 % de lactose em pH 6,5, em funcéo da

temperatura e concentragdo de enzima.
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Figura 4.6: Concentracdo de lactose, glicose, galactose e GOS em fungdo do
tempo de reacdo, com concentracdo inicial de 30 % de lactose em pH 6,5, em fungéo da
temperatura e concentracao de enzima.
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Lisboa e colaboradores (2012) encontraram conversdao maxima de lactose de 87,8
% no ensaio a 20 % de lactose, 10 U/mL e 40 °C. O rendimento méximo de GOS foi de
29,9 % determinado no ensaio a 40 % de lactose, 10 U/mL e 40 °C, em 4 horas de reacao
onde obtiveram também a concentragio maxima de GOS, utilizando a enzima B-
galactosidase de Kluyveromyces lactis. Almeida e Pastore (2004) obtiveram concentragéo
méaxima de GOS de 21 % em 24 horas de reacdo, utilizando a enzima [B-galactosidase de
Scopulariopsis sp, na reacédo a 40 °C, em pH 7,68 e 6 U/mL de enzima, tendo conversao de
lactose de 22 %. Chockchaisawasdee e colaboradores (2005) encontraram producao
maxima de GOS de 99 mg/mL e 25 g/L.h de produtividade com a enzima [B-galactosidase
de Kluyveromyces lactis. Manera (2010) estudou a produgdo de GOS com a enzima [-
galactosidase de Kluyveromyces marxianus e obteve concentracdo maxima de GOS de 83
g/L, rendimento de 16,5 % e produtividade igual a 27,6 g/L.h, em 3 horas de reacdo, a 50%
de lactose, 10 U/mL de enzima, 45 °C e pH 7,0 obtendo conversdo maxima de lactose de
90 %. Santos, Simiqueli e Pastore (2009) estudaram a produgdo de GOS a partir da B-
galactosidase de Scopulariopsis sp, obtendo concentracdo maxima de GOS de 80,8 g/L e
20 % de conversdo de lactose em 12 horas de reagdo a 45 °C, 10 U/mL de enzima e 40 %
de lactose. Rustom, Foda e Lopez-Leiva (1998) analisaram a producgdo de GOS usando
permeado de soro de queijo e a enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis obtendo
5,4 % de GOS, 23,5 % de rendimento e grau de hidrélise de 69,5 %, em 3,5 horas de
reacdo com 23 % de lactose, 45 °C, pH 7 e 0,1 % de enzima Lactozym 3000L. Foda e
Lopez-Leiva (2000), obtiveram 6,2 % de GOS e 31 % de rendimento em 4 horas de reagéo
utilizando a enzima Kluyveromyces lactis (Maxilact® 2000L) com aumento do grau de
hidrolise de 87% para 92,9 % com a diminuicdo da concentracdo de lactose inicial de 20
para 14 %.

Os resultados encontrados no presente trabalho estdo coerentes com o encontrado
na literatura. A conversdao maxima de lactose foi determinada na menor concentracdo de
lactose trabalhada, enquanto a concentracdo de galacto-oligossacarideos e 0 Sseu
rendimento foram determinados na maxima concentragdo de lactose trabalhada nessa

pesquisa.
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Figura 4.7: Resultados de rendimento e produtividade de GOS e conversdo de
lactose para os ensaios a 10 % de lactose inicial, pH 6,5 em funcdo da temperatura e
concentracédo de enzima.
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Figura 4.8: Resultados de rendimento e produtividade de GOS e conversao de

lactose para os ensaios a 20 % de lactose inicial, pH 6,5 em funcdo da temperatura e

concentracdo de enzima.
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Figura 4.9: Resultados de rendimento e produtividade de GOS e conversdo de
lactose para os ensaios a 30 % de lactose inicial, pH 6,5 em fungdo da temperatura e

concentragéo de enzima.
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Figura 4.10: Formacdo de galacto-oligossacarideos versus conversao de lactose nas

diferentes temperaturas, concentracdes de enzima e de lactose, no pH 6,5.
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A méaxima concentracdo de galacto-oligossacarideos foi obtida em
aproximadamente 50 % de conversdo de lactose, resultado semelhante ao encontrado por
Colinas e colaboradores (2013). A Figura 4.10 mostra que quanto maior a concentracdo de
lactose maior ser& o rendimento de galacto-oligossacarideos. O aumento de 10 % para 30
% de lactose, aumentou a concentracdo de lactose de aproximadamente 25 g/L para 80 g/L.

Contudo, altas concentracdes geram um custo alto de producao.
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CAPITULO V

CONCLUSOES

Os principais resultados e conclusdes observados nesse trabalho séo apresentados a

A enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis Lactozym® 2600L apresentou
atividade de transgalactosilacdo igual a 1663,75 U.mL™.

A atividade enzimética 6tima em fungdo do pH e da temperatura, para a enzima
comercial B-galactosidase Kluyveromyces lactis ocorreu em pH 6,5 e temperatura
de 45 °C, tendo alcancado 2,67 U/mg de proteina.

O ensaio da estabilidade térmica da enzima mostrou que a mesma € mais estavel
em temperaturas inferiores a 45 °C. Portanto, o uso em reacdes de longa duragdo
deve ser realizado a 40 °C, pois nessa temperatura a atividade é 2,35 U/mg de
proteina, aproximadamente 12 % menor que a 45 °C.

A concentracdo maxima de GOS foi de 71,45 g/L e seu rendimento maximo de
23,82 %, foi obtido em 6 horas de reagdo a 40 °C, 40 % de lactose e 10 U/mL de
enzima, o grau de conversdo de lactose foi de 48,24 % e o produto gerado
composto de 27,14 g/L de galactose, 46,13 g/L de glicose e 155,28 g/L de lactose,
além de GOS.

Portanto, foi possivel concluir que a enzima B-galactosidase é capaz de hidrolisar a
lactose presente no soro de queijo em glicose e galactose, em baixas concentracdes
de lactose (10 %), e produzir galacto-oligossacarideos pela da reacdo de
transgalactosilagdo que e favorecida em altas concentragdes de lactose.

Logo, a utilizagdo dessa enzima torna-se uma alternativa para o reaproveitamento
do soro de queijo, servindo de matéria-prima para a fabricacdo de produtos com

baixo teor de lactose.
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CAPITULO VI

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Nesse trabalho ndo foram englobadas todas as possibilidades de pesquisa,

sugerindo-se para a continuidade do trabalho:

> Estudar a reacdo de transgalactosilacdo e a hidrolise da lactose em sistemas
continuos.

> Estudar a reacdo de transgalactosilacéo e a hidrdlise da lactose com enzima
imobilizada.

> Estudar a reacdo de transgalactosilacdo e a hidrolise da lactose em
diferentes valores de pH, temperatura, concentracdo de enzima e

concentracdo de lactose.
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CAPITULO VIII

ANEXO

Neste capitulo mostram-se os resultados dos ensaios da atividade enziméatica em
funcdo do pH e da temperatura, e da estabilidade térmica da enzima. Estdo representadas
aqui as curvas de concentracdo de glicose em funcdo do tempo de reacdo, junto com as

equac0es ajustadas para os diferentes valores de pH e temperatura.

8.1. Gréficos e equacdes da influéncia do pH e da temperatura na atividade
enzimatica.
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Figura 8. 1: Concentracao da glicose em fungdo do tempo de reacdo em solugéo

de lactose 5 % e pH 6,0, em diferentes temperaturas.
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Figura 8. 2: Concentracdo da glicose em fungéo do tempo de reagdo em solucéo

de lactose 5 % e pH 6,5, em diferentes temperaturas.
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Figura 8. 3: Concentracdo da glicose em fungdo do tempo de reacdo em solugéo

de lactose 5 % e pH 7,0, em diferentes temperaturas.
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Figura 8. 4: Concentracdo da glicose em funcdo do tempo de reacdo em solucéo

de lactose 5 % e pH 7,5, em diferentes temperaturas.
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8.2. Graficos do ensaio de estabilidade térmica (lactose 5 % e pH 6,5).
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Figura 8. 5: Concentracdo da glicose em fungéo do tempo de reacdo em solugéo de
lactose 5 % na temperatura de 30 °C.
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Figura 8. 6: Concentracdo da glicose em fungéo do tempo de reacdo em solucdo de

lactose 5 % na temperatura de 35 °C.
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Figura 8. 7: Concentracdo da glicose em fungéo do tempo de reacdo em solucgéo de

lactose 5 %

na temperatura de 40 °C.
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Figura 8. 8: Concentracdo da glicose em fungédo do tempo de reacdo em solugéo de

lactose 5 % na temperatura de 45 °C.



Capitulo VIII: Anexo 64

R?=0,9922 10,00 y=0,8799x + 1,1223

1400 30

) Q

g 1200 8 25

% 1000 )

S 7 800 2 g%

o2 © 315

8, 2 600 6,

£ 2 400 y = 46,733x + 28,794 £ 210 y =1,5987x +0,8714

P S :

§ 0 § 0 ® 120 minutos
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

o 300 o 3500

g 250 § 3000

=) ® 25,00

= 200 S Z 20,00

9 5 150 o35

S £ ‘S £ 15,00

& § 100 { =7,9814x + 13,051 s 35

= €

] [+}]

(8] (8]

c c

o o

(&] o

>0 © 40 minutos 5,00 R?=0,9872
0 & 0,00 # 160 minutos
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (minutos) Tempo (minutos)
80
2
e
= 60
[
o] w
o %40
!a E
g =2 y =2,1565x + 2,7359
20 R? = 0,9931
b @ 80 minutos
S 0
o

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (minutos)

Figura 8. 9: Concentracdo da glicose em fungéo do tempo de reacdo em solugéo de

lactose 5 % na temperatura de 50 °C.



