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1. Introducio

s oligossacarideos sao
acucares encontrados
naturalmente em
muitos alimentos como
frutas, vegetais, leite e
mel. Alguns destes nio apresentam s6
a funcio nutricional ou de adocante,
mas também exibem atividade
fisiologica, sendo assim denominados
de alimentos funcionais (Nakano,
1998). Eles melhoram a qualidade dos
alimentos, promovendo uma
modificacdo no “flavor”, nas
caracteristicas fisico-quimicas
apresentam propriedades benéficas
para a saude do consumidor
(Crittenden e Playne, 1990).
Nos Gltimos anos o interesse e
consumo de oligossacarideos tém
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 (Taniguchi, 2004).
Os acucares dos alimentos sdo
determinantes para a composicao da
microflora intestinal (Sako et al.,
1999). Os carboidratos que participam
da dieta podem ser classificados com
base nas propriedades fisiologicas de
digeriveis ou nio-digeriveis, havendo
trés principais tipos de carboidratos
nio-digeriveis: os polissacarideos nio-
amidicos, os amidos resistentes e os
oligossacarideos nao-digeriveis
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(Voragen, 1998), estando neste grupo
incluidos os galactooligossacarideos
(GOS).

Os GOS apresentam configuragio
[ e as enzimas digestivas gastrointes-
tinais humanas sdo principalmente
especificas para ligacdes a, sendo
entao resistentes a digestdo e absor¢iao
no intestino atingindo o célon, onde
sio fermentados, promovendo um
aumento das bifidobactérias (Sako,
1999) e redugao das bactérias deteri-
oradoras, consequentemente ocasio-
nando efeitos benéficos para a satde
humana com a reducao de metabdli-
tos toxicos (Modler, 1994; Tomomat-
su, 1994). A ingestao de GOS aumen-
ta a mineralizagdo 6ssea e a resistén-
cia contra fraturas, devido a estimu-
lacao da absorgio de cilcio (Brouns e
Vermmer, 2000). Ainda sao usados em
confeitos, gomas de mascar, iogurtes
e bebidas como aguicares de baixa
cariogenicidade, pois nio sio me-
tabolizados pela microflora bucal para
formar dcidos e poliglucanas.

A formagio de GOS a partir da
lactose € influenciada por diversos
fatores como a fonte e concentracio
da enzima, pH, temperatura e
concentra¢ao do substrato (Mahoney,
1998; Rustom et al., 1998). Quanto
mais lactose houver no sistema maior
serd a produgio de GOS (Lépez-Leiva
e Gusman, 1995; Albayrak e Yang,
2002; Roy et al., 2002). Os GOS sio
compostos de lactose e unidades de
galactose, produzidos comercialmente
por reac¢io enzimatica onde residuos
de galactose sao ligados na lactose
(Zaraté e Lopez-Leiva, 1990).

Para se estudar os efeitos dos
fatores por andlise univaridvel, além
de necessitar de um grande ndmero



Tabela 1 — Fatores e niveis estudados no planejamento experimental

fatorial de 2 niveis

Fatores

-1,68
Enzimm
U/ 2,64
pH 4,32

Temperatura
0 31,6

Tabela 2 —Matriz dos experimentos para planejamento experimental fatorial de

-1

4

35

Niveis

0 +1
6 8
6 7
40 45

+1,68
9,36
7,68

48,4

dois niveis e a porcentagem de drea de 4’gal-lactose formados

Ensaios Enzima

1 =1
2 +1
3 -1
4 +1
5 -1
6 +1
7 -1
8 +1
9 -1,68
10 +1,68
11 0
12 0
13 0
14 0
15 0
16 0
17 0

pH
-1
-1
I
+1

Temperatura

4’gal-lactose (%)
20,13
1881
20,25
20,92
1833
16,37
20,30
19,45
20,56
18,20
17,85
21,00
20,45
17,85
19,36
19,19
19,31

H,C-OH

Figura 1 —Estrutura do galactooligossacarideo 4’galactosil lactose

de experimentos a avaliacdo s6 pode
ser feita individualmente, onde um fa-
tor € fixado num valor e varia-se o
outro até descobrir o valor que produz
o maior rendimento, sem se levar em
conta que ocorre interagdo entre as
varidveis (Barros Neto et al., 1995).
Utilizando-se da metodologia de su-
perficie de resposta pode-se obter
como resultado a interacio dos fator-
es e uma faixa de melhor atuacao.

2. Materiais e métodos

A enzima 3-galactosidase foi sin-
tetizada pelo fungo Scopulariopsissp
isolado por Pastore e Park (1979). O
microrganismo foi produzido por fer-
mentacao semi-solida, cultivado em
farelo de trigo e 4gua na propor¢io
de 1:1 (p/v). Em frasco erlenmeyer
de 500 mL contendo 20g de substra-
to, foi adicionada uma suspensao de
esporos (10° esporos/mL) e incubado
a 30°C por 7 dias. Ap6s o crescimento
foi adicionada dgua destilada e o meio
triturado com bastao de vidro para lib-
eraclo da enzima, obtendo-se ap6s fil-
tracdo o extrato enzimdtico, que foi
tratado com sulfato de amonio a 80%.
O precipitado obtido (enzima bruta)
foi dialisado contra 4gua, centrifugado
e liofilizado.

A atividade da B-galactosidase (EC
3.2.1.23 B-galactosideo galactohidro-
lase) foi determinada usando o-nitro-
fenil-3-D-galactopiranosideo (ONPG)
como substrato. O meio de reacao
constou de 1,55 mL de ONPG 0,25%
em tampao acetato de sédio 0,1M a
pH 5,0; 0,15 mL de solu¢io enzimati-
ca, sendo a mistura incubada a 60°C
por 15 minutos, a reac¢do foi paralisa-
da com 0,15 mL de carbonato de s6-
dio a 10%. Para analisar o produto da
reagio foi utilizado espectrofotdmetro
e a absorbincia medida a 420 nm,
contra branco. Uma unidade de ativ-
idade de B-galactosidase foi definida
como a quantidade de enzima que lib-
era 1pmol de o-nitrofenol por minuto
em 1 mL, nas condi¢des de ensaio.

O sistema de reag¢do para a
producio de galactooligossacarideos
consistiu na mistura da enzima [3-ga-
lactosidase com solucio de lactose a
40% (p/v), preparada em tampdes
com valores de pH preestabelecidos.
Foi utilizado um planejamento fatorial
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Figura 2 —Efeito do pH e da temperatura na produc¢io de 4’gal-lactose, utilizando

6U/mlL de B-galactosidase

454

45

B 16,631
B 17,022
[ RERRE
I 17,804
118,194
[ 18,585
O 18,976 35
W 19,367
Il 19,758
B 20,149
Bl zhove

40

Temperatura &C)

316
2,64 4

&

heta-galactosidase (LUmL)
Figura 3 — Efeito da temperatura e da concentracido de B-galactosidase na
producido de 4’gal-lactose em pH 6,0

g

completo 2°, os niveis de estudo estio
apresentados na tabela 1. Foram
analisadas as varidveis independentes:
pH, temperatura e concentragao de
enzima, e a varidvel dependente:
sintese do galactoligossacarideo
4’galactosil-lactose (Figura 1). Apés 24
horas o experimento foi interrompido
pela inativa¢io da enzima em banho
fervente por 10 minutos e os produtos
foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (cromatégrafo
Waters) com coluna Supelcogel™ Ca
(300x7,8mm), tendo como fase mével
a dgua com fluxo de 0,5 mL/min a
80°C e detectados por indice de
refracio. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada através do soft-
ware STATISTICA utilizando Experi-
mental design.

3. Resultados e discussio

Os resultados da andlise
correspondentes ao planejamento
fatorial de dois niveis sio apresentados
na tabela 2, toda a andlise foi realizada
com os valores das varidveis
dependentes codificados. A resposta
considerada foi a porcentagem de
drea do galactooligossacarideo
4’galactosil-lactose (4’gal-lactose). As
varidveis pH, temperatura e
concentracio de enzima e suas
interacoes foram significativas a nivel
de 10%.

Conforme demonstrado na tabela
3, o efeito da concentracio de enzima,

9,36 do nivel —1 para +1, foi negativo,

Tabela 3 — Efeito da concentra¢io da enzima, pH e temperatura na sintese de

galactooligossacarideos

Efeitos

Meédia 19,374

(D Enzinma (1) - 0,990
(2 pH (L) 1,695
> Terggerauna 1,290
MDe® 0,900

D e -0,665

@ e®> 0,580
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Erro puro
0,056
0,133
0,133

0,133

0,133
0,133
0,133

t(2)
340,407
-7,416
12,698

- 9,664

6,742
4,082
4,345

P
0,000009
0,017697
0,006144

0,010538

0,021296
0,038007
0,049095

indicando que 4U/mL (-1) de enzima
apresentou melhor produgio de 4’gal-
lactose do que 8U/mL (+1), o que
pode ser comprovado analisando as
figuras 3 e 4, onde se observa a
tendéncia de aumentar a sintese de
galactooligossacarideos com a
diminuicdo da concentragcio de
enzima.

O efeito do pH, quando houve
aumento do nivel -1 para +1, foi
positivo, assim na faixa estudada o
valor de pH 7,0 foi melhor, para a
sintese do galactooligossacarideo, que
o valor de pH 5,0, havendo uma
tendéncia de se trabalhar com valores
de pH menos 4cidos (figuras 2 e 4).

Quando analisada a variagdo da
temperatura o efeito foi negativo
indicando que a temperatura no nivel



Tabela 4 - Andlise de varidncia (ANOVA) para formacio de 4’gal-lactose

g | e
Regresdio 25,115 6
Resicluo 0413 10
Pl s 0,343 8
Eropuro 0,071 2
Total 25,528 16

mais baixo (35°C) foi mais adequada
para o sistema, e em temperaturas
mais altas a tendéncia é diminuir a
producio de 4’gal-lactose (figuras 2 e
3).0 modelo matemdtico obtido
através da andlise estatistica é
apresentado na equagio abaixo com
R* = 0,9838, onde x = enzima, x, =
pH e x, = temperatura:

Producio de 4’gallactose =
19,354 — 0,580, + 0,884x, — 0,698x, +
0,45x X, - 0,332x X,

Conforme a tabela 4, a andlise de
varidncia demonstra que o modelo é
preditivo e estatisticamente significa-
tivo com a relacio Fcal/Ftab de 41,19;
p<0,1.

As condigdes estudadas para
producio de GOS se mostram bastante
promissoras, pelo perfil cromatografi-
co das amostras obtidas do planeja-
mento experimental (nao mostrado)
pode-se observar que varios galactoo-
ligossacarideos siao sintetizados,
provavelmente tetrassacarideos e acu-
cares maiores, porém so6 foi identifi-
cado o trissacarideo 4’gal-lactose. Ape-
sar de nio haver grandes variacdes nas
respostas do planejamento em relacio

a sintese de 4’gal-lactose, o ensaio 12 [l 15,114 B
da tabela 5.2 apresentou maior Il 16,520
produgio de GOS, sendo obtido 21% Bl 17,125

Média Fcal/Ftab
quadratica T cal  Ftab
4185 101,33 246 41,19
0,0413

num com 20% de lactose por 24 horas.
Shin e colaboradores (1998)
produziram 160 mg/mL de GOS
utilizando [3-galactosidase de Bullera
singularis.

Roy e colaboradores (2002)
estudaram a otimizacao de GOS com
B-galactosidase de Bifidobacterium
infantis utilizando a metodologia de
superficie de resposta, as varidveis
independentes foram: concentracio de
células, concentracio de lactose,
tempo de reagio e temperatura; os
valores 6timos encontrados estavam
préximos 4 drea associada com 40%
(p/v) de lactose, 2.10° ufc/mlL, 50°C
e 6 horas de reac¢do, obtendo 16% de
galactooligossacarideos. O valor de
40% de lactose foi a maior
concentracao utilizada pelos autores,
confirmando a tendéncia de que
quanto mais lactose houver no meio
mais GOS serio sintetizados (Burvall
et al., 1979; Lopez-Leiva e Gusman,
1995; Albayrak e Yang, 2002).

763

= 17,631
18,137

118,643
Onishi e Tanaka (1995) gy 19148 i

obtiveram 78mg/mL de GOS a partir Bl 19,655
de 25% de lactose e apds 24 horas de Il 20,160
reacao utilizando B-galactosidase de I 20,566
Sterigmatomyces elviae. Em 1997, B above
estes mesmos autores produziram
72mg/mL de GOS ap6s incubagio da
B-galactosidase de Sirobasidium mag-

de 4’gal-lactose que equivale a 84 mg/
mlL.

437
2,64 4

producio de 4’gal-lactose a 40°C

O trissacarideo 4’galactosil-lac-
tose foi preferencialmente formado
pela B-galactosidase de Sporobolomy-
ces singularis (Gorin et al., 1964) e
Sterigmatomyces elviae (Onishi et. al.,
1995). Outros trissacarideos como
6’gal-lactose foram sintetizados por -
galactosidase de Aspergillus oryzae
(TOBA et al., 1985) e Trichoderma
barzianum (PRAKASH et al., 1987),
e 3'gal-lactose por Streptococcus ther-
mophilus (PERRIN et al., 2000). Em
toda a literatura consultada verificou-
se que na reacio de transgalactosilacio
catalisada pela 3-galactosidase, ocor-
reu maior formacao de trissacarideos.
De acordo com Berger e colaborad-
ores (1995) isto provavelmente ocorre
porque os trissacarideos sdo os pre-
cursores para a sintese dos tetrassac-
arideos. A alta producio de 4’gal-lac-
tose [O-B-D-Gal-(1-4)-B-D-Gal-(1-4)-
D-Glc] é de grande interesse porque
este tem sido considerado um efetivo
promotor de crescimento de bifido-
bactérias (TANAKA et al., 1983; OHT-
SUOKA et al., 1989).

4. Referéncias Bibliograficas

Albayrak,N.; Yang, S.T. Production of
galacto-oligosccharides from lac-
tose by Aspergillus oryzae beta-
galactoside immobilized on cotton
cloth. Biotechnology and Bio-
engineering. v. 77, n. 1, p.8-19,
2002.

B g8

heta-galactosidase (LimL)

Figura 4 — Efeito do pH e da concentracio de B-galactosidase na

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento n.32 - janeiro/junbo 2004

13



BarrosNeto, B.; Scarminio, I. S.; Bruns
R. E. Planejamento e otimiza-
caode experimentos. 2 ed. Cam-
pinas, SP: Editorada Unicamp, 1995,
299p.

Berger, ].L.; Lee, B.H.; Lacroix, C. Oli-
gosaccharides synthesis by free
and immobilized [3-galactosidases
from Thermus aquaticus YT-1.
Biotechnology Letters. v.17, n.
10, p.1077-1080, 1995.

Brouns, F.; Vermeer, C. Functional food
ingredients for reducing the risks
of osteoporosis. Trends in Food
Science & Technology.v. 11, p.
22-33, 2000.

Burvall, A.; Asp, N.G.; Dahlqyvist, A.
Oligosaccharide formation during
hydrolysis of lactose with Saccha-
romyceslactislactase (Maxilat™) —
Part 1. Food Chemistry.v.4, p. 243-
250, 1979.

Crittenden, R.G.; Playne, M.J. Producti-
on, properties and apllications of
food-grade oligosaccharides. Tren-
ds in Food Science & Techno-
logy. v.7, n.11, p.353-361, 1996.

Gorin, P.A.J.; Spencer, J.F.T.; Phaff, H.].
The structures of galactosyl-lacto-
se and galactobiosyl-lactose pro-
duced from lactose by Sporobo-
lomyces singularis. Canadian
Journal of Chemistry. v. 42,
1964.

Lopez-Leiva, M.; Guzman, M. Formati-
on of oligosaccharides during en-
zymic hydrolysis of milk whey
permeates. Process Biochemis-
try. v. 30, n. 8, p. 757-762, 1995.

Mahoney, R. R. Galactosyl-oligosac-
charide formation during lactose
hydrolysis: a review. Food Che-
mistry. v. 63, n. 2 p. 147-154,
1998.

Modler, H.W. Bifidogenicfactors —Sour-
ces, metabolismand applications.
International Dairy Journal. v.
4, p. 383-407, 1994.

Nakano, H. Recente japanese deve-
lopmentin the enzymatic pro-

duction and application of oli-
gosaccharides; apresentado no
Seminar on enzyme and bacterial
technology, 1998, Campinas. Ja-
pan International Cooperation
Agency, [s.d.].

Ohtsuoka, K.; Benno, Y.; Endo, K;
Ueda, H.; Ozawa, O.; Uchida, T.;
Mitsuoka, T. Effects of 4’galac-
tosyl-lactose intake on human fe-
cal flora. Bifidus. v. 2, p. 143-149,
1989.

Onishi, N.; Tanaka, T. Purificationand
properties of a novel thermostable
galacto-oligosaccharide producing
B-galctosidases from  Sterigma-
tomyceselviaeCBS8119. Applied
and Environmental Microbio-
logy. v. 61, n.11, p.4026-4030,
1995.

Onishi, N.; Tanaka, T. Purificationand
characterization of galacto-oligo-
saccharide-producing 3-galactosi-
dase from Sirobasidium magnum.
Letters in Applied Microbiolo-
gy. v. 24, p. 82-806, 1997.

Pastore, G.M.; Park, Y .K. Screening of
high b-galactosidase-producing
fungiand characterizing the hidro-
lysis properties of a selected strain.
Journal of Food Science. v. 44,
p. 1577-1579, 1979.

Perrin, V.; Fenet, B.; Praly, J.; Lecroix,
F.; Dung Ta, C. Identification and
synthesis of trisaccharides produ-
ced from lactose by transgalac-
tosylation. Carbohydrate Rese-
arch. v. 325, p. 202-210, 2000.

Prakash, S.; Suyama, K.; Itoh, T.; Ada-
chi. S. Oligosaccharide formation
by Trichoderma bharzianuminlac-
tose containig medium. Biotech-
nology Letters. v. 9, n.4, p.249-
252, 1987.

Roy, D.; Daoudi, L.; Azaola, A. Optimi-
zation of galacto-oligosaccharide
production by Bifidobacterium
infantisRW-8120 using response
surface methodology. Journal of
Industrial Microbiology and
Biotechnology. v. 29, n. 5, p.
281-285, 2002.

14  Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento n.32 - janeiro/junbo 2004

Rustom, .Y .S.; Foda, M. I.; Lopez-Lei-
va, M. H. Formation of oligosac-
charides from whey UF-permeate
by enzymatic hydrolysis —analysis
of factors. Food Chemistry. v. 62,
n. 2. p. 141-147, 1998.

Sako, T.; Matsumoto. K.; Tanaka, R.
Recent progress on research and
applications of non-digestible ga-
lacto-oligosacharides. Internatio-
nal Dairy Journal. v.9, p.69-80,
1999.

Shin, H.; Park, J.; Yang, J. Continuous
production of galacto-oligosaccha-
rides from lactose by Bullera sin-
gularis B-galactosidase immobili-
zed in chitosan beads. Process
Biochemistry. v. 33, n.8, p.787-
792, 1998.

Tanaka, R.; Takayama, H.; Morotomi,
M.; Kuroshima, T.; Ueyama, S.;
Matsumoto, K.; Kuroda, A.; Mutai,
M. Effects of administration of TOS
and Bifidobacterium breve 4000
on the human fecal flora. Bifido-
bacteriaMicroflora.v.2,n. 1, p.
17-24, 1983.

Taniguchi, H. Carbohydrate Research
and Industry in Japanand the Japa-
nese Society of Applied Glycosci-
ence. Starch. v. 50, p. 1-5, 2004.

Toba, T.; Yokota, A. E.; Adachi, S.
Oligosaccharide structures formed
during the hydrolysis of lactose by
Aspergillus oryzae [-galactosida-
se. Food Chemistry. v. 10, p.
147-162, 1985.

Tomomatsu, H. Health effects of oli-
gosaccharides. Food Technolo-
gy. v.48, n. 10, p.61-65, 1994.

Voragen, A.G J. Technological aspects
of functional food-related carbo-
hydrates. Trends in Food Scien-
ce & Technology. v.9, p. 328-
335, 1998.

Zaraté S.; Lopez-Leiva, M. H. Oligosac-
charide formation during enzyma-
tic lactose hydrolysis: a literature
review. J. Food Prot. v. 53, p.
262-268, 1990.



