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Produção de galactooligossacarídeos por β-galactosidase utilizando metodologia de superfície de resposta

1. Introdução

s oligossacarídeos são
açúcares encontrados
naturalmente em
muitos alimentos como
frutas, vegetais, leite e

mel. Alguns destes não apresentam só
a função nutricional ou de adoçante,
mas também exibem atividade
fisiológica, sendo assim denominados
de alimentos funcionais (Nakano,
1998). Eles melhoram a qualidade dos
alimentos, promovendo uma
modificação no “flavor”, nas
características físico-químicas
apresentam propriedades benéficas
para a saúde do consumidor
(Crittenden e Playne, 1996).

Nos últimos anos o interesse e
consumo de oligossacarídeos têm
crescido muito, particularmente no
Japão e Europa. Em 1991 o governo
japonês criou o termo FOSHU (food
for specified health use) para os
alimentos funcionais. Em 1996 havia
58 alimentos listados, e entre estes 34
incorporavam oligossacarídeos
(Crittenden e Playne, 1996), em 2003
foram mais de 300 alimentos relatados
como FOSHU, sendo que 30% destes
apresentavam oligossacarídeos em
sua formulação (Taniguchi, 2004).

Os açúcares dos alimentos são
determinantes para a composição da
microflora intestinal (Sako et al.,
1999). Os carboidratos que participam
da dieta podem ser classificados com
base nas propriedades fisiológicas de
digeríveis ou não-digeríveis, havendo
três principais tipos de carboidratos
não-digeríveis: os polissacarídeos não-
amídicos, os amidos resistentes e os
oligossacarídeos não-digeríveis

(Voragen, 1998), estando neste grupo
incluídos os galactooligossacarídeos
(GOS).

Os GOS apresentam configuração
β e as enzimas digestivas gastrointes-
tinais humanas são principalmente
específicas para ligações α, sendo
então resistentes à digestão e absorção
no intestino atingindo o cólon, onde
são fermentados, promovendo um
aumento das bifidobactérias (Sako,
1999) e redução das bactérias deteri-
oradoras, consequentemente ocasio-
nando efeitos benéficos para a saúde
humana com a redução de metabóli-
tos tóxicos (Modler, 1994; Tomomat-
su, 1994). A ingestão de GOS aumen-
ta a mineralização óssea e a resistên-
cia contra fraturas, devido à estimu-
lação da absorção de cálcio (Brouns e
Vermmer, 2000). Ainda são usados em
confeitos, gomas de mascar, iogurtes
e bebidas como açúcares de baixa
cariogenicidade, pois não são   me-
tabolizados pela microflora bucal para
formar ácidos e poliglucanas.

A formação de GOS a partir da
lactose é influenciada por diversos
fatores como a fonte e concentração
da enzima, pH,  temperatura e
concentração do substrato (Mahoney,
1998; Rustom et al., 1998). Quanto
mais lactose houver no sistema maior
será a produção de GOS (López-Leiva
e Gusman, 1995; Albayrak e Yang,
2002; Roy et al., 2002). Os GOS são
compostos de lactose e unidades de
galactose, produzidos comercialmente
por reação enzimática onde resíduos
de galactose são ligados na lactose
(Zaraté e López-Leiva, 1990).

  Para se estudar os efeitos dos
fatores por análise univariável, além
de necessitar de um grande número
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de experimentos a avaliação só pode
ser feita individualmente, onde um fa-
tor é fixado num valor e varia-se o
outro até descobrir o valor que produz
o maior rendimento, sem se levar em
conta que ocorre interação entre as
variáveis (Barros Neto et al., 1995).
Utilizando-se da metodologia de su-
perfície de resposta pode-se obter
como resultado a interação dos fator-
es e uma faixa de melhor atuação.

2. Materiais e métodos

A enzima β-galactosidase foi sin-
tetizada pelo fungo Scopulariopsis sp
isolado por Pastore e Park (1979). O
microrganismo foi produzido por fer-
mentação semi-sólida, cultivado em
farelo de trigo e água na proporção
de 1:1 (p/v). Em frasco erlenmeyer
de 500 mL contendo 20g de substra-
to, foi adicionada uma suspensão de
esporos (108 esporos/mL) e incubado
a 30ºC por 7 dias. Após o crescimento
foi adicionada água destilada e o meio
triturado com bastão de vidro para lib-
eração da enzima, obtendo-se após fil-
tração o extrato enzimático, que foi
tratado com sulfato de amônio a 80%.
O precipitado obtido (enzima bruta)
foi dialisado contra água, centrifugado
e liofilizado.

A atividade da β-galactosidase (EC
3.2.1.23 β-galactosídeo galactohidro-
lase) foi determinada usando o-nitro-
fenil-β-D-galactopiranosídeo (ONPG)
como substrato. O meio de reação
constou de 1,55 mL de ONPG 0,25%
em tampão acetato de sódio 0,1M a
pH 5,0; 0,15 mL de solução enzimáti-
ca, sendo a mistura incubada a 60ºC
por 15 minutos, a reação foi paralisa-
da com 0,15 mL de carbonato de só-
dio a 10%. Para analisar o produto da
reação foi utilizado espectrofotômetro
e a absorbância medida a 420 nm,
contra branco. Uma unidade de ativ-
idade de β-galactosidase foi definida
como a quantidade de enzima que lib-
era 1µmol de o-nitrofenol por minuto
em 1 mL, nas condições de ensaio.

O sistema de reação para a
produção de galactooligossacarídeos
consistiu na mistura da enzima β-ga-
lactosidase com solução de lactose a
40% (p/v), preparada em tampões
com valores de pH preestabelecidos.
Foi utilizado um planejamento fatorial

Tabela 1 – Fatores e níveis estudados no planejamento experimental
fatorial de 2 níveis

Tabela 2 – Matriz dos experimentos para planejamento experimental fatorial de
dois níveis e a porcentagem de área de 4’gal-lactose formados

Figura 1 – Estrutura do galactooligossacarídeo 4’galactosil lactose

soiasnE amiznE Hp arutarepmeT )%(esotcal-lag'4

1 1- 1- 1- 31,02

2 1+ 1- 1- 18,81

3 1- 1+ 1- 52,02

4 1+ 1+ 1- 29,02

5 1- 1- 1+ 38,81

6 1+ 1- 1+ 73,61

7 1- 1+ 1+ 03,02

8 1+ 1+ 1+ 54,91

9 86,1- 0 0 65,02

01 86,1+ 0 0 02,81

11 0 86,1- 0 58,71

21 0 86,1+ 0 00,12

31 0 0 86,1- 54,02

41 0 0 86,1+ 58,71

51 0 0 0 65,91

61 0 0 0 91,91

71 0 0 0 13,91

serotaF sievíN

86,1- 1- 0 1+ 86,1+

amiznE
)Lm/U( 46,2 4 6 8 63,9

Hp 23,4 5 6 7 86,7

arutarepmeT
)Cº( 6,13 53 04 54 4,84
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completo 23, os níveis de estudo estão
apresentados na tabela 1. Foram
analisadas as variáveis independentes:
pH, temperatura e concentração de
enzima, e a variável dependente:
síntese do galactoligossacarídeo
4’galactosil-lactose (Figura 1). Após 24
horas o experimento foi interrompido
pela inativação da enzima em banho
fervente por 10 minutos e os produtos
foram analisados por cromatografia
líquida de alta eficiência (cromatógrafo
Waters) com coluna SupelcogelTM Ca
(300x7,8mm), tendo como fase móvel
a água com fluxo de 0,5 mL/min a
80ºC e detectados por índice de
refração. A análise estatística dos
resultados foi realizada através do soft-
ware STATISTICA utilizando Experi-
mental design.

3. Resultados e discussão

Os resultados da análise
correspondentes ao planejamento
fatorial de dois níveis são apresentados
na tabela 2, toda a análise foi realizada
com os valores das variáveis
dependentes codificados. A resposta
considerada foi a porcentagem de
área do galactooligossacarídeo
4’galactosil-lactose (4’gal-lactose). As
variáveis pH, temperatura e
concentração de enzima e suas
interações foram significativas a nível
de 10%.

Conforme demonstrado na tabela
3, o efeito da concentração de enzima,
do nível –1 para +1, foi negativo,
indicando que 4U/mL (-1) de enzima
apresentou melhor produção de 4’gal-
lactose do que 8U/mL (+1), o que
pode ser comprovado analisando as
figuras 3 e 4, onde se observa a
tendência de aumentar a síntese de
galactooligossacarídeos com a
diminuição da concentração de
enzima.

O efeito do pH, quando houve
aumento do nível –1 para +1, foi
positivo, assim na faixa estudada o
valor de pH 7,0 foi melhor, para a
síntese do galactooligossacarídeo, que
o valor de pH 5,0, havendo uma
tendência de se trabalhar com valores
de pH menos ácidos (figuras 2 e 4).

Quando analisada a variação da
temperatura o efeito foi negativo
indicando que a temperatura no nível

Figura 2 – Efeito do pH e da temperatura na produção de 4’gal-lactose, utilizando
6U/mL de β-galactosidase

Figura 3 – Efeito da temperatura e da concentração de β-galactosidase  na
produção de 4’gal-lactose em pH 6,0

Tabela 3 – Efeito da concentração da enzima, pH e temperatura  na síntese de
galactooligossacarídeos

sotiefE oruporrE )2(t p

aidéM 473,91 650,0 704,043 900000,0

)L(amiznE)1( 099,0- 331,0 614,7- 796710,0

)L(Hp)2( 596,1 331,0 896,21 441600,0

arutarepmeT)3(
)L(

092,1- 331,0 466,9- 835010,0

)2(e)1( 009,0 331,0 247,6 692120,0

)3(e)1( 566,0- 331,0 289,4- 700830,0

)3(e)2( 085,0 331,0 543,4 590940,0
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Figura 4 – Efeito do pH e da concentração de β-galactosidase na
produção de 4’gal-lactose à 40ºC

mais baixo (35ºC) foi mais adequada
para o sistema, e em temperaturas
mais altas a tendência é diminuir a
produção de 4’gal-lactose (figuras 2 e
3).O modelo matemático obtido
através da análise estatística é
apresentado na equação abaixo com
R2 = 0,9838, onde x

1 
= enzima, x

2
 =

pH e x
3
 = temperatura:

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

As condições estudadas para
produção de GOS se mostram bastante
promissoras, pelo perfil cromatográfi-
co das amostras obtidas do planeja-
mento experimental (não mostrado)
pode-se observar que vários galactoo-
ligossacarídeos são sintetizados,
provavelmente tetrassacarídeos e açú-
cares maiores, porém só foi identifi-
cado o trissacarídeo 4’gal-lactose. Ape-
sar de não haver grandes variações nas
respostas do planejamento em relação
à síntese de 4’gal-lactose, o ensaio 12
da tabela 5.2 apresentou maior
produção de GOS, sendo obtido 21%
de 4’gal-lactose que equivale a 84 mg/
mL.

Onishi e Tanaka (1995)
obtiveram 78mg/mL de GOS a partir
de 25% de lactose e após 24 horas de
reação utilizando β-galactosidase de
Sterigmatomyces elviae.  Em 1997,
estes mesmos autores produziram
72mg/mL de GOS após incubação da
β-galactosidase de Sirobasidium mag-

Tabela 4 - Análise de variância (ANOVA) para formação de 4’gal-lactose

amoS
acitárdauq

edsuarG
edadrebil

aidéM
acitárdauq lacF batF batF/lacF

oãssergeR 511,52 6 581,4 33,101 64,2 91,14

oudíseR 314,0 01 3140,0

edatlaF
etsuja 343,0 8

oruporrE 170,0 2

latoT 825,52 61

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

singularis.
Roy e colaboradores (2002)

estudaram a otimização de GOS com
β-galactosidase de Bifidobacterium

infantis utilizando a metodologia de
superfície de resposta, as variáveis
independentes foram: concentração de
células, concentração de lactose,
tempo de reação e temperatura; os
valores ótimos encontrados estavam
próximos à área associada com 40%
(p/v) de lactose, 2.109 ufc/mL, 50ºC
e 6 horas de reação, obtendo 16% de
galactooligossacarídeos. O valor de
40% de lactose foi a maior
concentração utilizada pelos autores,
confirmando a tendência de que
quanto mais lactose houver no meio
mais GOS serão sintetizados (Burvall
et al., 1979; López-Leiva e Gusman,
1995; Albayrak e Yang, 2002).

O trissacarídeo 4’galactosil-lac-
tose foi preferencialmente formado
pela β-galactosidase de Sporobolomy-

ces singularis (Gorin et al., 1964) e
Sterigmatomyces elviae (Onishi et. al.,
1995). Outros trissacarídeos como
6’gal-lactose foram sintetizados por β-
galactosidase de Aspergillus oryzae

(TOBA et al., 1985) e Trichoderma

harzianum (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 reação de transgalactosilação
catalisada pela β-galactosidase, ocor-
reu maior formação de trissacarídeos.
De acordo com Berger e colaborad-
ores (1995) isto provavelmente ocorre
porque os trissacarídeos são os pre-
cursores para a síntese dos tetrassac-
arídeos. A alta produção de 4’gal-lac-
tose [O-β-D-Gal-(1-4)-β-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).
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