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Resumo

A produgao de galactooligossacarideos por fermentagdo sequencial de Penicillium sp e Bifidobacterium
animalis subsp lactis usando farelo de trigo enriquecido com soro de leite foi investigada. A primeira
etapa da fermenta¢ao sequencial foi conduzida somente com o Pencillium sp em concentra¢io inicial
delactose de 40%. A segunda etapa iniciou ap6s seis horas, com a inoculagao da Bidobacterium animalis
sub lactis. Foram avaliadas a conversao da lactose e a produgédo de oligossacarideos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A enzima [-galactosidase apresentou atividade de transgalactosilagdo,
sintetizando agticares maiores que o substratolactose, sendo estes considerados galactéoligossacarideos.
Com o processo fermentativo sequencial ap6s 12 horas, observou-se um aumento aproximado de
60% de drea dos oligossacarideos e a redugao na concentragdo de glucose, mostrando que a sintese
de oligossacarideos foi inibida pela presenca de glucose e que a agao da Bifidobacterium animalis sub
lactis contribuiu positivamente para a eficiéncia do processo. Prolongando-se o tempo de fermentagao
sequencial para 96 horas, houve diminui¢do dos monossacarideos sem alteragao dos oligossacarideos,
caracterizando uma pré-purificagdo do prebidtico.
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Characterization of the production of galactooligosaccharides by sequential fermentation

Abstract

The production of galactooligosaccharides (GOS) by sequential fermentation of Penicillium sp and
Bifidobacterium animalis sub. lactis using0 wheat bran enriched with whey was investigated. The
first stage of sequential fermentation was conducted only using Pencillium sp at an initial lactose
concentration of 40% (w/v). The second stage started six hours later, with inoculation of Bifidobacterium
animalis sub. lactis. The conversion of lactose and production of oligosaccharides by high performance
liquid chromatography were evaluated. The enzyme f3-galactosidase showed transgalactosylative activity,
synthesizing sugars larger than the lactose substrate, which are considered to be GOS. The sequential
fermentation after 12 hours showed an increase of about 60% in the area of the oligosaccharides and a
reduction in glucose concentration, demonstrating that the synthesis of oligosaccharides was inhibited by
the presence of glucose and that the action of Bifidobacterium animalis sub. lactis contributed positively
to the efficiency of the process. Extending the time of sequential fermentation to 96 hours decreased the
monosaccharides, without altering the oligosaccharides, characterizing a prebiotic pre-purification.

Keywords: -galactosidase. GOS. Solid state fermentation.

1 INTRODUCAO

Galactooligossacarideos compreendem oligossacarideos prebidticos ndo digeriveis (SILVA,
2008; RENHE et al., 2008; PASTORE, SANTOS; SIMIQUELI, 2009; GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI,
2010) e podem ser produzidos pela reagao conhecida como transgalactosilagdo. A reagdo ocorre pela
transferéncia do residuo de agticar que forma a porgao glicona da molécula do substrato para outra
molécula de lactose (WALLENFELS; MALHOTRA, 1961; AKIYAMA etal., 2001; ZHOU; CHEN, 2001).

Os galactéoligossacarideos, considerados alimentos funcionais, sdo resistentes a hidrolise
por enzimas digestivas e intestinais e tém efeitos fisioldgicos semelhantes aos da fibra alimentar
(CURDA et al., 2006). Ao serem ingeridos, contribuem de forma benéfica para o aumento da
populagdo de bifidobactérias no célon e, por efeito antagonico, a redugao de formagao de metabdlitos
toxicos (PASTORE; SANTOS; SIMIQUELI, 2009), desintoxicando o figado, e por efeito benéfico, a
produgao de acidos graxos de cadeia curta pelas bifidobactérias, a qual, por estimulo dos movimentos
peristalticos do intestino, auxilia os processos de constipagdo, tem efeito anticancerigeno em razao
de um aumento da imunidade celular, produgdo de nutrientes, pois as bifidobactérias produzem
vitaminas B1, B2, B6, B12, 4cido nicotinico e acido félico; aumento da tolerancia a lactose, absorcao
de célcio e digestibilidade e redugao dos riscos de osteoporose (ALMEIDA; PASTORE, 2003).

Para a producao de galactéoligossacarideos, pode-se empregar enzimas e células
microbianas imobilizadas e micro-organismos especificos cultivados em meio contendo lactose. Com

a hidrdlise da lactose, ¢ inevitdvel o acimulo de glucose e galactose como subprodutos, e a presenga
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desses monossacarideos ¢é, geralmente, relatada como indesejavel ja que o objetivo é produzir tri-
oligossacarideos e moléculas maiores (GREENBERG; MAHONEY, 1983; RUSTOM; FODA; LOPES-
LEIVA, 1998; MARTINS; BURKERT, 2009).

Muitos processos microbianos dependem da agdo conjunta de varias espécies de micro-
organismos em uma mesma cultura. Deacordo com Mahoney (1998), niveis de picos de oligossacarideos
poderiam ser aumentados por remo¢ao de glucose. Isso foi verificado pela fermenta¢ao com
células de Sterigmatomyces elviae, cujo teor de oligossacarideos aumentou para 64%. A formagdo
de oligossacarideos por P-galactosidase de Streptococcus thermophilus estudada por Greenberg e
Mahoney (1983) diminuiu a medida que a quantidade de glucose e de galactose aumentaram. Para
Rustom, Foda e Lopes-Leiva (1998), o rendimento de galactooligossacarideos (GOS), atinge valores
maximos no inicio da sintese enzimatica, decrescendo em seguida. Esse comportamento reflete o fato
de que glucose e galactose, ao atingirem certo nivel de concentragdo, atuam como inibidores para a
formagao de oligossacarideos a partir da lactose.

No presente estudo, foi investigada a producao de galactooligossacarideos por fermentagao
sequencial de Penicillium sp e Bifidobacterium animalis subsp lactis, usando farelo de trigo enriquecido
com soro de leite para o processo em fase solida. A utiliza¢ao da P-galactosidase de Penicillium sp
deve-se ao fato de a enzima ser extracelular e ndo requerer nenhuma indugéo a sua liberagao e ao seu
status Generally recognized as safe (GRAS) (KENNEDEY, 1987; IWASHITA, 2002).

2 MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os carboidratos utilizados como padrdes

foram glucose, galactose e lactose, de grau cromatografico.

2.1 METODOS

O meio de cultura utilizado para a transferéncia da cepa do fungo Penicillium sp foi o Agar
sabouraud, com pH 4,0 em Erlenmeyer de 250 mL, e o micro-organismo foi incubado por sete dias a
28 °C, para o crescimento.

Para a transferéncia, com objetivo de armazenamento, o meio foi preparado em tubos
inclinados para se solidificar. Cada tubo inclinado continha, aproximadamente, 15 mL de meio, e as

transferéncias eram validadas a cada dois meses.

2.1.1 Preparo do meio de cultura para fermentacao no estado sélido

O substrato era composto por 10 g de farelo de trigo com adi¢ao de lactose a 2% (p/v) em

agua na proporgao de 1:1 (p/v) e 50% de umidade. Os fermentadores foram frascos de Erlenmeyer,
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com capacidade de 250 mL. O meio foi esterilizado a 121 °C por 20 minutos. Foi inoculado 1 mL da

amostra com 10® conidios.mL". Os frascos foram incubados a 26 °C, por sete dias.

2.1.2 Obtencao do extrato bruto de 3-galactosidase e determinacio da atividade enzimatica

Apds o crescimento do Penicillium SP, seguiu-se a metodologia citada por Almeida e Pastore
(2003), com algumas modificagdes. Foram adicionados aos meios de cultivo, 50 mL da solugdo de
soro de leite concentrado estéril. O meio foi homogeneizado com bastao de vidro para a liberagdo
enzimatica. Essa solu¢ao foi deixada em repouso por 60 minutos em banho de gelo, com agitagdo
mecanica a cada 5 min. Apds esse tempo, a solu¢do foi homogeneizada e filtrada em papel Whatman
n. 1, ainda em banho de gelo, para obtengdo do extrato bruto enzimatico. Para a determinagao da
atividade enzimatica no extrato bruto, foi utilizado como substrato orto-nitrofenil-galactopiranosideo
(WALLENFELS; MALHOTRA, 1961) e foi medida em espectrofotdbmetro a 420 nm contra branco
(PARK; DE SANTI; PASTORE, 1979). Para a realizacdo dos célculos de atividade enzimatica, foi
feita a curva de orto-nitrofenol (ONP), o produto da reagdo (ALMEIDA, 2003). A rea¢ao da enzima
com ONPG liberando ONP ¢ especifica para determinar a atividade enzimatica de -galactosidase
(RICHMOND; STINE, 1981). Uma unidade de atividade de P-galactosidase foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1 pmol de orto-nitrofenol por minuto, em 1 mL, nas condigdes de
ensaio (WALLENFELS; MALHOTRA, 1961).

2.1.3 Sintese de gatactooligossacarideos (GOS) e fermentac¢ao sequencial

A sintese de GOS foi realizada utilizando soro concentrado de leite contendo 72% de lactose
e 1,8U.mL" de atividade hidrolitica da enzima P galactosidase. O soro concentrado desmineralizado
cedido pela empresa Sooro — Concentrado Industria de Produtos Lacteos — Ltda. foi solubilizado em
agua deionizada até atingir a concentracao de 40% de lactose. Apods a esterilizagdo, o soro foi filtrado
em papel filtro qualitativo Whatman n. 1 em decorréncia da precipitagio das proteinas ocorrida em
razao da exposi¢ao a alta temperatura. Os ensaios foram realizados por 24 horas em banho Dubnoff,
a 45 °C, em agita¢ao pendular com 80 bpm. As amostras foram retiradas do banho, centrifugadas a
9930 g por quatro minutos, em centrifuga refrigerada Himatachi modelo CR 21GI], e foi aguardado
60 minutos para a libera¢ao da enzima. Uma aliquota foi retirada e foi considerado como tempo zero
o instante em que a amostra foi colocada na temperatura 6tima de fermentagao.

A fim de testar o efeito do aumento da produgdo de GOS pelo consumo da glucose, conduziu-
se uma fermentagdo sequencial. A estirpe de Bifidobacterium animalis sub. lactis adquirida da Christian
Hansen A/C foi utilizada em razdo da sua capacidade de utilizar glucose e galactose como fontes de
carbono. O indculo foi padronizado com uma populagio de 108 cel/mL.

O Penicillium sp foi inoculado no meio contendo soro de leite na concentragdo de 40% de

lactose. Apds 6 horas (primeira etapa da fermentagao sequencial), o pH foi corrigido para 6 com
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NaOH 0,5N previamente esterilizado, e a Bifidobacterium animalis sub.lactis foi inoculada (segunda
etapa da fermentagao sequencial). O erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio voltou para o banho
Dubnoft, a 37 °C, sem agitacdo pendular, e foi feito o acompanhamento do pH. As amostras foram
retiradas do banho nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 horas e congeladas para, posteriormente,
serem centrifugadas para analise qualitativa e quantitativa de carboidratos. O processo fermentativo
sequencial foi acompanhado de um processo somente com o Pencillium sp. Os experimentos foram
realizados em triplicatas.

O pH foi monitorado para verificar o efeito no crescimento da Bifidobacterium animalis sub.

lactis na reagdo de hidrélise quando da associagdo dos micro-organismos.

2.1.4 Analise das amostras

A conversio da lactose, a producdo de oligossacarideos e acido acético e latico foram
avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia em cromatdgrafo marca Waters 2695, com bomba
peristaltica, Degasser e detector de indice de refracao Waters 2414, controlados pelo software Empower
— Waters. A coluna utilizada para verificar a conversao da lactose e a produgdo de oligossacarideos foi
a de troca ionica sugar pack (6,5 x 300 mm) da Waters modelo 085188, sendo a fase mével agua ultra
pura (milli-q) filtrada e degaseificada; padroes de grau cromatografico de glucose, galactose e lactose.
A coluna cromatografica utilizada separa os compostos pela massa molecular; sob essa condigéo, os
picos detectados e nao identificados que apresentaram menor tempo de retencao que a lactose foram
considerados como tendo massa molecular semelhante ou superior a dissacarideos, sendo nomeados
de galactdoligossacarideos.

A coluna utilizada para verificar a produgdo de acido acético e latico foi a Shodex (8.0 x
300 mm) modelo KC-811, sendo a fase movel 0,1% H3PO4 filtrada e degaseificada, padrdes de grau
cromatografico de acido acético, latico, succinico e férmico.

Os padrdes e as amostras foram filtrados em membrana chromafil (XTRA PA-45/25) poro

0,45m, diametro 25 mm, antes de serem injetados.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 CRESCIMENTO PENICILLIUM SP E PRODUCAO DE B-GALACTOSIDASE

A linhagem de Penicillium sp teve bom crescimento, recobrindo toda superficie com esporos,
no meio composto de farelo de trigo e solugao de lactose 2% na proporgido de 1:1 (p/v) e produziu
a enzima P-galactosidase. O extrato bruto apresentou atividade enzimatica igual a 1,8 U. mL"' na
temperatura de 60 °C e pH 5; Schuber (2011), trabalhando com esse fungo, obteve atividade enzimatica
no extrato bruto cerca de 1,0 U. mL". Tauk-Tornisielo et al. (2009) comparou a produ¢ao enzimatica

por P, fellutanum e P. citrinum, a 25 °C, em pH 5 por 72 horas, em meio sélido de farelo de trigo e em
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meio liquido de cultivo. O fungo crescido em meio de farelo de trigo apresentou o melhor resultado.

Sua atividade enzimatica foi cerca de 60% melhor do que no meio liquido.

3.2 PRIMEIRA ETAPA DA FERMENTACAO SEQUENCIAL: SINTESE DE GOS

A sintese de GOS foi realizada utilizando células inteiras de Penicillium sp. Durante a
conversao delactose em galactooligossacarideos por f-galactosidases, a hidrolise termodinamicamente
favorecida da lactose gera galactose e glucose, que competem com a atividade de transferase, a qual
gera uma mistura complexa de varios oligossacarideos de diferentes estruturas (TORRES et al., 2010).

Os dados mostram que os oligossacarideos apareceram logo que os monossacarideos foram
liberados, enquanto que a glucose e a galactose foram liberadas simultaneamente, e esta foi utilizada
em maior quantidade, indicando que parte das moléculas de galactose estava sendo utilizada para
sintetizar os oligossacarideos. A porcentagem de drea dos oligossacarideos aumentou inicialmente
e, subsequentemente, diminuiu quando a atividade de transgalactosilagdo tornou-se menos
pronunciada do que a atividade hidrolitica, de acordo com os relatos na literatura (BOON; JANSSEN;
VAN'T RIET, 2000). O aumento do tempo de incuba¢do levou a um decréscimo da produgdo de
galactdoligossacarideos (Grafico 1), o que pode ser explicado pelo aumento da quantidade de glucose,
considerado um inibidor da reagdo (TORRES et al., 2010; RUSTOM; FODA; LOPEZ-LENA, 1998;
PRENOSIL; STUKER; BOURNE, 1987; IWASAKI; MISUTOSHI; NAKAO, 1996).

Griéfico 1 - Conversdo da lactose e produgio de oligossacarideos na concentragéo inicial de 40% de lactose em relagdo ao tempo
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Fonte: os autores.

A porcentagem de area de oligossacarideos diminuiu, sugerindo que estes provavelmente
estavam sendo hidrolisados mais rapidamente do que estavam sendo formados. Torres et al.
(2010) observou que apds o ponto maximo, a concentra¢ao de galactooligossacarideos diminui até
aproximadamente zero, quando a conversao dalactose ¢ de cercade 100%. O autor afirma que o aumento

da quantidade de oligossacarideos pode ser em razdo da maior capacidade da enzima para catalisar
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a reacdo de transgalactosilagdo em relacao a hidrolise e/ou a uma menor taxa de decomposi¢iao dos
produtos de oligossacarideos em relagdo a hidrdlise da lactose, provavelmente por causa da constante
de Michaelis-Menten, cujos valores determinados foram muito mais elevados para a lactose do que
para os galactooligossacarideos (TORRES et al., 2010).

A utilizagdo da P-galactosidase de Penicillium sp. resultou na sintese de moléculas maiores
que a lactose, cuja natureza nao pdde ser identificada pela inexisténcia de padrao, que eluiram em
4,927 minutos, 6,103 minutos e 6,756 minutos (Grafico 2). A fragdo de oligossacarideos formados,
possivelmente é um trissacarideo (BERGER; LEE; LACROIX, 1995).

Grafico 2 — Modelo de cromatograma concentragdo inicial de lactose de 40%, no tempo de 6 horas
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Fonte: os autores.
‘Os numeros em cima dos picos sdo os tempos de retengdo de cada um dos agticares.

O maior rendimento de galactéoligossacarideos foi alcangado na conversao de lactose a 47%
e na taxa livre de glucose para galactose de 2:1. Essa taxa livre deve ser mais elevada do que um,
porque alguns residuos de galactose produzidos pela clivagem da lactose podem ser transferidos para
oligossacarideos (TORRES et al., 2010).

3.3 SEGUNDA ETAPA DA FERMENTACAO SEQUENCIAL: EFEITOS DA
ASSOCIACAO DOS MICRO-ORGANISMOS

O tempo de seis horas foi definido para o inicio da segunda etapa do processo fermentativo
sequencial pelo fato de que a porcentagem de area dos oligossacarideos comegou a diminuir. Nesse
tempo, a concentragao de lactose era de 21,76 g% e a de glucose de 3,15 g%, equivalente a do meio de
crescimento recomendado para o cultivo da Bifidobacterium animalis sub. lactis. Como a porcentagem
de area de oligossacarideos manteve-se praticamente constante apds 12 horas de fermentagdo

sequencial, esse foi o tempo total considerado ideal para esse processo fermentativo.
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A concentragdo de oligossacarideos, ao final de 12 horas, foi 28,8% maior do que aquela
resultante da fermentagao apenas com o Penicillium sp no mesmo periodo (Grafico 3). A B-galactosidase
de Bifidobacterium é uma enzima intracelular (NAKAKUKI, 1993). Como neste estudo foram
utilizadas células inteiras, o aumento da sintese de oligossacarideos foi influenciado pelo consumo
da glucose pela Bifidobacterium animalis sub. Lactis. quando da associagdo dos micro-organismos. A

diminui¢do da concentragao de glucose foram duas vezes maior no processo fermentativo sequencial.

Grafico 3 - Conversdo da lactose e produgio de oligossacarideos do processo fermentativo sequencial e da fermentagio
que tinha apenas Penicillium sp.
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Fonte: os autores.
Nota: "Produgdo de oligossacarideos expressa em unidades arbitrdrias como a soma das dreas dos picos eluidos entre 4 e
6,75 minutos mostradas no cromatograma (Grafico 2).

A fermentagao sequencial foi prolongada até 96 horas, para que se monitorasse a variagdo
dos carboidratos digeriveis, visando a uma pré-purificagio do GOS. Houve diminuigdo de cerca de
40% de glucose e de galactose em 50 horas, permanecendo constante até 96 horas, sem qualquer
efeito na concentragao dos oligossacarideos. Goulas, Tzortzis e Gibson (2006) avaliaram a produgédo
de galactooligossacarideos por células inteiras de Bifidobacterium bifidum, e para a purificagdo foi
utilizada segunda fermentagao com Saccharomyces cerevisiae. Houve diminui¢ao de 92% de glucose no
periodo de 32 horas sem perdas de oligossacarideos e apenas uma pequena diminui¢do na galactose.

Apods 42 horas de fermentacdo o pH era de 5,6 (Gréfico 4). Nesse periodo, houve producao de
acido acético e latico na proporg¢ao de 3:1. Segundo Moddler, Mickellar e Yagushi (1990), o decréscimo
do pH pode ser explicado pela produgdo desses acidos na proporgao de 3:2 e de pequenas quantidades
de acido formico, etanol e acido succinico. Essa redugdo no pH ndo teve influéncia no crescimento da

Bifidobacterium animalis sub lactis. Cruz et al. (1999) mostraram que o pH 6timo para hidroélise foi na
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faixa de 4 a 4,6, e para a atividade de galactosiltransferase na faixa de 6 a 7, a partir da p-galactosidase

de P. simplicissimum.

Grafico 4 — Variagdo do pH em relagdo ao tempo de fermentagao
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Fonte: os autores.
4 CONCLUSAO

A enzima [-galactosidase, produzida pelo fungo Penicillium sp., apresentou atividade de 1,8
U.mL" na temperatura de 60 °C e pH 5.

A sintese de GOS foi inibida pela glucose. A eficiéncia do processo foi melhor com a associagdo
dos micro-organismos, pois houve consumo da glucose pela Bifidobacterium animalis sub. lactis.

Prolongando-se o tempo de fermentagao sequencial até 96 horas, houve diminuigao de cerca
de 40% dos monossacarideos sem alteragao dos oligossacarideos, caracterizando uma pré-purificagao

do prebidtico pela Bifidobacterium animalis sub. lactis.
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