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RESUMO

Esse projeto desenvolveu um processo simultdneo de catdlise e fermentagéo lactica
visando obter um iogurte com caracteristicas nutracéuticas. O objetivo principal foi
avaliar a conversao da lactose e a sintese de galactooligossacarideos (GOS) para um
substrato especifico, comparando biocatalises conduzidas simultaneamente a
fermentagdo com os processos sem adigdo de enzima. A fermentacao foi realizada a
partir de cultura lactica liofilizada comercial contendo dois microrganismos probiéticos,
Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus, associados aos microrganismos
caracteristicos do iogurte, Lactobacillus delbruekii subs. bulgaricus e Streptococcus
salivarius subs. thermophilus. Foi utilizado um preparado enzimatico contendo [-
galactosidases obtidas de duas origens distintas: Kluyveromyces lactis e Aspergillus
niger. Foram avaliados os efeitos das variagcbes da concentracdo de lactose no
substrato, da concentragdo de enzima e do tempo de adigdo da enzima em um
planejamento experimental 2°. As respostas foram o tempo de processo, a lactose
final, a conversao da lactose, a densidade, a viscosidade, a sinérese e a concentragao
de GOS, comparando os processos enzimaticos e fermentativos simultineos com a
fermentagdo sem a adicdo de enzima. Os resultados indicaram um percentual de
conversao da lactose entre 97,7 e 99,7% e uma produgdo de GOS nas condi¢des de
maior concentracdo inicial de lactose no substrato, menor concentracdo de enzima e
maior tempo de defasagem na adicdo da enzima. Os efeitos sobre os parametros de
textura foram negativos, indicando a necessidade de um acréscimo de agentes
espessantes e estabilizantes nos bioprocessos simultdneos, quando do aumento da
concentracdo de enzima. Observou-se, ainda, um impacto positivo no tempo de
processamento quando da comparagcdo entre os bioprocessos simultineos e os
processos de multiplos estagios, na elaboragdo de fermentados lacticos com baixa

concentracao de lactose.

Palavras-chave: galactooligossacarideos, -galactosidase, prebidtico, probiético.



ABSTRACT

Lactose conversion and galactooligosaccharides synthesis by action of -
galactosidase and probiotics microorganisms in simultaneous bioprocesses

with catalysis and lactic fermentation

This project developed a simultaneous process of catalysis and lactic fermentation
aiming to obtain a yogurt with nutraceuticals characteristics. The main objective was
the conversion of lactose and the synthesis of galactooligosaccharides (GOS) for a
specific substrate, comparing the bio-catalysis conducted simultaneously to the
fermentation with the processes without adding enzymes. Fermentation started with a
commercial lactic lyophilized containing two probiotics microorganisms, Bifidobacterium
animalis and Lactobacillus acidophilus, associated with microorganisms characteristics
of yogurts, Lactobacillus delbruekii subs. bulgaricus and Streptococcus salivarius subs.
thermophilus. 1t was used an enzymatic preparation containing [B-galactosidases
obtained from two distinct sources: Kluyveromyces lactis and Aspergillus niger. 1t were
evaluated the effects of the variation of lactose concentration on the substrate, the
enzyme concentration and the time of enzyme addition in an experimental design 2°.
The results were the process time, final lactose, lactose conversion, density, viscosity,
sineresys and GOS concentration, comparing simultaneous enzymatic and
fermentation processes with fermentation without the addition of enzymes. Results
indicated a lactose conversion percentage between 97,7% and 99,7%, and a
production of GOS in the condition of higher initial concentration of lactose in the
substrate, lower enzyme concentration and more time of delayed in the addition of
enzyme. The effects on texture parameters were negative, indicating the need for an
increase of thickening agents and stabilizers in simultaneous bioprocesses when the
increasing the enzyme concentration. It was also observed a positive impact on
processing time when it was compared the simultaneous bioprocesses with the
multiple stages processes in the elaboration of lactic fermented with low concentration

of lactose.

Keywords: galactooligosaccharides, p-galactosidase, prebiotics, probiotics.
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1 - INTRODUGAO

1.1 — Premissas de Processo

Esse trabalho de pesquisa, desenvolvido junto ao Programa de Pds-Graduagao
em Engenharia e Ciéncia de Alimentos (PPGECA) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), avaliou a conversdo da lactose e a formacdo de
galactooligossacarideos (GOS) por acdo de microrganismos probiéticos e de B-
galactosidases comerciais, em fermentag¢des lacticas conduzidas simultaneamente
com a catalise enzimatica.

O apelo por produtos com caracteristicas de qualidade que aportem ganhos
fisiolégicos aos consumidores, além das exigidas vantagens nutricionais, € a nova
fronteira de expansdo no mercado de alimentos processados. A crescente demanda
por alimentos funcionais tem impulsionado o mercado de produtos lacteos no Brasil,
em especial no que diz respeito a leites fermentados. A diversidade de bebidas lacteas
e iogurtes, desde produtos adicionados de fibras ou elaborados a partir de culturas
probioticas, tém aquecido o mercado desse segmento e impulsionado importantes
esforgcos em pesquisa, desenvolvimento e marketing, em especial junto as principais
empresas desse segmento em nosso pais. A variedade e as alternativas de iogurtes,
leites fermentados e bebidas lacteas com caracteristicas prebidticas e probidticas,
presentes nas gondolas refrigeradas das redes de varejo no Brasil, indica o potencial
de crescimento desse mercado.

As pesquisas em processos para conversao da lactose usando tecnologia
enzimatica sempre tiveram como objetivo o desenvolvimento de produtos com baixo
teor desse dissacarideo, seja para consumo de individuos intolerantes a lactose ou
para evitar caracteristicas tecnoldgicas indesejaveis, como a cristalizacdo desse

carboidrato (JURADO et al., 2002).
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A intolerancia a lactose atinge cerca de 70% da populagao adulta da América
Latina, com um impacto expressivo nas comunidades afro-descendentes e
amerindias, onde esses patamares podem ser superiores a 90% (PEREIRA FILHO e
FURLAN, 2004; SCHAAFSMA, 2008; SWALLOW, 2003).

As enzimas comerciais disponiveis no mercado tém, em geral, seu intervalo de
agcado proximo ao pH neutro (7,0 — 6,5), sendo obtidas de leveduras do género
Kluyveromyces, ou atuam no pH acido (5,5 — 4,5), sendo obtidas de bolores do género
Aspergillus. Sua aplicagdao na redugao da concentragao de lactose em derivados
lacteos € amplamente conhecida (ABU-REESH, 2000; JURADO et al., 2004).

A adigdo de p-galactosidase na fabricagdo de fermentados lacteos ocorre,
usualmente, em diferentes estagios. No processo convencional, em primeiro lugar
ocorre a catalise enzimatica em um substrato mantido em pH entre 6,5 e 6,8. O ideal
seria manter a temperatura entre 37 e 40°C, o que levaria a um tempo de contato de 2
a 3 h. Na pratica, no processo convencional ocorre a manutencéo do substrato lacteo
em uma temperatura entre 4 e 6°C, com vistas a minimizar riscos microbiolégicos. Tal
temperatura eleva o tempo de contato para, ao menos, 30 h. Nesse processo
convencional, o substrato com reduzido teor de lactose vai, entdo, para a segunda
etapa do processamento, onde ocorre a aplicagdo da cultura lactica para inicio da
fermentagdo. A elaboragcdo de um fermentado com reduzido teor de lactose a partir
desse processo se da, entdo, em processamento em dois estagios (Figura 1): a
catalise enzimatica e, apos, a fermentagao (ROSALES, 2005).

Uma alternativa para reduzir o elevado tempo de contato da etapa enzimatica
nesse processo € usar sistemas que concentrem a lactose, em geral a partir de
filtragdo em membranas. A concentracao do substrato propicia uma maior agilidade na
comparagao com o processo tradicional, no entanto o investimento em imobilizado &

uma importante restricdo. Na pratica sistemas que operam por concentragao prévia do
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substrato acontecem em trés estagios: concentragao; biocatalise e fermentagéo

(VALIO, 2009).
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Figura 1 — Processo convencional de converséo da lactose em fermentados lacteos

(T4 = tratamento prévio do substrato; T, = tratamento final do substrato)

O principal resultado que se busca em um processo simultineo, onde
biocatélise e fermentagdo se associam, é superar os inconvenientes do processo em
dois ou mais estagios. A Tabela 1 sumariza a diferenga entre os processos usuais e o

processo sugerido nesse trabalho.

Tabela 1 — Processos para obtencéo de fermentado lacteo com baixo teor de lactose

Processo Estagios Equipamento Extra Tempo de Processo
Convencional 2 Nenhum Catalise (30 h) + Fermentagao
Substrato concentrado 3 Concentrador Catalise (3 h) + Fermentacao
Simultaneo 1 Nenhum Fermentacgao

Longo (2006) encontrou um acréscimo de aproximadamente 15% no tempo de
fermentacdo, comparando substratos com idéntica composi¢cao, sendo um com lactose
reduzida em um estagio enzimatico prévio e o outro sem redugédo de lactose. Tal

resultado indica que a conversido de lactose prévia a fermentacdo contribui para o
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incremento no tempo do processo fermentativo, sendo outra importante restrigdo do
processo em multiplos estagios.

Os oligossacarideos, segundo Fooks e Gibson (2002), estdo entre as fibras
que proporcionam efeito positivo na composicao da microbiota intestinal quando
consumidos associados a microrganismos probiéticos, como Lactobacillus spp. e
Bifidobacteria spp.

Para Roberfroid (2007), somente os frutooligossacarideos (FOS) e os
galactooligossacarideos (GOS), dentre os oligossacarideos, possuem caracteristicas
comprovadamente prebidticas.

A opcéao por desenvolver um processo para elaboragao de fermentado lacteo
com reduzido teor de lactose e com eventuais caracteristicas simbiéticas, que permita
avaliar o consoércio existente entre prebidticos — no presente caso, os GOS — e as
culturas probidticas, esta associada a essa nova realidade no mercado de alimentos,

vinculada a obtenc¢ao de biomoléculas de interesse nutracéutico.

1.2 — Objetivos

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo geral avaliar a converséo
da lactose e a formacgao de GOS a partir da interagdo entre uma mistura comercial de
enzimas p-galactosidases e as bifidobactérias e lactobacilos usados na fermentacao
lactica, como componentes de culturas probidticas comerciais, em processos
fermentativos conduzidos simultaneamente a catalise enzimatica. Destacam-se, ainda,

os seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar o grau de conversdo da lactose em processos enzimaticos e

fermentacbes simultineas, estabelecendo parametros o6timos para a
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quantidade inicial de lactose, para a concentracdo de enzima comercial
adicionada e para o tempo de adicdo da enzima, avaliados a partir de
planejamento experimental especifico e sob premissas que possam ser
reproduzidas em um processo em escala industrial sem necessidade de
investimentos em imobilizado.

Avaliar o impacto no tempo de processamento comparando 0s processos
atuais de elaboracao de fermentados com reduzido teor de lactose, realizados
em multiplos estagios, com os bioprocessos simultdneos e com a fermentagéo
sem enzima.

Avaliar se o fermentado assim obtido atende as legislagdes para produto de
baixa lactose e rico em fibras, estabelecendo eventual processo que permita
atingir as referidas premissas legais.

Avaliar o efeito da concentracdo de lactose inicial, da concentracdo de enzima
e do tempo de aplicagao da enzima sobre a textura dos fermentados lacteos,
em especial sua influéncia sobre a viscosidade e sinérese do produto.

Avaliar o efeito da concentracdo de lactose inicial, da concentracdo de enzima
e do tempo de aplicagdo da enzima sobre a densidade dos fermentados
lacticos nos bioprocessos simultidneos, em comparacao com as fermentagdes

sem adicdo de -galactosidase.
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2 - REVISAO

2.1 - Oligossacarideos

Os oligossacarideos sao definidos estritamente como sendo carboidratos que
contém entre 02 e 10 monossacarideos, covalentemente ligados através de ligagdes
glicosidicas (MEHRA e KELLY, 2006).

Os oligossacarideos nao-digeriveis (NDO) ocorrem naturalmente em muitos
alimentos e em tecidos vegetais, bem como sdo sintetizados no metabolismo de
animais e microrganismos. As propriedades bioldgicas e fisico-quimicas de seus
componentes tém sido relatadas como equivalentes as fibras dietéticas, associando
sua acao fisiolégica com importantes aspectos da saude humana (TUNGLAND e
MEYER, 2002). Os oligossacarideos podem ser obtidos por extracdo de tecidos
vegetais, por fermentacao microbiana, por catalise enzimatica ou por reagdo quimica
(MUSSATO e MANCILHA, 2007).

Dentre os oligossacarideos destaca-se a inulina cujo uso em alimentos e os
efeitos fisiolégicos associados aos seres humanos tém sido estudados nas ultimas
décadas. A inulina é reserva de carboidrato em muitas plantas dicotiledéneas.
Atualmente é produzida via extracdo em raizes de chicéria e de outros vegetais
(RUPEREZ, 1998).

A oligofrutose é um oligossacarideo importante na industria de alimentos
funcionais, sendo formado por 2 a 4 unidades de frutose ligadas a um residuo terminal
de glicose (PASSOS e PARK, 2003). O termo frutooligossacarideos (FOS) descreve
moléculas formadas por adigdo enzimatica de frutose a sacarose pela enzima B-

frutosidase. Sao formados compostos como 1-kestose, nistose e frutofuranosil nistose,
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entre outros, em que as unidades de frutosil estdo adicionadas a sacarose por ligagao
glicosidica tipo B-2,1 (TUNGLAND e MEYER, 2002).

Os galactooligossacarideos (GOS) sao formados pela transgalactosilagdo da
galactose por agado da enzima B-galactosidase, a partir de substratos ricos em lactose
(MAHONEY, 1998). A rafinose (a-galactooligossacarideo) é obtida de extracéo
vegetal, em especial da soja. Os xilooligossacarideos sao obtidos a partir de hidrélise
parcial de polixilanos realizada pela pB-xilanase. Os glicooligossacarideos sdo obtidos

por transglicosilagcdo da glicose via a-glicosidase (TUNGLAND e MEYER, 2002).

2.2 - Oligossacarideos no leite

Entre os oligossacarideos presentes no leite destacam-se os que estdo
contidos no leite humano, chamados de HMQO’s (oligossacarideos do leite humano).
Desde os anos 50 do século passado os HMO’s tém sido estudados como fatores de
promocao e crescimento da flora Bifidus em criangas. Estudos recentes associam os
oligossacarideos do leite humano a redugdo da adesdo de leucdcitos em paredes
endoteliais, o que indicaria um efeito imuno regulador desses carboidratos (KUNZ e
RUDLOFF, 2006). Esse efeito ocorre devido as semelhancas estruturais dos
oligossacarideos do leite humano com as glicoproteinas que formam a parede celular
da mucosa (BENGMARK e ORTIZ DE URBINA, 2005).

O leite humano possui cerca de 7% de carboidratos em sua composicdo sendo
a lactose responsavel por aproximadamente 90% desse total. Uma variedade de 130
diferentes tipos de oligossacarideos derivados da lactose forma uma complexa mistura
de diferentes combinagdes, com uma concentragcio que varia entre 5 e 8 g/L.

Os trés principais oligossacarideos do leite humano séo: o 3-D-galactopiranosil-

(1—3)-p-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranose ~ (chamado de  3’-galactosil
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lactose); o p-D-galactopiranosil-(1—4)-B-D-galactopiranosil-(1—4)-p-D-glicopiranose
(cujo nome wusual é 4’-galactosil lactose) e o p-D-galactopiranosil-(1—6)--D-
galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranose (chamado de 6’-galactosil lactose), cujas
estruturas sao diferenciadas pelo tipo de ligacao glicosidica, respectivamente p-1,3, -
1,4 e B-1,6.

O efeito de barreira que os oligossacarideos propiciariam junto a superficie da
mucosa do intestino humano, contribuindo para minimizar a invasao e colonizacao de
microrganismos indesejaveis a esse 6rgao vital, é citado como sua principal agao
benéfica para a saude humana (FOOKS e GIBSON, 2002).

Estudos feitos especificamente com oligossacarideos do leite humano
mostraram um efeito sistémico de interagdo entre leucdcitos e parede endotelial, o que
indica que esses carboidratos contribuem para a reducao de doencas inflamatérias em
criangas que se alimentam do leite materno (KUNZ e RUDLOFF, 2006).

Um Importante estudo indicou que oligossacarideos associados a
medicamentos “anti-adesivos” foram usados de forma experimental em coelhos e ratos
para reduzir os efeitos da acdo de Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae na mucosa do trato respiratério (RIVERO-URGELL e SANTAMARIA
ORLEANS, 2001).

Em um estudo recente, numa avaliagdo randomizada e duplo-cego controlado
com placebo foi verificado que a aplicagdo de oligossacarideos nao reduziu a
incidéncia de S. pneumoniae e H. influenzae em 500 criangas saudaveis, indicando
ser necessario avancar nos estudos sobre o efeito anti-adesivo dos oligossacarideos
no trato respiratorio humano (KUNZ e RUDLOFF, 2006).

A Tabela 2 apresenta a relagdo entre a quantidade de lactose e de

oligossacarideos em leites de diferentes origens.
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Tabela 2 — Quantidade de Lactose e Oligossacarideos em leites de diferentes origens

Origem Lactose (g/L) Oligossacarideos (g/L)
Caprino 45 0,25-0,30
Bovino 48 0,03 -0,06
Ovino 48 0,02 - 0,04
Humano 68 5-8

Fonte: MARTINEZ-FEREZ et al., 2006

2.3 — Intolerancia a lactose

A lactose ¢é hidrolisada em seus mondmeros galactose e glicose no organismo
humano por uma enzima chamada lactase. A lactase é uma enzima diretamente
acoplada a mucosa intestinal humana e é também denominada lactase-floriza
hidrolase (E.C.3.2.1.108). Trata-se de uma molécula complexa que tém a habilidade
de catalisar tanto as reacbes efetuadas pela E.C.3.2.1.23 (B-galactosidase) quanto as
reagOes efetuadas pela E.C.3.2.1.62 (glicosilceramidase) (SWALLOW, 2003).

A lactase esta ancorada na membrana intestinal por sua extremidade C-
terminal, com a maior parte da molécula projetada para o lumen do tubo digestivo
humano. E uma grande glicoproteina com dois sitios ativos que podem catalisar a
hidrélise de uma variedade de p-glicosideos, incluindo florizina, glicosideos
flavondides e B-galactosideos, além da propria lactose (SWALLOW, 2003).

A atividade de lactase é maior e vital durante a primeira fase da infancia dos
mamiferos, quando o leite é a principal fonte nutricional do individuo. No homem,
como em muitos mamiferos, a atividade de lactase reduz apds a fase inicial da vida.
Porém, em alguns grupos populacionais humanos que possuem o habito alimentar
continuado de consumo do leite, surge o que se denomina de “lactase persistente”.
Pessoas que possuem essa capacidade podem usualmente digerir alto conteudo de

lactose, ao contrario dos individuos que sdo denominados intolerantes a lactose. As
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caracteristicas que envolvem o declinio da atividade da lactase nos humanos sao
estritamente genéticas (SWALLOW, 2003). A intolerancia a lactose é pouco comum
em criangas de origem caucasiana (brancos originarios da Europa), ocorrendo em
maior frequiéncia em criangas de outras origens, como africanos, asiaticos, aborigenes
da Oceania e amerindios (ROBERFROID e DELZENNE, 1998).

A Figura 2 representa a fixagdo da lactase ao trato gastrintestinal humano e
mostra a extremidade da molécula projetada a parte interna do trato gastrintestinal

(TGI).

Lactase
\

Figura 2 — Representagdo esquematica da fixagdo da lactase no TGl

A Tabela 3 sumariza alguns valores médios de incidéncia de intolerancia a

lactose.
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Tabela 3 — Incidéncia média de intolerancia a lactose na populacéo adulta

Pais / Grupo populacional (%)

Franca 30 - 40
Alemanha 15-20
Russia 20-30
Finlandia 15-20
Suécia <5

Grécia 70 - 80
Etiopia 80-90
Nigéria 80-90
Némades Fulani <10

Sudao 60 — 65
China 90 - 100
Japéo 95 -100
india 60 — 65
Jordania 20-25
Israel 70 -80
Israelitas Jemenitas 40 -50
EUA (brancos) 10-15
EUA (negros) 65-70
EUA (indios) 85-90
México 50 - 60
Uruguai 60 — 65
Povos Originarios da América (amerindios) 90 -100
Esquimés da Groelandia 85-90
Aborigenes da Australia 80 -85

Fonte: SCHAAFSMA, 2008

Na populagéo adulta humana os indices de intolerancia a lactose sao elevados,
sendo estimados em 70% na América do Sul e Africa, podendo chegar a préximo de
100% em alguns paises da Asia, como na China e na Tailandia. Na Europa a

intolerancia a lactose é menor nos paises escandinavos, em especial na Suécia e na
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Dinamarca, crescendo nas diregdes sul e leste do continente. Entre os suecos é de
cerca de 2%, chegando a 70% nos italianos da Sicilia. Nos EUA a intolerancia a
lactose prevalece nas comunidades afro-descendentes em cerca de 80% e chega a
53% em descendentes de latinos com origem pré-hispanica. Nos norte-americanos
descendentes de caucasianos a intolerancia atinge apenas 15% da populagao,
enquanto que nos amerindios descendentes das comunidades originais da América do
Norte a incidéncia atinge quase 100%.

Nao existem dados oficiais sobre o percentual de brasileiros que sofrem desse
problema, no entanto estima-se em mais de 58 milhdes a populagao intolerante a
lactose (CUNHA et al., 2007).

Pereira Filho e Furlan (2004) avaliaram a distribuicdo de individuos com
intolerancia a lactose na populagao de Joinville (SC), estudada a partir de distribuigdo
de sexo e de faixa etaria baseada no senso de 2000, a partir de um laboratério de
referéncia do sistema de saude do referido municipio. Os autores concluiram que
44,11% dos individuos avaliados eram intolerantes, 18,29% eram limitrofes, ou seja,
mal absorvedores de lactose, e apenas 37,60% eram normais, ditos capazes de
absorver 2g de lactose por kg de massa corpérea ao dia, sem ultrapassar o limite
maximo diario de 50g de ingestdo desse carboidrato. Considerando o somatério entre
individuos intolerantes e limitrofes, tem-se 62,4% de incidéncia desse problema em

uma cidade com indicadores sécio-econémicos superiores a média do pais.

2.4 — Galactooligossacarideos (GOS)

Os GOS séao produzidos a partir da lactose por atividade de transgalactosilagao
da enzima p-galactosidase. A enzima [-D-galactosidase galactohidrolase

(E.C.3.2.1.23), designada usualmente como p-galactosidase, ¢é igualmente
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responsavel pela reacdo de hidrdlise da lactose, formando galactose e glicose. A -
galactosidase possui afinidade similar tanto para hidrolisar a lactose quanto para
trangalactosilar a galactose (JURADO et al., 2002).

A formagédo de GOS ocorre a partir de um substrato rico em lactose,
notadamente o leite, o soro de leite ou uma mistura entre ambos. O acréscimo de soro
de leite a uma base lactea que serve de substrato a agdo da B-galactosidase implica
no aumento da disponibilidade de lactose no meio, no incremento de proteina e na
reducdo da atividade de agua. A taxa de conversdo da lactose aumenta com o
incremento da concentracao inicial do substrato, tendo em vista o efeito de reducéo da
atividade de agua na solugédo (PESSELA et al., 2003).

A Figura 3 apresenta as duas rotas de conversao de lactose a partir da enzima

B-galactosidase.

H

e |

-0OH

H DHr

H H

g —

H ooH

Lactose Galactose Glicose

GOS

Figura 3 — Rotas enzimaticas de conversdo da lactose por 3-galactosidase

A lactose (4-o-B-D-galactopiranosil-p-glicose) possui duas formas em equilibrio

mutarrotacional, em decorréncia do tipo de ligacao glicosidica entre o0s seus
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mondmeros de galactose e glicose. A B-lactose possui ligagao do tipo p-1,4 e a a-
lactose possui ligagdo do tipo a-1,4. As vantagens de obter um derivado lacteo com

reduzido teor de lactose, segundo Jurado et al. (2002), so:

v Obtengcdo de produtos aptos ao consumo para grupos populacionais
intolerantes a lactose;

v" Formacgao de substancias que favorecem o crescimento de microflora intestinal
desejaveis a saude humana, precisamente os galactooligossacarideos;

v" Obtengao de melhores caracteristicas tecnolégicas em derivados lacteos, tais
como melhor solubilidade e reducao de riscos de cristalizacdo em sorvetes,
doce de leite e leite condensado;

v' Obtencdo de melhores caracteristicas reoldgicas como a melhor textura e a
maior cremosidade, em especial na redugcdo do ponto de congelamento de
sorvetes;

v' Obtencdo de melhores caracteristicas sensoriais em derivados lacteos, tais
como o incremento no poder dulgor, via agdo dos monossacarideos glicose e
galactose;

v" Formacao de monossacarideos que auxiliam no metabolismo do fermento em
produtos fermentados, como iogurtes e bebidas lacteas;

v Reducdo da probabilidade de ocorréncia da reagdo de Maillard, pois os
galactooligossacarideos obtidos ndo atuam como agucares redutores;

v Maior biodegradabilidade dos efluentes da industria lactea.

A ligacdo entre unidades de galactose, ou seja, a eficiéncia da
transgalactosilagao e os tipos de componentes gerados no produto final dependerao

da enzima e das condi¢bes de reacgao (GU, 1999). A cinética da conversao da lactose



CAPITULO Il 17

responde a um modelo de inibicdo competitiva. A partir do seu inicio de formacéao a
galactose ira competir com a lactose pelos sitios ativos da enzima. A cinética da
reacao de trangalactosilacdo da galactose ira aumentar com a reducdo da lactose no
meio (SANTOS et al., 1998).

A mistura de GOS seria formada desde dissacarideos até hexassacarideos. A
baixa efetividade da p-galactosidase em produzir oligossacarideos de maior peso
molecular é explicada pela competitividade da transgalactosilacido da galactose com a
hidrolise da lactose, quando da catalise enzimatica em substratos ricos em lactose. A
reacado de transgalactosilagdo sera menos efetiva quanto maior o peso molecular do
oligossacarideo aceptor, o que explicaria a maior formacgao de di, tri e tetrassacarideos
em comparagao com oligbmeros maiores (MAHONEY, 1998).

Existem duas rotas industriais para obtencdo de GOS, uma formando
preferencialmente ligagbes glicosidicas do tipo $-1,4 e a outra formando ligagbes -1,6

(SAKO et al., 1999).

CH2OH
EHLOH CH,OH CH,OH OCH; CHyOH
o Lv] OW?H O C&'\ ul::H
© [ \_ /|
H H
A B

Figura 4 — Estrutura dos trissacarideos 4’-GOS (A) e 6’-GOS (B)
(adaptado de GU, 1999)

Na hipétese das ligagdes serem do tipo B-1,4 o trissacarideo formado €
mostrado na Figura 4A, sendo chamado de [-D-galactopiranosil-(1—4)-3-D-

galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranose (ou 4’-GOS) e quando forem do tipo B-1,6
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(Figura 4B) o ftrissacarideo sera o [-D-galactopiranosil-(1—6)-B-D-galactopiranosil-
(1—4)-B-D-glicopiranose (ou 6’-GOS).

As ligacdes do tipo B-1,2 e B-1,3 também podem ocorrer, porém em menor
incidéncia que as B-1,4 e B-1,6. Existem GOS formados apenas por unidades de
galactose, como galactobiose, galactotriose e galactotetraose (MARTINEZ-
VILLALUENGA et al., 2008). Outros dissacarideos, como a lactulose e a allolactose,
também podem sofrer transgalactosilacao (TUNGLAND e MEYER, 2002).

A lactulose (4-o-B-pD-galactopiranosil-p-frutose) sofre transgalactosilagcao
formando trissacarideos diferentes daqueles obtidos da lactose. A Figura 5 mostra a
lactulose, um agucar nao redutor que possui um poder dulgor que se assemelha ao da

sacarose.

0 OH

CH-0OH

Figura 5 — Representacéo do dissacarideo lactulose

A Figura 6 mostra os trissacarideos obtidos por Martinez-Villaluenga et al.
(2008) a partir da transgalactosilagdo da lactulose por p-galactosidase de
Kluyveromyces lactis. A forma A mostra o p-D-galactopiranosil-(1—6)-p-D-
galactopiranosil-(1—4)--D-frutopiranose, a forma B é o B-D-galactopiranosil-(1—6)-p-
D-galactopiranosil-(1—4)-p-D-frutofuranose e a forma C é o -D-galactopiranosil-(1—6)-

B-D-galactopiranosil-(1—4)-a-D-frutofuranose.
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Figura 6 — Trissacarideos transgalactosilados obtidos da lactulose
(MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008)

A Figura 7 mostra trés diferentes trissacarideos, onde aparecem ligagbes
glicosidicas tipo pB-1,1: a estrutura 7A ¢é o pB-D-galactopiranosil-(1—4)-p-D-
frutopiranosil-(1—>1)-B-D-galactopiranose; a estrutura 7B mostra o jB-D-
galactopiranosil-(1—4)-B-D-frutofuranosil-(1—1)-p-D-galactopiranose e a estrutura 7C
mostra o 3-D-galactopiranosil-(1—4)-a-D-frutofuranosil-(1—1)-p-D-galactopiranose.

Essa variabilidade de moléculas e variagdes nas ligacbes glicosidicas

explicaria a alta resisténcia dos GOS a digestao acida (MACFARLENE et al., 2007).
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Figura 7 — Trissacarideos com ligagdes tipo 3-1,1 obtidos da lactulose
(MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008)

Preparados comerciais de galactooligossacarideos sao misturas de diferentes
espécies de oligossacarideos com aproximadamente 55% destes compostos em sua
constituicdo, em torno de 20% de lactose e de 20% de glicose e uma pequena
quantidade de galactose. Os GOS sao muito estaveis a condigbes adversas de pH e
temperatura. Resistem a 160°C por 10 minutos em pH neutro ou a 120°C por igual
tempo em pH 3. Em pH 2 chegam a resistir até a 100°C por 10 minutos. Nesta
condi¢ao a degradacgéo da sacarose seria superior a 50% (SAKO et al., 1999).

Para Goulas et al. (2007), o incremento da concentracéo de glicose e galactose
no meio reacional favoreceu a formacdo dos GOS a partir de enzima obtida de

Bifidobacterium bifidum, desde o inicio da catalise até atingir-se um maximo, a partir
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do qual ocorreu um decréscimo na atividade de transgalactosilagdo. O resultado obtido
por esses autores, tendo permeado de soro de leite como substrato, demonstrou uma
concentragao final de lactose menor no substrato de maior concentragao inicial, além
da formacao de oligossacarideos em maior quantidade no substrato com maior

quantidade inicial de lactose.

2.5 — Cinética da conversao da lactose em meio livre

O mecanismo de transgalactosilagido da galactose bem como da hidrélise da
lactose, por agdo da enzima B-galactosidase, pode ser aplicado a diferentes substratos
sendo o leite, o soro de leite e as solugbes de lactose os mais citados na literatura. O
modelo cinético que melhor representa esta reagdo em meio livre é o que a descreve a
partir de uma equacdo de Michaelis-Menten de primeira ordem com inibigao
competitiva (SANTOS et al., 1998). Nesse caso, a taxa da reagédo de conversao do

substrato é obtida a partir das seguintes relagdes (JURADO et al., 2002):

E+L<Xe SEL
EL—* 5 EGa+ Gl

EGa<*>E+Ga

Onde E é a concentragao de enzima livre presente no meio reacional, L, Ga
e Gl sao as concentragdes de lactose, galactose e glicose, respectivamente. Ocorre a
formacado de dois complexos enzimaticos, onde EL representa a concentragao do

complexo enzimal/lactose e EGa, a concentragao do complexo enzima/galactose.

Com respeito as constantes cinéticas, K, representa a constante de

Michaelis-Menten, k£ a constante da reagéo de hidrdlise da lactose e K, a constante
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de inibicdo competitiva de um dos produtos da hidrélise, justamente a galactose.
Considerando negligenciaveis as concentragbes de EL e EGa, pode-se definir a
variacdo das concentracdes de lactose, galactose e glicose a partir das seguintes
expressdes, onde o indice subscrito representa as concentragdes iniciais de cada

componente no meio reacional:

L=1L,1-x) (eq. 1)
Ga =Ga, + L,x (eq. 2)
Gl =Gl, + Lyx (eq. 3)

A variagao da concentragdo de lactose ao longo do tempo sera, portanto,
fungdo da concentragéo de enzima ativa, C,, e da variagédo do produto que compete

com o sitio ativo da enzima, tem-se, entao, por defini¢do:

CE(jL
dL M
at 1+—+—

M KI
Substituindo L e Ga por suas respectivas expressdes (eq. 1 e 2) encontra-se:

d[LO (l—x)] dx C kL, (1 ~x)

(eq. 5)
d WKy 41 (1-x)+ 72 Gy + 1y%)

Em uma reacdo onde n&o ocorra desativacdo da enzima pode-se considerar

que a concentragdo ativa de [(-galactosidase permanecera constante ao longo da
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catélise e sera igual a sua concentracdo inicial, ou seja, C, = C,, . Nesse caso, tem-

se (JURADO et al., 2002):

dx CpokL,\1—x

_LOE: = °§< ) (eq. 6)

K, +L,(1-x)+ =2 (Ga, + L,x)

KI
Separando as variaveis e integrando obtém-se:
K, (L,+G K

[KM + MJ{- In(1 - x)]+ [1 - K—MjLox = kC, t (eq.7)

1 1

Simplificando a expressdo anterior (eq. 7) e considerando o substrato na

condi¢do inicial, S,, como sendo a soma das concentragdes iniciais de lactose e

galactose, ou seja, S, =L, + Ga, , tem-se:

So I 1n(i - ST P
KM[1+K—j[ In(1 x)]+[1 < jLox kC, t (eq. 8)

1 I

Essa expressdo permite calcular o grau de conversdo de um dado substrato
em um tempo pré-definido, tendo uma concentragdo de enzima ativa conhecida e
constante ao longo da reagao e a partir de uma concentragao inicial conhecida desse
referido substrato, em um processo conduzido em meio livre.

A obtencdo dos valores das constantes cinéticas pode ser realizada
linearizando a expressao anterior ou através de regressao nao-linear. Para o caso da

enzima possuir a mesma afinidade tanto para hidrolisar a lactose quanto para
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transgalactosilar a galactose as constantes cinéticas de Michaelis-Menten e de
inibicdo terdo os mesmos valores, ou seja, K, = K,. Nesse caso, a expressdo

anterior (eq. 8) poderia ser simplificada para (JURADO et al., 2002):
1
Cpot = ;(KM +8, )~ In(1-x)] (eq. 9)

As constantes de equilibrio K, e k podem ser determinadas

experimentalmente. A aplicagcdo dessa relagdo em um processo industrial possibilita
estimar a fracdo de conversdo do substrato na temperatura 6tima de reacgao, obtida
em um tempo admissivel e com a adigdo de uma quantidade de enzima que permita
alcancar a viabilidade econémica do uso de -galactosidase em escala de fabricagao.

A temperatura e o pH 6timo para a agdo da B-galactosidase tém dependéncia
direta com a origem da enzima (BONN et al., 2000). O tempo de reagdo é
inversamente proporcional a temperatura. Isso significa que, mantidos os valores de
conversao e concentragdes, quanto maior a temperatura menor sera o tempo teérico
de reagao, respeitando-se o limite de estabilidade da enzima (SANTOS et al., 1998).

Os valores 6timos de pH e de temperatura para enzimas comerciais, usadas na
forma livre ou imobilizada, aplicadas a sistemas modelo para hidrdlise de lactose,
foram estudados por Jurado et al. (2004), para enzimas comerciais obtidas de
Kluyveromyces fragilis e de Kluyveromyces lactis. Estas enzimas sdo utilizadas, em
geral, em pH entre 6,5 e 7,0 e temperatura entre 35 e 45°C.

A Figura 8 mostra representagbes de formas espaciais sugeridas para [3-
galactosidase de diferentes origens: obtida de um microrganismo extremofilico, a
bactéria Arthrobacter sp. (8-A) e de um microrganismo mesofilico, a bactéria

Escherichia coli (8-B).
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Figura 8 — Representacdes espaciais de f-galactosidase obtida de Arthrobacter sp. (A)
(SKALOVA et al., 2005) e obtida de E. coli (B) (JACOBSON et al., 1994)

Quanto maior a temperatura 6tima de acdo da p-galactosidade maior sera a
velocidade inicial de reagao da enzima. O potencial de uso industrial de uma -
galactosidade sera tanto maior quanto maiores seus intervalos de temperatura e pH
admissiveis (PARK et al., 2008). O efeito da temperatura na sintese de GOS a partir
de B-galactosidade obtida de Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Aspergillus
oryzae e Bacillus circulans, foi estudado por Bonn et al. (2000). Foram observados
diferentes comportamentos na reacado dependendo da origem da enzima. No trabalho
de Roy et al. (2002) foram formados GOS em um processo fermentativo a partir de
Bifidobacterium infantis. O resultado obtido por esses autores indicou um processo
o6timo de fermentagdo conduzido a 50°C por 6 h. A Figura 9 representa a [3-
galactosidade obtida de E. coli e mostra duas moléculas de lactose (representadas em

branco) junto aos sitios ativos da estrutura tetramérica da enzima.
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Figura 9 — Representacao de duas moléculas de lactose (em branco) nos sitios ativos

da estrutura tetramérica da 3-galactosidase (adaptado de JUERS et al., 2001)

Outra enzima termoestavel foi obtida por Park et al. (2008) a partir da
Sulfolobus solfataricus, tendo atingido a maxima produg¢ao de galactooligosacarideos
em pH 6,0 na temperatura de 85°C. Segundo Hsu et al. (2007) foi obtido GOS em um
processo fermentativo a partir da enzima produzida por Bifidobacterium longum. Os
autores produziram B-galactosidase em uma fermentagéo e obtiveram atividade de
transgalactosilago no sistema, indicando a possibiidade de ocorrer
transgalactosilagdo e fermentagao simultdnea. No trabalho de Pessela et al. (2003)
utilizou-se uma enzima produzida por Thermus sp., que atuou na temperatura de 70°C
e em pH 5,5 tendo soro de leite como substrato. O tempo para a conversao de 90% da
lactose foi de 50 minutos para um soro com aproximadamente 5% de concentragao

inicial desse carboidrato.

2.6 — Os efeitos prebiéticos dos GOS

Nos ultimos 20 anos a popularidade dos oligossacarideos como ingredientes
em alimentos vém crescendo, em especial na Europa e no Japao (RUPEREZ, 1998).
Como vantagens associadas aos alimentos formulados que contenham

oligossacarideos destacam-se o dulgor e a possibilidade de consumo por individuos
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diabéticos (RIVERO-URGELL e SANTAMARIA-ORLEANS, 2001). Os oligossacarideos
possuem, ainda, um baixo teor caldérico e nado servem de substrato para o
Streptococcus mutans, microrganismo responsavel pelo aparecimento das caries
(SAAD, 2006). Os oligossacarideos resistem ao processo digestivo no intestino
delgado e sao hidrolisados a pequenos oligbmeros ou mondmeros pelas bactérias
anaerobias do coélon, em especial as bifidobactérias.

A Figura 10 representa o colon humano e apresenta as principais fungdes

associadas a cada regiao.
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Figura 10 — Representacao do colon humano (RABIU e GIBSON, 2002)

Dentre os microrganismos do trato intestinal humano, os que mais se
beneficiam com a presenga de oligossacarideos s&do as bifidobactérias e os
lactobacilos. Muitos oligossacarideos nao séo digeriveis pelo organismo humano
porque esses Ndo possuem as enzimas necessarias para romper as ligacdes do tipo 3
formadas pelas unidades de monossacarideos. Outros oligossacarideos sao

parcialmente hidrolisados no trato gastrintestinal e podem resultar na formacéo de
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carboidratos essenciais para a saude, os quais servem de substratos e reguladores
para a maioria das rotas metabdlicas (MACFARLENE et al., 2007).

No processo metabdlico de fermentagéo, os oligossacarideos servem de fonte
de energia para proliferagdo destes microrganismos, os quais geram gases (H,, CO,,
CH,4) e pequenos acidos organicos, os SCFA (acidos graxos de cadeia curta), tais
como acetatos, butiratos, propionatos e lactatos. A taxa com que os oligossacarideos
sdo fermentados por esses microrganismos depende de fatores como o grau de
polimerizacdo, os tipos de monémero e quais as ligagdes glicosidicas entre eles, a
sinergia entre os oligbmeros e a bactéria durante a fermentacao e a relagao entre o
substrato e os produtos formados. Sao citados os seguintes efeitos a saude humana

mediante agao dos oligossacarideos (MUSSATO e MANCILHA, 2007):

v" Modificagdo significativa na microflora colonizadora do célon, pois os
oligossacarideos servem de substrato para o crescimento e proliferagdo de
bactérias anaerodbicas, principalmente bifidobactérias e, por consequéncia,
como inibidores ao crescimento de bactérias putrefativas e patogénicas.

v Estimulo a produgdo de nutrientes, como as vitaminas do complexo B (B4, Ba,
Bs € B1,) € os acidos félico e nicotinico.

v Decréscimo no pH do colon e, consequentemente, uma maior produgdo dos
acidos graxos de cadeia curta (SCFA) e a inibicdo ao crescimento de algumas
espécies de bactérias patogénicas.

v" Incremento na excrecgdo fecal de massa seca, como resultado do aumento do
numero de bactérias fermentativas.

v" Aumento na umidade do bolo fecal através de pressdo osmatica, ocasionando
efeitos positivos na motilidade do colon e na prevengao da constipacao fecal,

por acado dos produtos da fermentagdo, em especial os SCFA’s, que sao
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eficientemente absorvidos pelas paredes epiteliais e estimulam a absorcdo de
agua e sais.

v" Inibicdo da diarréia, em especial quando esta é associada com infecgdes
intestinais, por efeitos de inibicdo a aderéncia das bactérias gram positivas e
gram negativas.

v' Efeito protetor contra infecgdes nos tratos gastrintestinal, respiratério e
urogenital, por efeito da capacidade de inibir a adesdao de bactérias as
superficies epiteliais.

v" Aumento na capacidade de absorgdo de diferentes minerais, como o ouro, o
célcio e 0 magnésio, pois os oligossacarideos possuem capacidade de quelar
ou sequestrar estas substancias e, no caso especifico do calcio, contribuem
para a reducao do risco de osteoporose e aumento na densidade e na massa
Ossea.

v Efeito benéfico no metabolismo de carboidratos e lipidios, em especial a
reducdo das concentracbes de colesterol, trigliceridios e fosfolipidios no
sangue, reduzindo os riscos de diabetes e obesidade.

v" Redugéo do risco de cancer de célon, em especial pela redugédo do pH e das
concentragcdes de aménia, p-cresol e indol por acdo das bifidobactérias e dos

lactobacilos e conseqlente reduc¢ao na populagao de Bacteriodaceae.

2.7 — Efeitos bifidogénicos e a sinergia entre GOS e probiéticos

As associacoes entre FOS e bifidobactéria e entre GOS e bifidobactérias sao

as mais usuais com respeito a alimentos formulados simbidticos (COLLINS e GIBSON,

1999). O desenvolvimento de produtos simbibticos, os quais aliam caracteristicas
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prebidticas com culturas probidticas, segundo Sako et al. (1999), sdo associados a

dois fatores:

» Os chamados fatores bifidogénicos sao carboidratos que resistem ao
metabolismo humano e chegam intactos até o célon, sendo metabolizados
preferencialmente pelas bifidobactérias.

» Os fatores de crescimento sédo fontes de nitrogénio ricas em aminoacidos e

peptideos, que estimulam o crescimento das culturas probidticas.

Os GOS sao considerados fatores bifidogénicos porque servem de substrato
para as bifidobactérias, estimulando seu metabolismo e crescimento na microbiota
intestinal humana. Os efeitos bifidogénicos dos oligossacarideos prebidticos permitem
que esses carboidratos resistam a agdo das enzimas do trato digestivo e possam ser
fermentados pelas bifidobactérias. Para além dessas vantagens, agregam ao alimento
uma leve sensacao de dulgor e modificam propriedades fisicas (SAKO et al., 1999).

Os efeitos bifidogénicos ocorrem no célon, local onde os prebidticos séo
fermentados pelas bifidobactérias, tendo como conseqiéncia a redugdo da adesao de
enteropatdgenos a mucosa intestinal e beneficiando o sistema imune (SAAD, 2006).

O efeito anti-adesivo dos GOS com respeito a agentes patogénicos foi
estudado por Shoaf et al. (2006), especificamente com a Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC). Os autores utilizaram quatro tipos de frutooligossacarideos
comerciais, bem como GOS e rafinose, para comparar efeitos anti-adesivos na E. coli
0127:He.

A Figura 11 mostra a micrografia eletrbnica obtida quando da avaliagdo de
culturas celulares na auséncia de GOS (A) e na presenca de GOS (B). Na imagem

pode-se observar a reducédo da aderéncia das células de E. coli.
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Figura 11 — Micrografia eletrdbnica mostrando: (A) a aderéncia de células na auséncia
de GOS e (B) o efeito anti-adesivo dos GOS (adaptado de SHOAF et al., 2006)

Os resultados observados demonstraram que o melhor desempenho entre os
oligossacarideos testados foi o do GOS, inibindo a aderéncia desse microrganismo em
48% quando comparado ao controle.

Sao crescentes as pesquisas por obtencdo de produtos formulados que
aproveitem a sinergia entre oligossacarideos e microrganismos probiéticos na
alimentacéo e tratamento de pacientes criticos. A associagao de fibras com culturas
probidticas é utilizada na alimentagcdo de pacientes em pdés-operatério com vistas a
minimizar riscos de infec¢cao e melhorar o estado de saude dos enfermos. Bengmark e
Ortiz de Urbina (2005) apontaram cinco (5) importantes vantagens no uso de

simbidticos em pacientes graves:

v" Redugéo ou eliminagédo de microrganismos potencialmente patégenos.
v" Redugdo ou eliminagdo de varias toxinas e de substancias mutagénicas e
carcinogénicas.

v" Modulagdo de mecanismos da defesa imune, inatos e adaptativos.
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v" Promogéo de apoptose (morte programada de varios tipos de células e que
pode agir na regressao de tumores).
v' Liberagdo de numerosos nutrientes, de anti-oxidantes e de fatores de

crescimento e de coagulagao.

Para além das vantagens do uso de GOS associadas ao efeito sistémico na
reducdo no teor caldrico do alimento, no menor risco de formacédo de caries e na
reducdo na intolerancia a lactose, ocorrem, ainda, trés importantes efeitos da sinergia
entre GOS e probidticos, atuando no sentido de modular o sistema imune, de regular o
transito intestinal e de estimular a assimilacdo de nutrientes (RIVERO-URGELL et al.,
2005).

A comunidade européia define protocolos de misturas entre GOS e FOS para
uso em alimentos infantis formulados desde 2001, através do SCF (sigla em inglés
para Comité Cientifico de Alimentos, entidade assessora vinculada a Unido Européia).
No trabalho de Anthony et al. (2006) foram avaliados aspectos toxicolégicos ou efeitos
adversos no consumo de GOS em ratos, com vistas a estimar possiveis patamares
admissiveis de uso desses oligossacarideos em alimentos formulados para consumo
infantil. O consumo de GOS na faixa de 2,5 a 5,0 g/kg de massa corporal ao dia, ao

longo de 90 dias, nao resultou em efeitos toxicolégicos adversos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Matérias-Primas e Insumos

O substrato foi obtido a partir da base lactea cedida pela empresa Perdigao,
desde sua unidade fabril de S&o Lourengo do Sul (RS), contendo leite em pé
desnatado e soro de leite em pd, ambos da marca Elegé.

A Tabela 4 apresenta os valores de lactose, proteina e umidade das matérias-
primas utilizadas. Os laudos completos sdo apresentados nos Apéndices 1 (leite em

po desnatado) e 2 (soro de leite em po).

Tabela 4 — Valores de lactose, proteina e umidade das matérias-primas

Parametro (% m/m) Leite em pé desnatado Soro de leite em p6
Lactose 77,76 53,16
Proteina 11,75 34,33
Umidade 1,72 3,88

Fonte: Laudos do fabricante (apéndices 1 e 2)

O leite em p6 desnatado foi utilizado em todos os experimentos reconstituido
unicamente na proporgdo de 9% (m/v). O soro de leite em pé foi adicionado em
diferentes proporgdes para se atingir os valores de lactose inicial expressos no
planejamento experimental, quais sejam: 1,5%; 3,5% e 5,5% (m/v). O substrato sofreu
prévio tratamento térmico a 90 £ 1°C por 5 = 1 min, para desnaturar a proteina e
minimizar riscos de contaminagao microbioldgica.

Foi utilizada a enzima comercial Lactomax Flex (Figura 12-A), fornecida pela
empresa Prozyn. Trata-se de uma formulagao liquida composta por -galactosidases
obtidas de duas origens distintas: Kluyveromyces lactis e Aspergillus niger. O

preparado enzimatico foi adicionado diretamente ao substrato, sendo dosado em g de
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preparado enzimatico por L de substrato, conforme planejamento experimental. O
fermento comercial utilizado foi o ABY-3 (Figura 12-B), fornecido pela empresa Chr
Hansen. Essa cultura lactea liofilizada é fornecida em uma embalagem unica onde
estdo presentes os seguintes microrganismos: Lactobacillus delbruekii subs.
bulgaricus, Streptococcus salivarius subs. thermophilus, Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus acidophilus. A cultura lactea foi fornecida em embalagem para
fermentacdo de 250 L de substrato. Por indicacdo do fabricante, a quantidade de
fermento da embalagem foi adicionada em 500 mL de leite desnatado UHT e
acondicionado em frascos previamente esterilizados. O indculo foi guardado em
refrigeragdo (8°C) por 30 dias, sendo dosado 4 mL em cada batelada de 2 L de

substrato.

(A) (B)

Figura 12 — Enzima (A) e cultura lactica (B)

3.2 — Fluxo de Processo

Inicialmente o substrato sofreu prévio tratamento térmico para desnaturar a
proteina e minimizar riscos de contaminagdo microbiolégica. O tratamento térmico
primario tem como objetivo basico a desnaturagéo da proteina, incrementando suas

propriedades de formacao do gel e reduzindo o risco de sinérese apds fermentacéo.
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Segundo Afonso e Maia (1999), este tratamento térmico propicia as principais
mudanc¢as na manufatura de iogurtes, porque desnatura as proteinas do soro e induz
interacdes entre a k-caseina, a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina, incrementando as
propriedades hidrofilicas do coagulo e contribuindo para a estabilizagédo do gel do
iogurte. A Figura 13 apresenta a microscopia eletrénica de um substrato lacteo com 10
g/L de sdlidos totais, comparando os efeitos do tratamento térmico prévio e mostrando

o incremento na estrutura do gel propiciado pelo complexo caseina/proteinas do soro.

Figura 13 — Microscopia eletronica com efeitos do tratamento térmico: (a) sem
tratamento e (b) com tratamento a 90°C (TAMINE e ROBINSON, 2000)

A temperatura foi mantida em 43 + 0,1°C ao longo do tempo de processamento
até atingir-se o pH 4,70 quando, entdo, o processo foi cortado via resfriamento rapido
a 6 + 2°C. O planejamento experimental simplificado é apresentado na Tabela 5,

sendo um fatorial 23.

Tabela 5 — Niveis do planejamento experimental

Parametros -1 0 +1
Lactose (g/L) 59 75 91
Enzima (g/L) 0,50 0,75 1,00

Tempo (min) 0 30 60
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Os processos ocorreram em um fermentador de bancada Biostat B Braun

(mostrado na Figura 14), com capacidade para 2 L.

Figura 14 — Fermentador Biostat B Braun

No que diz respeito a lactose, o intervalo de variagdo levou em conta relato de
Hsu et al. (2007) que identificaram uma maior produ¢cdo de GOS em fermentagdes
conduzidas por bifidobactérias quando o substrato tinha 9% desse dissacarideo. Como
o leite fluido desnatado possui aproximadamente 48 g/L de lactose, buscou-se
estabelecer um intervalo acima desse patamar e que fosse reprodutivel em um
processo de elaboragéo de iogurte liquido em escala industrial.

O intervalo de variagao do preparado enzimatico foi o sugerido pelo fabricante,
tendo em vista ndo existirem estudos anteriores com essa enzima.

O paradmetro tempo diz respeito ao intervalo observado entre a adigdo da
cultura lactea e a adigao da enzima. O limite inferior, cujo valor do parametro tempo é

igual a zero, indica a adigdo simultdnea do fermento e do preparado enzimatico. O
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valor intermediario indica a adigdo da enzima 30 minutos apds a adi¢gdo do fermento e
o limite superior indica que essa adicdo ocorreu 60 minutos apds a adicdo do
fermento. A idéia central da variagao do tempo de adigdo da enzima foi avaliar se a
fase de adaptagao dos microrganismos ao meio, a fase /lag, ndo deveria ocorrer sem a
presenca de enzima exégena, como forma de permitir que os microrganismos
sintetizassem as enzimas necessarias para consumo daquele substrato especifico.

No total foram 11 fermentacbes da matriz fatorial e 3 fermentacdes controle

(uma para cada concentragao de lactose), perfazendo 14 experimentos.

3.3 — Respostas do Planejamento Experimental

3.3.1 — Lactose

As amostras foram previamente clarificadas utilizando-se solugdo de Carrez |
(3,60g de K;[Fe(CN)e]*3H.O em 100 mL de agua destilada), solugao de Carrez Il
(7,20g de ZnSO,*7H,O em 100 mL de agua destilada) e solugdo de NaOH 100mM
(vide apéndice 3).

O principio de medi¢gdo do kit K-Lacgar da empresa Megazyme, é uma
modificagdo do método oficial AOAC n° 985:15, onde a lactose inicialmente é
hidrolisada a D-galactose e D-glicose por f-galactosidase de Aspergillus niger em pH
5,0 (eq. 10). Na sequéncia, ocorre uma interconversao da forma anomérica o para a p-
D-galactose através da galactose mutarotase (eq. 11). A seguir a B-D-galactose é
oxidada a &cido D-galactonico em presenca de NAD® por agdo da p-galactose
desidrogenase, gerando NADH (eq. 12). A quantidade de NADH gerada é medida em
espectrofotdbmetro a 340 nm e sua relagcao é estequiométrica com a quantidade de

lactose na amostra.
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Lactose + H,O —f£-glactosidase o iy galactose + D-glicose (eq. 10)
a-D-galactose <% B-D-galactose (eq. 11)

B-D-galactose + NAD* —£=%“2_ p_acido galactonico + NADH + H* (eq. 12)

3.3.2 — Sinérese

O parametro de sinérese (S) foi avaliado pelo método de centrifugagao,
conforme Amatayakul et al. (2006).

Uma amostra de 10 g do fermentado foi pesada em tubo de centrifuga de 50
mL e armazenada a 4°C por 2 h para estabilizacdo. Na sequéncia a amostra foi
centrifugada a 4.000 * g por 10 min e o soro obtido foi separado e pesado.

A sinérese foi expressa como sendo o percentual da massa de soro em relagao

a massa total do gel da amostra.

3.3.3-GOS

Na identificacdo e quantificagdo de galactooligossacarideos (GOS) utilizou-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia com pulso amperométrico de detecgao (HPLC-
PAD), cujas andlises ocorreram no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da
Unicamp.

A cromatografia foi realizada empregando uma coluna Carbopac PA1 (4 x
250mm) com uma pré-coluna PA1 (4 x 50 mm), na temperatura de 22 a 24°C, usando
uma bomba gradiente GP-50, um detector eletroquimico ED40 e o software Peaknet,
todos da Dionex. A eluicdo ocorreu utilizando-se NaOH 20 mM, a uma taxa de 1,0

mL/min.
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3.3.4 — Viscosidade

O parametro de viscosidade (V) foi analisado na unidade Perdigdo de Séao
Lourenco do Sul, pelo método do viscosimetro de Brookfield, com spindle n°® 62. As
amostras sao medidas na temperatura de 10°C e na rotagao de 10 rpm. A leitura de
viscosidade é diretamente em cP e é realizada transcorrido um tempo de 20 segundos

de medicdo. A Figura 15 apresenta o equipamento.

Figura 15 — Viscosimetro Brookfield

3.3.5 — Densidade

O pardmetro densidade (D) foi analisado na Unidade Perdigdo de Séo
Lourengo do Sul, utilizando o densimetro digital portatii DMA 35-N mostrado na Figura
16. Esse equipamento analisa a densidade pelo método do “tubo em U”, onde a
amostra liquida circula em um capilar em formato de U, medindo-se a vibragdo desse

tubo, a qual é diretamente proporcional ao peso especifico da amostra.
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Figura 16 — Densimetro DMA 35-N

3.4 — Métodos de Andlise das Respostas

3.4.1 — Método Paramétrico

Na analise de todas as respostas foi aplicado, inicialmente, o teste W de
Shapiro-Wilk, a partir do software Statistica 5.0, para verificar se seguiam a
normalidade. As respostas ditas normais — cujo p-valor foi igual ou superior a 0,05 —
foram tratadas por método paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA), conforme
Rodrigues e lemma (2005).

Nesse caso, os resultados foram avaliados estatisticamente tendo como matriz
de entrada um fatorial tipo 2°, sem pontos axiais e com triplicata no ponto central. Para
as respostas cujo comportamento foi significativo e preditivo em 95% de confianga,
foram montadas as respectivas tabelas ANOVA e gerados as superficies de resposta
e curvas de contorno. As respostas paramétricas cujo comportamento nao foi preditivo
foram apresentadas como graficos de efeitos principais e de interacdo no nivel de

confianga de 95%.
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3.4.2 — Método Nao-Paramétrico

As respostas nao lineares, cujo p-valor foi inferior a 0,05 no teste de Shapiro-
Wilk, foram tratadas a partir do método estatistico ndo-paramétrico de Redes Neurais
Artificiais (RNA), conforme Galushkin (2007).

A rede neural artificial (RNA) é um processador com alto grau de paralelismo,
que tem tendéncia de armazenar conhecimento experimental e usa conexdes e pesos
inspirados no funcionamento do neurénio humano (JANG et al., 2006).

Notadamente um neurénio artificial & representado a partir das conexdes entre
os valores de entrada (aj) e os pesos de entrada (W;;), mostrados na Figura 17. Essas
relagdes geram a fungdo de entrada (en;), que normalmente € a soma ou o produto de
valores e pesos de entrada. Quando a fungdo de entrada atinge determinado limiar,
aciona a fungao de ativagao (g). A funcao de ativagédo € usualmente uma fungao nao-
linear, como uma sigméide, uma tangente hiperbdlica ou uma gaussiana

(GALUSHKIN, 2007).

Y

Figura 17 — Representacao de um neurdnio artificial

Onde en; é a fungao de entrada que, normalmente, é o somatdrio ou produtério

entre a; e W;;, ou seja:
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en, = Zajoj (eq. 13) ou en, = HafWN (eq. 14)
J J

A funcao de ativacao g sera uma funcao nao-linear. No caso da funcao de

ativagcao ser uma sigmoide, ela pode ser do tipo:

sig(x) =+l > x>0

(eq.15) g-= sig(x) = =

l+e”

sig(x)=0 —» x<0

A matriz de conexdes mostrada na Figura 17 sera, portanto, interpretada como
a matriz de pesos de um grafo, o grafo representativo da rede neural. Quando a
resposta dos pesos dos links de entrada (fungdo de entrada) atinge um limiar, o
neurdnio é disparado, ativando a saida (fungao de ativagao).

As redes neurais sao sistemas complexos com neurbnios artificiais
interconectados por rétulos numéricos. Esses rotulos que conectam os diferentes
neurdnios usualmente sao interpretados como os valores nebulosos (fuzzy) entre as
conexdes. Nesse caso eles devem pertencer a um conjunto que, na maioria dos
casos, é o conjunto [0,1], muito embora outros intervalos também possam ser
considerados (GALUSHKIN, 2007).

As redes progressivas possuem mais de um nivel, sendo um de entrada, no
minimo um intermediario (dito escondido) e um de saida. As camadas escondidas
geralmente utilizam funcbes de ativacdo derivadas da sigmdide ou da gaussiana para
que a rede neural busque a solugao das relagdes nao-lineares do problema (JANG et
al., 2006).

As redes diretas utilizam um algoritmo de retropropagacdo do erro

(backpropagation) na solugéo de redes neurais com camadas escondidas. O algoritmo
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busca uma solucdo o6tima dos parametros livres, na direcdo mais acentuada do
gradiente negativo da curva do erro. Essas redes sao capazes de aproximar qualquer
funcdo nao-linear, com maior ou menor precisdo, dependendo do numero de
neurdnios da rede (GALUSHKIN, 2007).

O software Statistica 5.0 foi utilizado para tratamento das respostas nao-
paramétricas usando RNA. Foram testadas as seguintes topologias de redes neurais
artificiais: GRNN (General Regression Neural Networks); RBF (Radial Basis Function);

MLP (Multi Layer Perceptron).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Ensaios Preliminares

Foram realizados estudos preliminares para avaliar o comportamento dos
processos sem a enzima e com a sua adigdo em diferentes intervalos de tempo em
relacdo ao inicio da fermentagcdo, como forma de definir a variagdo do parémetro
tempo expresso na Tabela 5. As concentragdes de lactose inicial e de enzima foram

estabelecidas no nivel (+1) em todos os ensaios. Os resultados sao mostrados na

Figura 18.
&
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Figura 18 — Respostas dos ensaios preliminares para variagao de pH no tempo para:
(A) fermentagédo sem enzima; (B) adigdo da enzima junto com o fermento; (C) adigédo

da enzima 1 h apos o fermento; (D) adigdo da enzima 2 h apds o fermento.
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O comportamento dos ensaios preliminares indicou que o pH do processo
encontrava-se abaixo de 6, quando da adicdo da enzima 2 h apds o inicio da
fermentagéo, podendo indicar riscos a viscosidade e sinérese do fermentado lactico.
Por ser a fermentacdo lactica um processo estritamente anaerébio ndo é usual a
adicdo de quaisquer ingredientes apos seu inicio, tendo em vista a possibilidade de
causar prejuizos a formagao e estabilidade do coagulo. Segundo Tamine e Robinson
(2000), o coagulo é formado pela precipitagdo da proteina lactea ao atingir-se o seu
ponto isoelétrico (Pl) e, como o substrato possui diferentes proteinas, tipicamente esse
inicio de precipitagdo acontece a partir do pH 5,35. A defasagem na adicdo da enzima
em relacdo ao inicio da fermentacdo deve ser realizada, portanto, antes do inicio de
formacgao do coagulo como forma de evitar prejuizos a textura do fermentado lactico.

Como os tempos de processo foram préximos, optou-se por fixar o intervalo de
variagao do tempo de adigdo da enzima no nivel (-1) em zero e no nivel (+1) em 60
min. Por outro lado, Hsu et al. (2007) encontraram a melhor produgdo de GOS em um
processo com até 2 h de fermentacao por bifidobactéria e, apds, houve reducao da
quantidade de GOS que poderia indicar uma agéao hidrolitica da B-galactosidase sobre
os galactooligossacarideos. A idéia de defasar a adicdo da enzima com respeito ao
inicio da fermentagdo teve o objetivo de avaliar esse eventual comportamento

hidrolitico da enzima sobre a formacao de GOS.

4.2 — Respostas do Planejamento Experimental

4.2.1 — Ensaios Controle

A Tabela 6 apresenta os resultados para os ensaios controle (fermentagdes

sem a adicéo de enzima).
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Tabela 6 — Respostas dos ensaios controle (sem adi¢ao de enzima)

Ensaio Lo(g/l) Te(h) V(cP) S (%m/m) D(glem’) Le(gL) C.(%)

B1 59 4,45 2013 80,49 1033,0 47,3 19,8
B2 75 4,38 2104 78,41 1036,3 63,6 15,2
B3 91 4,55 2451 76,30 1039,9 78,4 13,8

Lo — lactose inicial; Tp — tempo de processo; V — viscosidade; S — sinérese;

D — densidade; Ly — lactose final; C, — conversdo da lactose.

Os valores obtidos nos ensaios controle sao tipicos de um fermentado lactico
com as concentragcdes de lactose e de proteina presentes na base lactea utilizada. O
tempo de processo é o esperado para um iogurte produzido na temperatura de 43°C,
entre 4,5 e 5 h de fermentagcdo. Os valores de viscosidade aumentaram com o
incremento da proteina, propiciada pela adicdo de soro de leite, e a separacido de
fases foi tdo maior quanto maior o acréscimo de soro no substrato. Segundo Afonso e
Maia (1999) esse € o comportamento esperado quando do acréscimo de soro de leite
ao substrato lacteo. Os valores de densidade cresceram com o incremento da lactose
inicial e a conversao da lactose ficou dentro da faixa tipica de um iogurte que, segundo
Longo (2006), varia entre 15 e 30%, dependendo da composi¢ao do substrato. Quanto
maior a concentracao inicial de lactose no substrato, menor o percentual de conversao
desse carboidrato ao final do processo. Nesse caso a redugéo da lactose seguiu o
comportamento esperado e ficou entre 13,8 e 19,8%, tendo em vista se partir de uma

concentracao de lactose inicial elevada.

4.2.2 — Ensaios do Planejamento Experimental

A Tabela 7 mostra a matriz do planejamento fatorial e suas respostas para os

ensaios teste.
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4.2.3 — Tempo de processo

A Tabela 7 mostra os resultados nos experimentos para o tempo de processo.
A grande vantagem observada na comparagdo das respostas para esse parametro,
expressos nas Tabelas 6 e 7, é a verificagdo que nao existe incremento no tempo de
processamento dos bioprocessos simultdneos (T01 a T11) quando comparados com a
fermentagéo tradicional (B01 a B03). Ao contrario, existe uma tendéncia de reducao
nesse tempo, muito embora nao seja possivel afirmar que, em escala industrial, essa
redugcdo possa ser significativa, tendo em vista que o controle de temperatura do
processo no fermentador de bancada utilizado foi de 0,1°C e, na industria, a variagao
tende a ser maior.

Na Figura 19 observa-se que o tempo de processo para as fermentagdes sem

adicao de enzima foi superior ao tempo observado nos bioprocessos simultaneos.
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Figura 19 — Variacao de pH no tempo para os ensaios da matriz fatorial (T0O1aT11) e

para as fermentag¢des controle (B01 a BO3)
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Os resultados obtidos por Longo (2006) e por Pereira (2002) indicaram que os
processos de elaboragcdo de fermentados lacticos com reduzido teor de lactose
utilizando o processo em dois estagios e a enzima obtida de Kluyveromyces lactis,
resultaram em um incremento no tempo de fermentagdo em comparagdo aos
fermentados obtidos sem conversao enzimatica prévia. Para Longo (2006), esse
incremento de tempo de processo chegou a 15%, sendo outra tendéncia negativa dos
processos em multiplo estagio para elaboracdo de fermentados lacticos de baixa
lactose, quando comparados com os bioprocessos simultaneos.

A conversdao de lactose usando reator em membrana foi avaliada por
Carminatti (2001), que verificou um tempo de aproximadamente 1 h para conversao de
um substrato composto exclusivamente de soro de leite a partir de enzima obtida de
Kluyveromyces lactis, na temperatura de 37°C. Esse resultado indica a vantagem de
concentrar o substrato para reduzir o tempo de processo no estagio enzimatico. Por
outro lado, uma restricao importante é a temperatura, pois a permanéncia do substrato
a 37°C por 1 h necessitaria de condi¢goes assépticas para evitar contaminagdes por
microrganismos indesejaveis e, sobremaneira, as industrias lacteas de nosso pais ndo
possuem esses sistemas em seu parque fabril.

Os resultados apresentados por esse trabalho indicam uma grande vantagem
no tempo de processo quando se comparam 0s bioprocessos simultaneos com o

processamento em multiplos estagios na elaboragao de fermentado de baixa lactose.

4.2.4 — Densidade

Os resultados de densidade para os ensaios do planejamento experimental sdo
mostrados na Tabela 7. Para verificagdo da validade do modelo linear da variagao da

densidade em fungao das variaveis codificadas, foi realizada uma analise de variancia
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(ANOVA), conforme Rodrigues e lemma (2005), apresentada na Tabela 8. Apenas as
variaveis lactose inicial (Ly) € enzima (E) foram significativas e preditivas e, portanto, a
analise de variancia foi construida excluindo-se a variavel tempo (t), sendo essa

incorporada ao residuo.

Tabela 8 — Andlise de variancia para a densidade

Fonte de Soma Graus de Média F
Variagao quadratica liberdade quadratica (calculado)
Regressao 308,25 2 154,13 97,41
Residuo 12,66 8 1,58
Total Corrigido 320,91 10

F (tabelado) 2: 8: 0,05 = 4,46; Coeficiente de correlagdo: R= 0,98

A validade do modelo pode ser observada na comparagdo entre 0 F (caicuiado)
superior ao F (abeiado) €M 21,8 vezes, para um nivel de confianga de 95%. A equagéo

16 expressa a relacao linear entre as variaveis codificadas do modelo.

D=6,075%L, +1,275*E (eq. 16)

A partir do modelo foi obtida a superficie de resposta e a curva de contorno

apresentadas na Figura 20.
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Figura 20 — Superficie de resposta e curva de contorno para densidade
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Nao foram encontrados na literatura estudos que correlacionem a variagéo da
densidade em processos simultineos de fermentagdo e catalise enzimatica. O
resultado de incremento da densidade com o aumento da lactose era totalmente
esperado, tendo em vista se partir de um maior teor de sdlidos totais no substrato. A
informagao nova desse resultado € a tendéncia de aumento na densidade quando de
uma maior concentracao de enzima. Como o processo em questao é descontinuo e
fechado, ndo se pode presumir incremento de rendimento ou ganho massico

decorrente do aumento da densidade.

4.2.5 - Viscosidade e Sinérese

Para avaliar a influéncia dos bioprocessos simultaneos na textura dos
fermentados lacteos, foram avaliados os parametros de viscosidade e de sinérese.

Os resultados de viscosidade e sinérese para os ensaios do planejamento
experimental sdo mostrados na Tabela 7. A Figura 21 apresenta os efeitos de cada
variavel sobre as respostas em um nivel de confianga de 95%.

O incremento de 59 g/L para 91 g/L na concentracao inicial de lactose no
substrato foi significativo, aumentando em média 190 cP na viscosidade e reduzindo
em média 1,41% (m/m) na sinérese.

A variagao de 0,5 g/L para 1,0 g/L na concentracao do preparado enzimatico foi
significativo para ambas as respostas, reduzindo em média 175 cP na viscosidade e
aumentando 0,16% (m/m) na sinérese.

O incremento do tempo de adicido de enzima de zero, ou seja, no inicio da
fermentacgédo, para 60 min apds o inicio da fermentacgao foi significativo, aumentando a

sinérese em média em 2,09 (m/m) e reduzindo a viscosidade em média em 353 cP.
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As interacbes entre a concentracdo inicial de lactose e a concentracdo de
enzima foram significativas para a sinérese e as demais intera¢des foram significativas

para ambas as respostas.
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Figura 21 — Efeitos principais e de interagcao sobre

as respostas viscosidade e sinérese (*p < 0,05)

A analise da Figura 21 permite observar que os pardmetros enzima e tempo
sao responsaveis tanto por reduzir a viscosidade como por aumentar a separacgao de
fases.

Nao foram encontrados na literatura estudos que relacionem os parametros de
textura em bioprocessos simultaneos em leites fermentados. No entanto, o

comportamento de reducdo na viscosidade e de aumento da sinérese com o
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incremento da adi¢ao de -galactosidase pode estar associado a redugao na formacgao
de exopolissacarideos (EPS) pelas bactérias acido-lacticas (BAL). Segundo Canilha et
al. (2006), as enzimas do tipo glicosil-hidrolases sao responsaveis pela degradagao
dos EPS em fermentagbes longas e o rendimento na produgéo desses polissacarideos
depende do pH 6timo para agao dessas enzimas enddégenas das BAL. Como a enzima
exogena utilizada nesse trabalho € uma glicosil-hidrolase tipica, que atua em
diferentes faixas de pH ao longo da fermentagéo, presume-se que uma maior adicao
de enzima possa reduzir a quantidade de EPS formado, com consequente impacto

negativo na viscosidade e na separagao de fases do fermentado lacteo.

4.2.6 — Conversao da Lactose e Lactose Final

A conversdo da lactose e a concentragdo de lactose final nos bioprocessos
simultdneos tém seus resultados apresentados na Tabela 7. Para verificagdao da
validade do modelo linear da variacao da lactose final (Lg) em funcdo das variaveis
codificadas, foi realizada uma analise de varidancia (ANOVA), conforme Rodrigues e

lemma (2005), apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 — Analise de variancia para lactose final

Fonte de Soma Graus de Média F
Variagao quadratica liberdade quadratica (calculado)
Regressao 3,21 3 1,07 12,74
Residuo 0,59 7 0,08
Total Corrigido 3,80 10

F (tabelado) 3: 7: 0,05 = 4,35; Coeficiente de correlagdo: R = 0,92

Todas as variaveis foram significativas e preditivas e a validade do modelo

pode ser observada na comparagéo entre o valor do F (caicuiade) SUPErOr @0 F (tapeiado) €M
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aproximadamente 3 vezes, para um nivel de confianca de 95%. A equacdo 17

expressa a relagao linear entre as variaveis codificadas do modelo.

L, =0,475%L, —0,4%E +0,125%1 (eq. 17)

Para verificacdo da validade do modelo linear da variagdo da conversao da
lactose (C.) em fungéo das variaveis codificadas foi realizada uma analise de variancia

(ANOVA), conforme Rodrigues e lemma (2005), apresentada na Tabela 10.

Tabela 10 — Analise de variancia para conversio da lactose

Fonte de Soma Graus de Média F
Variagao quadratica liberdade quadratica (calculado)
Regressao 3,51 3 1,17 14,44
Residuo 0,57 7 0,08
Total Corrigido 4,08 10

F (tabelado) 3: 7: 0,05 = 4,35; Coeficiente de correlagdo: R = 0,93

Todas as variaveis foram significativas e preditivas e a validade do modelo
pode ser observada na comparacéo entre o valor do F (caicuiado) SUPErior @0 F (iapeiado) €M
3,3 vezes, para um nivel de confianca de 95%. A equagdo 18 expressa a relagao

linear entre as variaveis codificadas do modelo.

C, =-0375%L, +0,525*% E—0,15%*¢ (eq. 18)

A partir dos modelos foram obtidas as superficies de resposta para lactose final

e conversao da lactose, apresentadas na Figura 22.
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Figura 22 — Superficies de resposta para lactose final

(L= A, Ce E) e conversado da lactose (CL=C,DeF)

Nos bioprocessos simultdneos, quando foram variadas as concentragdes de
enzima adicionada e de lactose inicial no substrato (Figura 22-A e 22-B), foi possivel

observar que a menor quantidade de lactose final e a maior conversao da lactose no
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iogurte foram obtidas na condigdo de maior concentragéo de enzima adicionada e de
menor concentracao de lactose inicial.

O comportamento da lactose final e conversdo da lactose quando foram
variadas a concentragdo de lactose no substrato e o tempo de adigdo da enzima
(Figura 22-C e 22-D), demonstrou que o ideal para a obtengao de iogurtes com a
menor concentragcao possivel de lactose final é a adicdo da enzima no inicio da
fermentacgdo, junto com a cultura lactica, em substratos com menor teor de lactose
inicial.

A variagdo da lactose final e da conversao da lactose com respeito a
concentracao de enzima adicionada e ao seu tempo de adicéo (Figura 22-E e 22-F),
indicou que a melhor condicdo foi na maior concentracdo de enzima, quando essa é
adicionada no inicio do processo.

Para Longo (2006) a redugdo da lactose em 4 h de tratamento do leite
pasteurizado com enzima comercial obtida de Kluyveromyces lactis, aplicada
previamente a fermentagéao, foi de 88%. Para Carminatti (2001) a aplicagdo de enzima
em um processo batelada reduziu em até 82% a lactose em soro de leite, aumentando
a conversao para 92% quando em um processo de concentragdo com membranas.
Trevisan (2008) avaliou duas diferentes enzimas comerciais obtidas de levedura em
um processo de conversdo em leite pasteurizado e encontrou valores de redugao de
lactose entre 57,2% e 75,4%.

No trabalho de Toba et al. (1986), em que se obteve iogurte através de
bioprocessos simultdneos com (-galactosidase de Aspergillus oryzae, os autores
obtiveram 64% de conversdo da lactose em 8 h de processamento. Mais
recentemente, Rodriguez et al. (2008) realizaram fermentacdo e catdlise simultanea

utilizando leite de cabra como substrato e uma enzima obtida de Aspergillus oryzae,
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aplicada juntamente com a cultura lactea, obtendo uma converséo de até 82,6% na
lactose partindo de uma concentracgéo inicial de 44,2 g/L.

Nesse trabalho foi possivel obter valores entre 97,7 e 99,7% de redugao de
lactose através dos bioprocessos simultaneos em fermentados lacticos, em
comparagao com a conversao entre 13,8 e 19,8% quando da fermentagdo sem adigcao

de enzima, para idénticas composi¢des de substrato.

4.2.7 - GOS

A Tabela 7 apresenta os resultados do planejamento experimental para GOS,
representando a concentragao de galactooligossacarideos obtida ao final do processo.
As respostas para GOS n&o possuem normalidade que permita seu tratamento por
métodos estatisticos paramétricos, como foram os tratamentos das demais respostas,
tendo sido aplicado técnica nao-paramétrica de redes neurais artificiais.

O melhor ajuste aconteceu com a topologia RBF 3:3-7-1:1 que obteve uma
correlagdo de 0,998 e um erro padrao de 0,1 g/L. Trata-se de uma topologia de rede
progressiva com 3 camadas no nivel de entrada, um nivel escondido intermediario
com 7 camadas e uma camada no nivel de saida (vide apéndice 4), que aproximou as
variaveis de entrada da resposta a partir de uma fungdo de base radial do tipo
gaussiana. A Tabela 11 compara os valores reais com os valores preditos e os
residuos do referido modelo de redes neurais artificiais, onde é possivel observar que
0 ajuste do modelo sofre variagbes apenas quando a resposta retorna ao valor zero,
ap6s passar por um valor diferente de zero.

A partir do modelo referido, a funcdo multidimensional de ativagdo do tipo
gaussiana construiu uma superficie, estimando um mapeamento de entrada e saida

tendo como base o conjunto de dados do problema.
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Tabela 11 — Valores reais, preditos e residuos a partir do modelo RBF 3:3-7-1:1

Ensaio Valores Reais Valores Preditos Residuos
1 0 0,00 0,0
2 2,7 2,70 0,0
3 0 -0,13 -0,13
4 0,00 0,0
5 0,00 0,0
6 4,2 4,20 0,0
7 0 -0,33 -0,33
8 0 0,00 0,0
9 0 0,00 0,0
10 0 0,00 0,0
11 0 0,00 0,0

Coeficiente de correlacido: R = 0,998

A Figura 23 apresenta as superficies de resposta geradas pelo modelo de
redes neurais artificiais (RNA) do tipo RBF 3:3-7-1:1. A Figura 23-A apresenta a
superficie de resposta gerada pelo modelo de redes neurais para as variagbes de
concentragao de lactose inicial (Ly) e concentragdo da enzima (E), indicando a
tendéncia de maior produgédo de GOS nas condi¢cdes de aumento da concentragao de
lactose inicial no substrato e redugao na concentragdo da enzima.

Conforme Lisboa (2008), a transgalactosilagdo € um processo no qual a
enzima B-galactosidase hidrolisa a lactose e, ao invés de transferir a unidade de
galactose para o grupo hidroxila da agua, a transfere para um composto hidroxilado
que pode ser galactose, lactose ou GOS. Desta forma, em maiores concentragdes de
lactose, a transgalactosilacdo é favorecida em relagao a hidrélise. Por outro lado, a
menor concentracdo de enzima provavelmente implicou em menor hidrélise de GOS,

ja que este também é substrato da 3-galactosidase.
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Figura 23 — Superficies de resposta para GOS pelo modelo de redes neurais
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O trabalho de Toba et al. (1986) buscou obter GOS aplicando enzima obtida de
Aspergillus oryzae em um processo simultdneo a fermentacao lactica com 8 h de
duragao. Os autores encontraram até 15% de conversao da lactose inicial em GOS até
a 22 hora de processamento, usando cromatografia gasosa. Esses valores decairam
pela metade até o final da fermentagao, indicando que a propria enzima tende a
hidrolisar os GOS formados. Nao foram encontrados dados recentes na literatura que
apontem para a concentragcdo de GOS obtida em bioprocessos simultidneos na
elaboracao de fermentados lacticos.

A Figura 23-B apresenta a superficie de resposta gerada pelo modelo de redes
neurais para as variagbes de concentragdo de lactose inicial (Lo) e para o tempo de
adicao da enzima (t), indicando a tendéncia de maior producao de GOS nas condigdes
de aumento da concentracdo de lactose inicial no substrato e aumento no tempo de
defasagem entre o inicio da fermentacgéo e a adicao da enzima.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura que correlacionem obtencgéo de
galactooligossacarideos em bioprocessos simultédneos, conjugando adicao defasada
da enzima B-galactosidase em sinergia com a fermentagéo lactica. Essa defasagem
no tempo de adicdo da enzima, em relagdo a aplicacdo da cultura lactica, pode
contribuir para minimizar o efeito de hidrdlise de GOS, citado por Lisboa (2008),
indicando a possibilidade de estabelecimento de Bioprocessos Simultadneos Defasados
(BSD) como estratégia para a obtengdo de fermentados lacticos de baixa lactose e
com concentragcdoes de GOS de interesse comercial.

Pode-se entender um Bioprocesso Simultdneo Defasado (BSD) como sendo
aquele processo em que a adicdo da enzima ocorre em um tempo posterior ao inicio

da fermentacdo. Por outro lado, o bioprocesso simultaneo, por vezes designado na
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literatura como Hidrdlise e Fermentagcido Simultanea, é o processo em que a adicédo da
enzima e da cultura lactea ocorre no mesmo momento (Rodriguez et al., 2008).

A Figura 23-C apresenta a superficie de resposta gerada pelo modelo de redes
neurais para as variagées de concentracao de enzima (E) e o seu tempo de adi¢ao (t),
indicando a tendéncia de maior produgdo de GOS nas condi¢des de redugao na
concentragao de enzima adicionada e aumento no tempo de defasagem entre o inicio
da fermentagao e a adigdo da B-galactosidase.

A Figura 24 apresenta o cromatograma obtido no ensaio T06, onde se
quantificou o maior valor para GOS no planejamento experimental realizado nesse

trabalho.
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Figura 24 — Cromatograma obtido por HPLC-PA do ensaio T06

Ga (galactose); Gl (glicose); La (lactose); GOS (galactooligossacarideos)



CAPITULO IV 64

As correlagdes entre as respostas reais e o modelo, mostradas na Figura 22
servem para apontar os caminhos de uma possivel maximizagcao desse processo de

obtengao de GOS, a partir dos seguintes pressupostos:

1. Aumento da concentracao de lactose inicial no substrato;
2. Reduc¢ao na concentracido de enzima adicionada;
3. Aumento na defasagem do tempo de adi¢cao de enzima em relagdo ao inicio da

fermentacao.

As amostras do planejamento experimental foram armazenadas sob
refrigeracéo e analisadas ao final do 30° dia apos fabricagdo. Em todos os casos o
valor obtido foi zero, mostrando uma tendéncia de agéo hidrolitica da B-galactosidase,
mesmo com a temperatura mantida entre 6 e 8°C.

As respostas de GOS obtidas nos dois ensaios em que houve quantificagao
foram ponderadas pela densidade, para obtengdo da concentragdo de

galactooligossacarideo em g/100g, resultando em:

1
Ensaio T02 = 2,710~ A& « — 1002 =028-—5=028% (eq. 19)
L y L 100g 100g
10455 44
Ensaio T06 = 42%10° 8+ 1 |xj00_8 _044—8 _044% (eq. 20)
L y L 100g 100g
1,0435 kg

Nenhum dos resultados obtidos atingiu o minimo de 3% (m/m) exigidos pela

legislacao (BRASIL, 1998) para caracterizar o fermentado como rico em fibras.
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E importante observar que a legislagéo brasileira ndo prevé a possibilidade de
derivados lacteos com alegacao (claim) de produto “zero em lactose”, apenas com
reduzido teor desse carboidrato, como é o caso do leite de baixa lactose.

A adequacéo da legislagdo a essa nova possibilidade permitiria a fabricacao de
produtos de base lactea voltados prioritariamente a populagéo intolerante a lactose
que poderiam concorrer com os chamados “iogurtes de soja”, com a vantagem de ser
fonte natural de calcio.

Outra vantagem pratica dos resultados apontados nesse trabalho, realizado a
partir de fermentador em batelada e adigdo de enzima em meio livre, € que para
realizar esse processamento nao se fazem necessarios investimentos em imobilizado,
podendo ser aplicado a estrutura atual das industrias lacteas de nosso pais.

A quantificacdo de GOS obtida nesse trabalho indica a possibilidade do
desenvolvimento de um processo simultdneo de biocatélise e fermentagcdo que possa
obter valores que permitam atingir o minimo exigido pela legislagao para declarar um
produto rico em fibras, ou seja, 3% (m/m) na composigao do produto final. Por outro
lado, a dificuldade sera manter a concentragdo obtida no bioprocesso simultaneo ao
longo do shelf life do produto, em especial no caso de leites fermentados.

A manutencao da concentracdo de GOS obtida sé sera possivel a partir da
desnaturagado ou remogéao da p-galactosidase do produto final. A remogao da enzima é
plenamente factivel quando se trabalha com processos com imobilizacdo dessas
macromoléculas. Por outro lado, a aplicacdo de calor para desnaturar a enzima nao é
recomendada, dado seu impacto negativo na Vviabilidade das células dos

microrganismos.
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5 — CONCLUSOES

A adicdo de uma mistura de -galactosidases de origens diferentes e sua agao
simultdnea ao longo de fermentagao conduzida por quatro diferentes bactérias acido-
lacticas, sendo duas delas probidticas, tém seus resultados sumarizados como tendo

propiciado:

1. Um impacto positivo sobre a conversdo de lactose dos fermentados
lacticos, reduzindo entre 97,7 e 99,7% a concentragdo desse carboidrato,
sendo diretamente proporcional a concentracdo de enzima adicionada, o
que permite obter produtos finais elaborados com matéria-prima lactea e
reduzido teor de lactose, indicando um importante caminho para obter
fermentados lacticos voltados para o segmento de consumidores
intolerantes a esse referido carboidrato;

2. Uma formagao de GOS entre 2,7 e 4,2 g/L na condi¢gdo de concentragbes
maxima de lactose e minima de enzima, que aponta a possibilidade de
obtencdo de fermentados lacticos com a presenca desses prebiodticos
através de processos que associem catalise enzimatica e fermentagao em
uma unica etapa de processamento;

3. Uma tendéncia de maior obtengcado de GOS com a aplicacdo da enzima em
um tempo defasado em relacao ao inicio da fermentagao;

4. Uma formagao de GOS que é hidrolisada ao longo do tempo, mesmo com
o fermentado mantido sob refrigeragao;

5. Um impacto positivo sobre o tempo de processamento na elaboracédo de

fermentados lacticos de baixo teor de lactose, reduzindo-o em relacéo a
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fermentacdo sem enzima e, mais ainda, aos processos com multiplos
estagios;

6. Um impacto negativo sobre os parametros de textura dos fermentados
lacteos, como viscosidade e sinérese, que podera ser corrigido com o uso
de polissacarideos como agentes espessantes e estabilizantes;

7. Um impacto positivo na densidade dos fermentados lacticos com o

aumento da concentracido da enzima.

A identificagdo de um ponto de defasagem no tempo de adicdo da enzima, que
permita obter o maximo de GOS sem comprometer excessivamente a textura do
fermentado lactico, ou seja, em um momento anterior ao inicio de formagédo do
codagulo, é o item critico do processo desenvolvido nesse trabalho.

A adequada definicdo do intervalo de tempo entre o inicio da fermentacao e a
adicdo da enzima, permitira potencializar as vantagens dos Bioprocessos Simultaneos
Defasados (BSD), na fabricacdo de fermentados lacticos que conjuguem,
simultaneamente, fermentacao e catalise enzimatica na obtengdo de biomoléculas de

interesse nutracéutico.
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6 — Sugestoes para Trabalhos Futuros

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, sugerem-se para estudos

futuros os seguintes temas:

v" A maximizagao do bioprocesso simultaneo defasado (BSD) sugerido nesse
trabalho, a partir da cultura lactica e do preparado enzimatico utilizados,
visando uma maior produgao de GOS e o estabelecimento de sua eventual
relacdo com a conversao da lactose;

v A avaliagdo de bioprocessos simultaneos, defasados ou ndo, conduzidos
por uma mistura conhecida de duas diferentes -galactosidases comerciais
que atuem ao longo do processo, permitindo a identificagdo da contribui¢ao
de cada tipo de enzima nos processos de elaboracdo de fermentados
lacticos com baixo teor de lactose;

v A avaliagdo de bioprocessos simultdneos conduzidos apenas por f-
galactosidases que atuem abaixo do pH 6,0 e sua aplicagao defasada em
relacao ao inicio da fermentacao;

v' A avaliagéo da viabilidade de células dos microrganismos nos bioprocessos
simultdneos e sua eventual relagdo com parédmetros de processo e
qualidade, como o tempo de processamento, a densidade, a viscosidade e a
sinérese;

v A avaliagdo da viabilidade de células dos microrganismos nos bioprocessos
simultdneos e sua eventual relacdo com possivel extensao de shelf life dos

fermentados lacticos;
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A avaliagao de bioprocessos simultdneos em fermentadores continuos e sua
relacdo com parametros de processo e qualidade, como o tempo de
processamento, a densidade, a viscosidade e a sinérese;

A avaliacao de bioprocessos simultaneos na elaboracao de frozen yogurt e
sua eventual relagdo com a manutencgao da concentragao de GOS ao longo
do shelf life do produto;

A avaliagdo de bioprocessos simultdneos em fermentadores com enzima
imobilizada e sua eventual relacdo com a manutengdo da concentracdo de
GOS ao longo do shelf life do fermentado lactico;

A avaliagdo de bioprocessos simultdneos com a adigdo, defasada ou nao,
de peptidases e sua eventual relagdo com a obtencédo de biopeptideos na
elaboracao de leites fermentados;

A avaliacdo de bioprocessos simultineos com a adigdo, defasada ou nao,
de inulinases e sua eventual relagio com a obtencdo de
frutooligossacarideos na elaboracdo de leites fermentados em substratos
com adicio de sacarose;

A avaliacdo de bioprocessos simultdneos com a adigdo de diferentes
enzimas, tais como galactosidases, inulinases e peptidases e sua eventual
relacdo com a obtencdo de biomoléculas de interesse nutracéutico na

elaboragao de fermentados lacticos.
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APENDICE 1

Laudo do leite em pé desnatado marca ELEGE

I V' Unicade Tewthnia
Riia Erm Dahi 687 — TewrSnig/is
g-e.. o Fome: (51 3?&%5& - Fax 51} S7E25782

LAUDOD DE ANALISES
30808
Identificacio do Produto
Produto: Lewz em Pg Desnatado Instantanss — sachet 400 g
Diatz de Fzbricagdo: 070508
Diats de validade: 07/05/09
Loke: cz

Qbs: Quanto 3 numeracie que consta niz embalagem, o n® anterior a0 lote & referente ao n® do palete.
Caracteristicas Organolépticas

Aspecto: pd uniforme sem grumaos, Ausénciz de substancias estranhias macno & microscopicamants visveis.

Cor: Branco amarelada,

Szbor & odor: agradave!l, ndo rancoso, semelnante a0 lete fuido.

Ca sticas Fisioo-Quiii
Analise Resultado

Teor de Gordura {% E@

é CR I e e
Analise Resultado
Contagem Total de Messfilos 5,0 x 10 ufclg
s ——
Bolores e Leveduras < 1,0 10" ufcig
Estefilococos Eulﬂ Positiva =10 10! uftfg

Teutdniz, 03 de junho de 2008,

Az Paula Mels Dominguez.
Supervisora de Qualidade
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APENDICE 2

Laudo do soro de leite em p6 marca ELEGE

L)
ELEVA ALIMENTOS S/A
e le‘/gl unidaﬁeq::ie ljued

AEmEma TR

| Certificado de Analise

Identificagdo do Produto
Descrigao do Produte.  Soro de Leite em Po

Marza Elegs
Lote 054
Data de Fabocacio D4/040E
Data g Validade D020
Caracteristicas Organoclépticas
1. Gor Levemsante Amarelade
2. Sabor'Odor: Proprios

Caracteristicas Fisico-Quimicas do Produto

- Resultado ﬁ
Analise Obtido Padrao
Teor de Gordura < [0.57% 0.5 - 3%
Faso Espacifico 0,552 glem® Maz. 0,610
Acidez 0.055% 002 - 010
pH 8.28 g0-86
Cloretas 3.70% Max. 5,0%
Umidads 1.72% Mlax, 2,0%
Insolubiidads < 0.5 mli24°C Maoe. 1%
Farticulas Qusimadas (D2 acordo com padroes ADMI) A A -B
Lactose TT.60% G5 - TH3%
Proteinas 11,75% 11-14%
Sais Mineras B,47% Pz, B9
Caracteristicas Microbiologicas do Produto
Analise Resultado Obtido Padrao
Coniagem 1otal de Mesoilos 10,0 = 10° ufcig 30 = 107 ufcig
Coliformes Toiais =10 x 10" ufclg 10 x 10" ufcig
Coliformes 45°%C <1 0x 10 wfc/g 1.0 x 10 ufcig
Baolores < 1.0 x 10" ufcig 5,0 x 10 ufcin
Lavedura < 1.0x 10" ufcig 5,0 x 10 ufcig
Staphylococous aureus < 1.0 x 10¢ ufcig 1.0 x 10~ ufclg
Salmonella sp Ausenciz em 25g Ausancia emn 25g
Bacilius cereus Auz=ncia em 19 Ausencia em 1o
Licteria sp Aysancia em 25 Auséncia em 350

Helen Pereira
i, 22 de Abril de 2008 Supenisora da Qualidade

Eleva Almenios 502 — Rua Hermann YWassermann, 808 — juil/RS Fone: (Dxx55) 3332-0968 Fax: (Dex55)
3332-7330
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APENDICE 3

Procedimento para clarificagdo de amostras para uso nos Kkits enzimaticos
MEGAZYME.

Reagentes necessarios:

Solugcdo de Carrez | (3,60g de KyFe(CN)g]*3H.O em 100 mL de agua
destilada);

Solugao de Carrez Il (7,20g de ZnSO4*7H,O em 100 mL de agua destilada);
NaOH 100mM.

Materiais e equipamentos necessarios:

Tubos plasticos com marcagao para 100 mL;

Cubeta para espectro com 1 cm de caminho ético e 3 mL de capacidade;
Espectrofotébmetro UV para leitura em 340 nm;

Balanga analitica;

Vortex;

Banho termostatico;

Filtro de papel Whatman n° 01.

PROCEDIMENTO:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Pesar exatamente 01g de amostra do fermentado em um tubo;
Adicionar 60 mL de agua destilada e misturar em vértex;

Aquecer a solucao a 50°C por 15 minutos;

Adicionar 02 mL de solugao de Carrez | e misturar em vortex;
Adicionar 02 mL de solugao de Carrez Il e misturar em vortex;
Adicionar 04 mL de solugao de NaOH 100mM e misturar em vortex;
Completar o volume do tubo (para 100 mL) com agua destilada;
Misturar vigorosamente em vortex;

Filtrar usando filtro de papel Whatman n°® 01 e desprezar o volume inicial;

10) Usar o filtrado clarificado nos procedimentos dos kits enzimaticos.
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APENDICE 4

Solugao por redes neurais artificiais

A solugao usando redes neurais, obtida através do Statistica, gerou a malha de rede

mostrada na Imagem B.

Imagem B — Representacao da malha de redes neurais referente ao modelo RBF
(Fonte: Statistica)

A malha da Imagem B representa um sistema de redes neurais com 3 camadas no
nivel de entrada (Lo, E e t), 7 camadas no nivel intermediario (escondido) e uma

camada no nivel de saida (GOS).

As Imagens C, D e E apresentam as telas do Statistica para a solugdo do modelo.

STATISTICA - RBF bom™® - [Model Summary Report {Dados GOS)] - [RBF bom™® - Model Summary Report (Dados GDS)]
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Imagem C — Descrigdo do modelo de redes neurais artificiais RBF 3:3-7-1:1



84

m TATISTICA - [REF bom™* - Regression {3 ) (Dados GOS})]
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Imagem D — Valores reais e valores preditos pelo modelo RBF 3:3-7-1:1



