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RESUMO 

Alimentos funcionais podem ser definidos como compostos benéficos ao organismo humano e 

que podem atuar na prevenção de determinadas doenças crônicas. Um dos principais 

compostos, são os oligossacarídeos, destacando-se a lactulose. Esse composto possui 

características benéficas ao organismo humano, contribuindo para o tratamento e a prevenção 

de doenças relacionadas ao trato gastrointestinal. Já existem formas de obtenção a partir de vias 

bioquímicas, que possibilitam o uso de substratos não puros, como por exemplo, subprodutos 

ou resíduos industriais, encaixando-se aqui o soro de leite, o qual é um subproduto da indústria 

de lacticínios com baixo custo e alto potencial para o uso nesse tipo de processo. Neste contexto, 

o presente estudo objetivou avaliar diferentes condições operacionais para aprimorar a 

produção de oligossacarídeos por β-galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em 

quitosana, utilizando o soro de leite como substrato. A imobilização enzimática em quitosana 

foi feita seguindo um protocolo de ativação com glutaraldeído 0,8 % (v/v). Os resultados 

mostraram que a melhor carga de proteína usada na imobilização foi de 7 mg/g, obtendo-se um 

biocatalisador com atividade de 44,29 ± 0,95 U/g. Também se determinou a atividade de 

transgalactosilação da enzima, a qual foi de 56.837 ± 487,32 Ulactulose/genzima. Na produção da 

lactulose e/ou de oligossacarídeos, com reagentes puros, avaliou-se o efeito da razão inicial de 

substrato lactose:frutose e a melhor proporção avaliada foi de 1:2, para ambas as formas do 

catalisador, livre ou imobilizada. O percentual de hidrólise da lactose foi de 96,02 % e 97,86 

%; 15,51 g/L e 13,20 g/L de lactulose produzida e um rendimento de produção de lactulose de 

0,20 e 0,21 glactulose/glactose, usando enzima livre e imobilizada, respectivamente. Os estudos com 

soro de leite mostraram que os melhores resultados foram obtidos também na razão de 1:2 de 

lactose:frutose. Os percentuais de hidrólise foram de 95,39 % e 96,56 %; 20,77 g/L e 9,01 g/L 

de lactulose produzida com rendimentos de 0,33 e 0,14 glactulose/glactose, respectivamente nos 

estudos com enzima livre e imobilizada. Além desses estudos, foram realizados processos que 

envolveram a incubação prévia do biocatalisador à temperatura de reação e na presença dos 

componentes do meio reacional. Uma prévia incubação do biocatalisador à temperatura de 50 

°C foi positiva para o processo quando foram utilizadas temperaturas inferiores à ótima na 

reação, ocorrendo um aumento de 40,74 % e de 26 % na produção de lactulose quando o 

processo foi conduzido a 25 °C e 37 °C, respectivamente. Em relação à incubação enzimática 

em meios com os substratos, houve uma melhora nos níveis de lactulose produzida à 25 °C, 

quando o biocatalisador foi incubado em tampão e em lactose. Estabelecidas as melhores 

condições, buscou-se uma proposta de integração de processos, utilizando-se diferentes 

configurações operacionais e outros biocatalisadores, como a glicose-isomerase de S. murinus. 

Utilizou-se reatores batelada, seguindo diferentes esquemas reacionais. Os resultados 

mostraram-se inferiores ao esperado, mas ainda assim foram produzidos oligossacarídeos, 

como a lactulose (1,24 g/L) e a rafinose (3,16 g/L). As etapas de hidrólise foram eficientes, 

indicando a necessidade de se partir para novas estratégias operacionais, a fim de se otimizar a 

integração dos processos. Assim, estudos iniciais em reatores de leito fixo (utilizando reagentes 

puros) foram realizados e os percentuais hidrolíticos obtidos nos processos contínuos foram de 

96%, com uma produção de glicose e de galactose de 41,64 e 42,14 g/L, respectivamente, 

obtidas após o processo entrar no estado estacionário, com poucas variações de concentração 

após 3,5 horas de reação no leito. Avaliou-se também o processo de isomerização da glicose 

liberada, por glicose-isomerase de S. murinus. Os estudos de isomerização em reator de leito 

fixo, usando glicose pura e soro de leite hidrolisado, também se mostraram eficientes, 

produzindo uma concentração de frutose de aproximadamente 46,13 g/L e 35,19 g/L, 

respectivamente, após entrada no estado estacionário. Além desses estudos, avaliou-se a 

redução da carga proteica no processo de imobilização, a fim de se reduzir efeitos de uma 

possível hidrólise reversa dos produtos formados, mostrando que essa redução melhorou os 



 

 

níveis de produção da lactulose, bem como da rafinose. Os resultados obtidos indicam o início 

de um processo promissor para o uso de um subproduto industrial para obtenção de compostos 

com maior valor agregado. 

Palavras-chave: Oligossacarídeos; Lactulose; Soro de leite; β-galactosidase; Kluyveromyces 

lactis; Imobilização enzimática. 

  



 

 

ABSTRACT 

Functional foods can be defined as beneficial compounds to the human body and that can act 

in the prevention of certain chronic diseases. One of the main compounds are the 

oligosaccharides, especially lactulose. This compound has beneficial characteristics to the 

human body, contributing to the treatment and prevention of diseases related to the 

gastrointestinal tract. There are already ways of obtaining it from biochemical pathways, which 

allow the use of non-pure substrates, such as by-products or industrial waste, including whey, 

which is a low-cost by-product of the dairy industry and high potential for use in this type of 

process. In this context, the present study aimed to evaluate different operational conditions to 

improve the production of oligosaccharides by β-galactosidase from Kluyveromyces lactis 

immobilized on chitosan, using whey as a substrate. Enzymatic immobilization in chitosan was 

performed following an activation protocol with 0.8% glutaraldehyde (v/v). The results showed 

that the best load of protein used in the immobilization was 7 mg/g, resulting in a biocatalyst 

with an activity of 44.29 ± 0.95 U/g. The transgalactosylation activity of the enzyme was also 

determined, which was 56,837 ± 487.32 Ulactulose/genzyme. In the production of lactulose and/or 

oligosaccharides, with pure reagents, the effect of the initial substrate lactose:fructose ratio was 

evaluated and the best ratio evaluated was 1:2 for both forms of catalyst, free or immobilized. 

The percentage of lactose hydrolysis was 96.02% and 97.86%; 15.51 g/L and 13.20 g/L of 

lactulose produced and a lactulose production yield of 0.20 and 0.21 glactulose/glactose, using free 

and immobilized enzyme, respectively. The studies with whey showed that the best results were 

also obtained in the 1:2 ratio of lactose:fructose. The hydrolysis percentages were 95.39% and 

96.56%; 20.77 g/L and 9.01 g/L of lactulose produced with yields of 0.33 and 0.14 

glactulose/glactose, respectively in studies with free and immobilized enzymes. In addition to these 

studies, processes were carried out that involved the previous incubation of the biocatalyst at 

the reaction temperature and in the presence of the components of the reaction medium. A 

previous incubation of the biocatalyst at a temperature of 50°C was positive for the process 

when temperatures below the optimal reaction were used, with an increase of 40.74% and 26% 

in lactulose production when the process was conducted at 25°C and 37°C, respectively. 

Regarding the enzymatic incubation in media with the substrates, there was an improvement in 

the levels of lactulose produced at 25°C, when the biocatalyst was incubated in buffer and in 

lactose. Once the best conditions were established, a proposal for process integration was 

sought, using different operational configurations and other biocatalysts, such as glucose-

isomerase from S. murinus. Batch reactors were used, following different reaction schemes. 

The results were lower than expected, but oligosaccharides were produced, such as lactulose 

(1.24 g/L) and raffinose (3.16 g/L). The hydrolysis steps were efficient, indicating the need to 

move to new operational strategies in order to optimize the integration of processes. Thus, initial 

studies in fixed bed reactors (using pure reagents) were carried out and the hydrolytic 

percentages obtained in the continuous processes were 96%, with a glucose and galactose 

production of 41.64 and 42.14 g/L, respectively, obtained after the process enters the steady 

state, with little variation in concentration after 3.5 hours of reaction in the bed. The process of 

isomerization of the released glucose by glucose-isomerase from S. murinus was also evaluated. 

The isomerization studies in a fixed-bed reactor, using pure glucose and hydrolyzed whey, were 

also efficient, producing a fructose concentration of approximately 46.13 g/L and 35.19 g/L, 

respectively, after entry into the stationary state. In addition to these studies, the reduction of 

protein load in the immobilization process was evaluated in order to reduce the effects of a 

possible reverse hydrolysis of the formed products, showing that this reduction improved the 

production levels of lactulose, as well as raffinose. The results obtained indicate the beginning 

of a promising process for the use of an industrial by-product to obtain compounds with greater 

added value. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Alimentos funcionais podem ser definidos como produtos que se assemelham a 

alimentos convencionais, mas que trazem benefícios fisiológicos específicos e que, de forma 

geral, são obtidos pela combinação de alimentos com compostos que possuam essas 

características (AL-SHERAJI et al., 2013; MOHANTY et al., 2018; QUIGLEY, 2019). Os 

benefícios fisiológicos observados associados à ingestão desses compostos incluem, desde 

melhorias no sistema circulatório, até a prevenção de doenças associadas ao trato intestinal 

(AL-SHERAJI et al., 2013; ILLANES, 2016). Assim, a busca pela produção desses compostos 

vem ganhando destaque na comunidade cientifica devido às inúmeras possibilidades associadas 

ao seu uso. 

 Em geral, os seres humanos conseguem obter a quantidade necessária de compostos 

funcionais para suplementação dietética em alimentos naturais, como os ricos em fibras, por 

exemplo. No entanto, é possível produzir compostos que podem agir de maneira integrada com 

alimentos convencionais e presentes na dieta humana, sendo esses compostos conhecidos como 

prebióticos. Essas substâncias são carboidratos de cadeia curta, não digeríveis pelas enzimas 

digestivas presentes no trato intestinal humano, chegando ativas a determinadas regiões, 

favorecendo a fermentação seletiva de determinados microrganismos benéficos presentes no 

trato gastrointestinal (ILLANES; GUERRERO, 2016; MOHANTY et al., 2018; MUSSATTO; 

MANCILHA, 2007; SAKO; MATSUMOTO; TANAKA, 1999). Nesse contexto, um dos 

principais compostos com características prebióticas que vem sendo alvo de estudos é a 

lactulose. Esse composto é um dissacarídeo formado por uma molécula de galactose e uma 

molécula de frutose, ligadas por uma ligação o-glicosídica. Em geral, pode ser obtida a partir 

da isomerização alcalina da lactose, ocorrendo um rearranjo da porção de glicose em frutose, 

formando a molécula de lactulose. No entanto, também pode ser obtida por rota biológica, 

aplicando-se enzimas que atuem na formação de um complexo de transição enzima-galactosil 

estável e que interaja com um composto que possa atuar como um nucleófilo eficaz para 

formação de uma molécula de lactulose estável (ABURTO et al., 2020; AIDER; HALLEUX, 

2007; GUERRERO; ILLANES, 2016). Dessa forma, um dos problemas a se resolver no 

processo de produção de lactulose (seja por via química ou por via enzimática) é a obtenção de 

uma fonte de lactose abundante e barata, a qual possa ser utilizada de maneira eficaz, sem impor 

limitações técnicas e econômicas ao processo. 
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 No setor alimentício, a indústria de lacticínios contribui de várias maneiras e com 

diversos resíduos, sendo o soro de leite, obtido principalmente da produção de queijos, um dos 

principais subprodutos desse setor. Em 2019, segundo dados do Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE), a produção nacional de leite cru, resfriado ou não, foi de 

aproximadamente 34.520 milhões de litros (EMBRAPA, 2020). Em média, utiliza-se 10 litros 

de leite para produção de 1 Kg de queijo, e até 90% do leite utilizado torna-se soro de leite 

(CONAQ, 2018). Segundo dados da Associação Brasileira das Indústrias de Queijo (ABIQ), a 

produção nacional de queijos no ano de 2019 foi de 1,12 milhões de toneladas por ano, o que 

deve ter gerado em média 10,08 bilhões de litros de soro de leite por ano (ABIQ, 2020). O 

percentual mássico do soro é em torno de 5 a 8 % (m/m) de sólidos, sendo 60-80% lactose, de 

10 a 20% proteínas e, o restante, corresponde a minerais (VAMVAKAKI et al., 2010). Devido 

a sua alta carga orgânica, seu descarte requer tratamento prévio para se enquadrar as normas 

legais e evitar problemas ambientais. Além disso, sua alta Demanda Biológica de Oxigênio 

(DBO = 50000 mg/L) e Demanda Química de Oxigênio (DQO = 80000 mg/L) também são 

importantes fatores que contribuem para a geração de problemas ambientais (HELEN 

SHIPHRAH et al., 2013; KOUTINAS et al., 2009). 

 Devido ao seu alto valor nutricional, o soro de leite é utilizado no setor 

agropecuário, como fertilizante e na suplementação de rações (DE PAULA et al., 2011; 

ESCALANTE et al., 2018; MANTOVANI et al., 2015; ZUÑIGA, 2003), na suplementação 

alimentar, devido ao seu alto teor de lactose, como aditivo funcional em alimentos infantis (DE 

ALBUQUERQUE et al., 2018; FASSINA et al., 2019). Além disso, existem trabalhos que 

relatam o uso desse subproduto como substrato para produção de enzimas  por fermentação, a 

exemplo a enzima β-galactosidase (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; FISCHER; 

KLEINSCHMIDT, 2018; LIMA et al., 2013; ZOTTA et al., 2020). 

 O uso da lactose presente no soro de leite como substrato para a produção de 

compostos de valor agregado, como os oligossacarídeos, galactooligossacarídeos, lactulose, 

frutooligossacarídeos, entre outros, fazer é um processo que já está em desenvolvimento 

(GÄNZLE, 2012; LI, Pei jun et al., 2016; PADILLA et al., 2015). Nesse cenário, métodos 

enzimáticos surgem como alternativa promissora aos métodos químicos. (AIDER; HALLEUX, 

2007; DE ALBUQUERQUE et al., 2018; GÄNZLE, 2012; GUERRERO et al., 2019; 

NGUYEN et al., 2018; PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 2011; SONG et al., 2013a; YIN et 

al., 2017). A obtenção dos oligossacarídeos por via enzimática ocorre por duas principais 

formas: a primeira, por meio da isomerização da lactose, através de rearranjos moleculares, e a 
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segunda, por meio da formação de pontes β-glicosídicas, formadas pelas β-galactosidases 

(MUSSATTO; MANCILHA, 2007). 

 β-galactosidases (EC 3.2.1.23) são enzimas amplamente utilizadas em reações de 

hidrólise da lactose e de transgalactosilação, nas quais ocorre a síntese e “quebra” de 

carboidratos, como a própria lactose, lactulose e outros. Podem ser obtidas de uma série de 

microrganismos vegetais e animais, sendo os tipos mais utilizados oriundos de Kluyveromyces 

lactis e Aspergillus oryzae (ANSARI; SATAR, 2012; PANESAR, Parmjit S.; KUMARI; 

PANESAR, 2010; ZHU, Fan et al., 2018). No entanto, existem problemas nas estratégias de 

produção desses compostos por via enzimática que ainda limitam o processo. Por exemplo, 

alguns tipos de cepas que produzem a β-galactosidase tendem a demonstrar uma tendência 

favorável a atividade hidrolítica em detrimento da atividade de transgalactosilação da enzima, 

já que β-galactosidases são enzimas capazes de catalisar ambos os tipos de reação (XAVIER; 

RAMANA; SHARMA, 2018). É necessário não apenas saber que as reações ocorrem e podem 

ser catalisadas pela enzima, mas saber os fatores que podem alterar e/ou afetar o máximo 

rendimento da reação. 

 O presente estudo apresenta estratégias para produção de oligossacarídeos, como a 

lactulose (a qual já se sabe ser possível produzir pelos métodos aqui expressos), aliada ao 

entendimento de fatores físicos, químicos e fisiológicos que influenciam no rendimento do 

processo. Ou seja, num primeiro momento, se faz necessário entender e ratificar fatores e 

hipóteses que já se sabem afetar a reação, para partir para um segundo momento e buscar 

alterações operacionais que otimizem o processo como um todo. Posteriormente, explorou-se 

o uso de outros biocatalisadores que pudessem otimizar etapas pontuais do processo (como a 

produção de frutose a partir da glicose, por glicose-isomerase de Streptomyces murinus), bem 

como alterações nos reatores utilizados (tantos nos arranjos, quanto nos tipos), visando obter 

um processo integrado eficiente e eficaz. 

 Estudos que apresentam processos de produção de lactulose por rotas biológicas, 

em geral, enfrentam problemas em comum e procuram focar em soluções associadas ao 

aperfeiçoamento do biocatalisador, através de técnicas que otimizem o seu rendimento e sua 

eficiência (ILLANES, 2016; URRUTIA et al., 2018; VERA; GUERRERO; ILLANES, 2011). 

Em geral, o rendimento na produção de galactooligossacarídeos, por exemplo, raramente 

excede os 40% (mGOS/mlactose), alcançando de 20 a 40% de produção. De forma semelhante são 

os rendimentos obtidos na produção de lactulose, com um detalhe referente às características 

específicas das reações de transgalactosilação que diferencia tais reações das demais: por ser 
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uma enzima não específica, a β-galactosidase pode interagir com diferentes nucleófilos, 

fazendo com que fatores como concentração de substratos e do produto formado nos meios 

reacionais, interfiram diretamente no rendimento de lactulose. Em geral, esses problemas são 

relacionados ao fato da reação de transgalactosilação ser cineticamente controlada, 

dependendo, então, das concentrações dos compostos envolvidos e presentes no meio 

(GUERRERO; WILSON, 2016; ILLANES; VERA; WILSON, 2016). No entanto, não é 

comum observar estudos que reportem as mudanças nas configurações operacionais do sistema, 

envolvendo modificações, como alterações no sistema reacional, a partir do uso de reatores 

alternativos aos convencionalmente usados, buscando associar tais mudanças em um único 

processo integrado. Grande parte dos trabalhos (GENNARI; MOBAYED; DA ROLT NERVIS; 

et al., 2019; HAIDER; HUSAIN, 2007; JOCHEMS et al., 2014; LIMA et al., 2013; 

MÖRSCHBÄCHER; VOLPATO; SOUZA, 2016)se preocupa em desenvolver um 

biocatalisador eficiente e que possa ser utilizado da forma convencional nos processos 

tradicionais. No presente estudo, avaliações que visam compreender e corroborar com hipóteses 

estabelecidas e consideradas na produção de lactulose, aliados ao uso de diferentes 

conformações reacionais e ao uso de biocatalisadores que possam auxiliar em determinada 

etapa das reações, foram o foco dos experimentos apresentados ao longo do trabalho. Para isso, 

cada etapa da reação, explicitada ao decorrer do texto, foi primeiramente analisada de forma 

individual para, após isso, ser integrada a um processo único e otimizado de produção.  

 Assim, neste primeiro momento, a presente tese traz consigo um compilado de 

informações teóricas e técnicas, acerca do tema proposto acima, expostos na seção de Revisão 

Bibliográfica. Em um segundo momento, seguiu-se para a parte experimental, onde foram 

expostos metodologias e materiais necessários para realização dos estudos propostos para 

obtenção dos dados que refutem a tese proposta. Os experimentos obtidos visam corroborar 

para aquisição de dados que colaborem para otimização do processo de produção de 

oligossacarídeos, como os galactooligossacarídeos e a lactulose, utilizando o soro de leite como 

substrato. A otimização seguiu uma metodologia de arranjo de reatores e combinação de 

biocatalisadores para um melhor resultado na produção do composto em questão, aproveitando 

um subproduto industrial. 

 A seguir, será apresentado o objetivo principal deste estudo, bem como os objetivos 

específicos.  
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2 OBJETIVOS 

 Objetivo geral 

 Avaliar o processo de produção de oligossacarídeos, em especial da lactulose, por 

β-galactosidase de Kluyveromyces lactis utilizando o soro de leite, desenvolvendo e otimizando, 

assim, um processo que integre o aproveitamento desse subproduto industrial, através de rotas 

enzimáticas convencionais previamente avaliadas. 

 

 Objetivos específicos 

i. Avaliar a melhor carga de proteína utilizada na imobilização de β-galactosidase de K. 

lactis em quitosana ativada com glutaraldeído 0,8 % (v/v); 

ii. Estudar o efeito de diferentes razões de substrato (lactose:frutose) sobre a hidrólise da 

lactose e a transgalactosilação (síntese da lactulose); 

iii. Analisar o efeito que a temperatura tem nas reações, hidrólise e transgalactosilação, 

através de processos de manutenção à temperatura ótima, avaliando a estabilidade 

operacional do biocatalisador utilizado; 

iv. Estudar o efeito dos componentes do meio reacional, avaliando a incubação prévia do 

biocatalisador em soluções que simulem as condições reacionais obtidas ao longo do 

processo; 

v. Avaliar os processos integrados para produção de lactulose, utilizando os parâmetros 

obtidos nos estudos anteriores; 

vi. Analisar o uso da enzima glicose-isomerase para auxiliar no processo de formação de 

lactulose após a hidrólise do soro de leite, através da isomerização da glicose liberada 

no meio; 

vii. Avaliar o uso de reatores de leito fixo nas etapas de hidrólise e de transgalactosilação, 

e seu uso no processo integrado. 

  



26 

 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 Alimentos funcionais 

 Nas últimas décadas a busca por alimentos funcionais tem ganhado espaço em 

diversos estudos científicos (ALONSO; RENDUELES; DÍAZ, 2015; GIBSON; RASTALL, 

2012; PANESAR, P. S.; BALI, 2015; XI et al., 2021). Alimentos funcionais podem ser 

definidos como alimentos que geram benefícios saudáveis ao organismo e diminuem o risco do 

surgimento de doenças crônicas causadas por dietas inadequadas (AL-SHERAJI et al., 2013). 

Alguns estudos sugerem que os alimentos funcionais trazem benefícios, como melhoras no 

sistema imunológico e na saúde do coração, diminuição do risco de câncer, aprimoramento da 

saúde gastrointestinal, redução nos sintomas da menopausa e osteoporose, preservação do trato 

urinário entre outros (AL-SHERAJI et al., 2013; HASLER, 1998; SHAHIDI, 2006). 

 Os alimentos funcionais podem receber três tipos de classificação, de acordo com 

Al-Sheraji e colaboradores (2013): (a) alimentos usuais, que naturalmente possuam em sua 

composição substâncias bioativas; (b) alimentos suplementados com essas substâncias 

bioativas; e (c) alimentos derivados introduzidos na alimentação convencional. Os dois 

primeiros casos são conhecidos como alimentos probióticos e o último caso, conhecido como 

alimentos prebióticos. Prebióticos são carboidratos de cadeia curta e não digestíveis pelas 

enzimas presentes no trato intestinal humano, sendo componentes não-ativos de alimentos e 

que promovem uma fermentação seletiva no cólon, proporcionando um aumento no 

crescimento e atividade de bactérias benéficas ao organismo do hospedeiro (GIBSON et al., 

2004). As principais moléculas com propriedades prebióticas são do tipo di-, tri-, oligo-, 

polissacarídeos, amidos resistentes à digestão e alguns tipos de polióis de açúcar (AL-SHERAJI 

et al., 2013). Diversas características fazem com que o interesse mundial por esses compostos 

tenha se expandido, mostrando que seu potencial vai desde aplicações em setores alimentícios, 

até a produção de fármacos utilizados para diversos fins. 

 

 Prebióticos e suas características 

 Alguns critérios são utilizados para se classificar um carboidrato não digestível 

como prebiótico: (a) o carboidrato deve ser resistente ao suco gástrico e às enzimas presentes 

no trato intestinal mamífero; (b) deve ser sensível à fermentação pelas bactérias intestinais e (c) 

ter a capacidade de aumentar a viabilidade/atividade de tais bactérias. É importante entender 

que os prebióticos agem em associação com as bactérias benéficas ao organismo do hospedeiro, 
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conhecidas com probióticos, gerando benefícios como inibição de patógenos, estimulação 

imunológica, redução no colesterol e no risco de doenças cardiovasculares entre outros 

(GIBSON; RASTALL, 2012; ROBERFROID et al., 2010). 

 No processo de digestão, os compostos prebióticos passam pelo intestino pequeno 

e chegam ao intestino inferior, onde são metabolizados por bactérias probióticas presentes nessa 

região do sistema digestivo. Os principais compostos prebióticos metabolizados na dieta 

humana são lactulose, galactooligossacarídeos, frutooligossacarídeos, inulina e 

maltooligossacarídeos (ILLANES; GUERRERO, 2016; JASKARI et al., 1998; PATEL; 

GOYAL, 2011). Em geral, no intuito de se obter efeitos sinérgicos em compostos alimentícios, 

misturas de compostos prebióticos e probióticos podem ser utilizadas (misturas simbióticas). 

Como exemplo, RaftilosesP95 (prebiótico) combinada com um iogurte rico em Lactobacillus 

casei (probiótico), causa um aumento em seu tempo de estocagem, podendo ser armazenada 

por mais tempo e aumentando a viabilidade do microrganismo probiótico presente em sua 

composição (CAPELA; HAY; SHAH, 2006); o desenvolvimento de um queijo cottage com a 

presença de Lactobacillus delbrueckii e inulina (ARAÚJO et al., 2010), bem como a produção 

de um leite fermentado por bactérias probióticas utilizando farinha de banana verde como 

substrato (BATISTA et al., 2017), são outros exemplos de misturas simbióticas que podem 

trazer benefícios associados ao seu consumo. A Tabela 1 apresenta alguns dos principais 

prebióticos estudados e utilizados, bem como suas estruturas moleculares e fontes de obtenção. 
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Tabela 1 – Principais prebióticos, suas estruturas moleculares e suas fontes de obtenção (continua). 

Prebiótico Estrutura molecular Fonte de obtenção Referência 

Lactulose 

 

Lactose 

GUERRERO; ILLANES, 

2016; PANESAR, Parmjit 

S.; KUMARI, 2011; 

VERA; ILLANES, 2016. 

Lactosucrose 

 

Lactose 
DUARTE et al., 2017; LI, 

Wei et al., 2015. 

Isomaltose 

 

Sucrose 

SAWALE et al., 2017; 

SHYAM; RAMADAS; 

CHANG, 2018. 

Palatinose 

 

Sucrose 

GUGGISBERG; 

PICCINALI; SCHREIER, 

2011; PANESAR, P. S.; 

BALI, 2015; SAWALE et 

al., 2017. 
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Tabela 1 – Principais prebióticos, suas estruturas moleculares e suas fontes de obtenção (continua). 

Prebiótico Estrutura molecular Fonte de obtenção Referência 

Maltooligossacarídeos 

 

Amido NAWAWI et al., 2020. 

Isomaltooligossacarídeos 

 

Amido KANEKO et al., 1994. 

Oligossacarídeos da soja 

 

Soja MA et al., 2017. 

Xilooligossacarídeos 

 

Brotos de bambu, frutas, 

vegetais, leite, mel 

ILLANES; VERA; 

WILSON, 2016; 

RIBEIRO et al., 2018. 
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Tabela 1 – Principais prebióticos, suas estruturas moleculares e suas fontes de obtenção. 

Prebiótico Estrutura molecular Fonte de obtenção Referência 

Galactooligossacarídeos 

 

Leite humano e bovino 

FISCHER; 

KLEINSCHMIDT, 2015; 

KLEIN et al., 2016. 

Frutooligossacarídeos 

 

Aspargos, beterraba, alho, 

cebola, mel, banana, 

tomate, centeio, chicória 

KONDO et al., 2020; LI, 

Pei jun et al., 2016. 

Fonte: Adaptado de Al-Sheraji et al. (2013). 
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 As propriedades do prebiótico dependem de fatores como a sua composição 

monossacarídica, suas ligações glicosídicas e seu peso molecular. As moléculas percursoras 

dos prebióticos utilizados na dieta humana são glicose, galactose, frutose e xilose (MOHANTY 

et al., 2018; ROBERFROID et al., 2010). As ligações glicosídicas entre esses monossacarídeos 

influenciam tanto na digestibilidade no intestino pequeno, quanto na seletividade fermentativa. 

Por exemplo, a fermentação de frutooligossacarídeos por probióticos do gênero 

Bifidobacterium, Acidfophilus e Lactobacillus é seletiva devido as ligações do tipo β-

frutofuranosidase existentes entre as células dessas bactérias e entre as moléculas percussoras 

dos frutooligossacarídeos. Em relação ao peso molecular, a maioria dos prebióticos possui 

baixo peso molecular, com exceção da inulina (1600 g/mol). Porém, a maior parte dos 

carboidratos de sua composição (inulina) possuem baixo grau de polimerização (em média 14), 

sendo que as propriedades prebióticas surgem quando esses carboidratos estão associados. Por 

exemplo, a xilana isoladamente também não possui efeitos prebióticos, mas ao estar associada 

na forma de xilooligossacarídeos tais efeitos passar a surgir. Dessa forma, é interessante 

verificar que quanto maior o peso molecular, ou seja, quanto maior a cadeia de monossacarídeos 

que compõem o prebiótico, então mais demorada será a fermentação (a quebra da molécula), 

fazendo com que os efeitos prebióticos sejam sentidos mais efetivamente nas regiões mais 

interiores do cólon. É o caso da inulina, a qual permite que seus efeitos sejam sensíveis em 

regiões mais distantes do cólon, quando comparada, por exemplo, aos frutooligossacarídeos, 

que possuem menor peso molecular e, consequentemente, são fermentados de maneira mais 

rápida (FINEGOLD et al., 2014; JASKARI et al., 1998; PANESAR, P. S.; BALI, 2015). 

 De acordo com a IUPAC-IUB (2020), oligossacarídeos são os carboidratos que 

apresentam entre 3 e 10 moléculas de monossacarídeos em sua cadeia. O conceito de 

“carboidrato não-digestível” se dá devido ao fato de que o átomo de C anomérico (C1 ou C2) 

das unidades de monossacarídeos de alguns oligossacarídeos, possui uma conformação que 

torna suas ligações osídicas não suscetíveis a atividade hidrolítica das enzimas presentes no 

trato intestinal humano (ROBERFROID et al., 2010; ROBERFROID; SLAVIN, 2000). 

Também são solúveis em água e um pouco mais adocicados do que a sacarose (entre 0,3 e 0,6 

vezes mais doce). Além disso, em casos que se deseja obter alimentos muito doces, o uso de 

oligossacarídeos no processo de mistura é favorável, já que o uso de adoçantes artificiais 

(aspartames e sucraloses, por exemplo) pode deixar sabores indesejáveis no produto final. 

Então, a adição de oligossacarídeos no processo de produção desses alimentos pode mascarar 

tais sabores indesejáveis, além de conferir um aumento na viscosidade da mistura, gerando um 
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produto final com uma melhor textura (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996). Na verdade, o grau 

de doçura do oligossacarídeo irá depender de seu grau de polimerização, bem como dos 

monossacarídeos presentes em sua composição, sendo que quanto maior a cadeia dos 

oligossacarídeos, menos doce este será. Tal propriedade de dulcificação é bastante útil na 

indústria alimentícia, quando se é necessário a substituição da sacarose devido à restrições ao 

seu alto grau de doçura (MUSSATTO; MANCILHA, 2007). Em termos de valores calóricos os 

oligossacarídeos apresentam entre 1,5 e 2,0 Kcal/g, correspondendo a uma faixa entre 40-50 % 

dos valores calóricos de carboidratos mais utilizados, como a sacarose, por exemplo (SAKO; 

MATSUMOTO; TANAKA, 1999). 

 Finegold e colaboradores (2014) conduziram um estudo para determinar a 

tolerância e os efeitos de xilooligossacarídeos na composição da microbiota do cólon humano, 

avaliando se as possíveis mudanças trariam consigo efeitos colaterais. Para tal, um grupo de 32 

indivíduos adultos e saudáveis foi utilizado em um estudo duplo-cego e aleatório, controlado 

por placebo. Doses de 1,4 e 2,8 g de xilooligossacarídeos (além do placebo) foram ministradas 

semanalmente. Os autores observaram que tal oligossacarídeo foi tolerado sem efeitos 

gastrointestinais significativos, além de apresentar um aumento da população de 

bifidobactérias, sendo esse aumento maior no grupo que ingeriu 2,8 g do prebiótico. O estudo 

mostrou que a suplementação alimentar com xilooligossacarídeos foi benéfica para microbiota 

gastrointestinal (FINEGOLD et al., 2014). 

 Ma e colaboradores (2017) avaliaram se o uso de oligossacarídeos oriundos da soja 

tem efeitos sobre as comunidades microbianas intestinais e a possibilidade de ocorrer uma 

modulação imunológica em camundongos. As doses de oligossacarídeos foram aplicadas 

intragastricamente por 22 dias (um total de 4 g de oligossacarídeos da soja por Kg de massa 

corporal). Após esse período, foi constatado um aumento significativo da proliferação de 

bifidobactérias e bactérias do ácido lático, fatores que contribuíram para uma otimização da 

comunidade microbiana do cólon. Além disso, notou-se aumento no percentual de linfócitos-T 

e na sua proliferação, juntamente com diferenças significativas na produção de hemolisinas, 

aumento na atividade antileucêmica das células “Natural Killer” e na atividade fagocitária, 

aumento na produção de citocinas e nos níveis imunoglobina, mostrando que foi possível 

também promover uma modulação imunológica, melhorando-se as funções de defesa do 

organismo dos camundongos (MA et al., 2017). 

 Além dos benefícios já mencionados (a maioria relacionado com melhorias na 

microbiota colônica e efeitos imunomodulatórios), um estudo mais atual, proposto por Kondo 
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e colaboradores (2020), mostra que o uso de frutooligossacarídeos pode ajudar a reduzir os 

sintomas da perda auditiva sensorial, causada, dentre outros fatores, por maus hábitos 

alimentares e uma má nutrição. Os efeitos da ingestão dos oligossacarídeos mostraram 

alterações nas expressões gênicas e na proteção do neurônio ganglionar espiral no ouvido 

interno de camundongos diagnosticados com perda auditiva progressiva de início precoce. Os 

resultados mostraram que, no ouvido interno, a expressão gênica da neurotrofina, o fator 

neurotrófico derivado do cérebro e seu receptor, e os receptores TRKB, SFCA e FFAR3 

(receptores auditivos que emitem impulsos nervosos em resposta às vibrações sonoras) foram 

todos aumentados pelo uso de frutooligossacarídeos (KONDO et al., 2020). 

 Dentre os principais tipos de prebióticos, os oligossacarídeos são os mais 

encontrados na natureza, sendo tipicamente de origem vegetal, mas também sendo encontrados 

em menor quantidade na forma de açúcares livres no leite humano e no colostro de vários 

animais (GIBSON et al., 2004). Esses compostos devem promover o crescimento de 

organismos que geram benefícios ao metabolismo do hospedeiro e levam a uma alteração geral 

no balanço microbiano do cólon. Rycroft e colaboradores (2001) realizaram um estudo no qual 

promoveram a fermentação estática de bactérias fecais de seres humanos, utilizando como 

substrato frutooligossacarídeos, galactooligossacarídeos, xilooligossacarídeos, 

isomaltoologissacarídeos e lactulose. Eles constataram uma alteração na microflora intestinal, 

através de um aumento na população das bactérias do gênero Bificobacterium e Lactobacillus, 

e, em certos casos, uma redução nos níveis de bactérias prejudiciais ao organismo (RYCROFT 

et al., 2001). 

 Em relação à estabilidade do oligossacarídeo, existe uma forte dependência de 

alguns parâmetros, como dos açúcares residuais presentes na sua estrutura, do formato do anel, 

da sua configuração anomérica e dos tipos de ligações presentes em sua conformação. Tais 

parâmetros diferem muito entre os vários tipos de oligossacarídeos existentes. Por exemplo, 

oligossacarídeos que possuem em sua estrutura um maior número de hexoses do que pentoses 

tendem a ter uma estrutura mais rígida, devido às hexoses possuírem interações 

intermoleculares mais intensas entre si. Do ponto de vista de ligação, pode-se observar aspecto 

semelhante. Em geral, ligações do tipo o-glicosídicas são mais fortes do que ligações do tipo p-

glicosídicas, proporcionando uma maior estabilidade à molécula. Observa-se também que em 

pH abaixo de 4,0, tratamentos ou processos a altas temperaturas e altos períodos de estocagem, 

ocorre perda das propriedades físico-químicas e nutricionais desses compostos (MUSSATTO; 

MANCILHA, 2007; VORAGEN, 1998). 
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 Sob o ponto de vista dos usos na indústria alimentícia, oligossacarídeos podem ser 

utilizados em diversos processos para o controle de propriedades físicas, químicas e até mesmo 

biológicas. Como exemplos de aplicações industriais, pode-se citar o controle de temperatura 

de alimentos congelados, alterando a temperatura de congelamento destes. Em processos que 

utilizem aquecimento, oligossacarídeos podem contribuir no controle das reações de Maillard, 

nas quais ocorre a junção do grupo carbonila dos açúcares redutores com o grupo amínico das 

proteínas, dos peptídeos ou dos aminoácidos (o aspecto dourado de alimentos assados é um 

exemplo desse tipo de reação), controlando a intensidade do escurecimento dos alimentos. Em 

processos que necessitem do controle microbiano, os oligossacarídeos podem ser utilizados 

para o controle de retenção de umidade, prevenindo a secagem em excesso e mantendo a água 

retida no alimento, com uma baixa atividade, o que é importante para evitar proliferação e 

contaminação microbiana (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; MUSSATTO; MANCILHA, 

2007).  

 

 Propriedades fisiológicas dos oligossacarídeos 

 Além das propriedades físico-químicas, os oligossacarídeos despertam muita 

atenção, devido também às suas propriedades fisiológicas, que estão relacionadas aos 

benefícios com a saúde. Por exemplo, os oligossacarídeos podem ser usados como substitutos 

de açúcares convencionalmente utilizados em iogurtes, confeitaria, gomas de mascar e algumas 

bebidas, devido ao fato de que, diferente do amido e de açúcares simples, não são utilizados 

pela microflora bucal, evitando assim, a geração de compostos como ácidos e poliglucanos, que 

contribuiriam para o surgimento de cáries (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; PATEL; 

GOYAL, 2011). 

 A ausência, no trato intestinal humano, de enzimas responsáveis por hidrolisar 

ligações do tipo β é o que faz com que os oligossacarídeos não sejam digeríveis pelo organismo 

humano. Como tais compostos são basicamente formados por hexoses e pentoses, ligadas por 

esse tipo de ligação β, podem ser usados como adoçantes em dietas de baixa caloria e por 

pessoas que possuam alguma patologia relacionada com o processamento de açúcares no 

organismo, como a diabetes (GIBSON; RASTALL, 2012; ROBERFROID; SLAVIN, 2000; 

TORRES et al., 2010). Grande parte desses carboidratos é hidrolisado na região superior do 

sistema gastrointestinal, o que faz com que os monossacarídeos resultantes sejam transportados 

na corrente sanguínea para o fígado, onde desempenham um papel tanto de substrato como de 
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reguladores das principais reações metabólicas. Porém, alguns oligossacarídeos resistem à 

passagem por todo processo digestivo, chegando à região do ceco-cólon. Nessa região, tais 

carboidratos são hidrolisados em monômeros e oligômeros, que serão metabolizados pela maior 

parte das bactérias anaeróbicas presentes nessa região gastrointestinal, produzindo gases do tipo 

H2, CO2 e CH4, bem como alguns ácidos graxos de cadeia curta, como acetato, propionato, 

butirato e L-lactato (GIBSON et al., 2004; ROBERFROID; SLAVIN, 2000). Dessa forma, 

pode-se perceber que, apesar de não serem utilizados para gerar energia direta ao organismo, o 

principal papel dos oligossacarídeos é de ser utilizado como substrato para fornecimento de 

energia indireta ao hospedeiro e um regulador metabólico, sendo que a quantidade e os tipos de 

subprodutos (ácidos graxos de cadeia curta e alguns gases) gerados no cólon, dependerão do 

tipo de oligossacarídeos usado como substrato, bem como da composição bacteriana da flora 

intestinal do hospedeiro (ROBERFROID et al., 2010; SAKO; MATSUMOTO; TANAKA, 

1999). 

 Os efeitos causados pela fermentação seletiva dos oligossacarídeos na região do 

ceco-cólon são função de fatores relacionados a composição do oligossacarídeo, bem como 

suas ligações glicosídicas, seu grau de polimerização, a sinergia entre o prebióticos e os 

probióticos presentes, a relação entre o substrato e os produtos formados durante a fermentação, 

a natureza da fermentação e a capacidade sacarolítica das bactérias que compõem essa região 

(GIBSON et al., 2004; MUSSATTO; MANCILHA, 2007; ROBERFROID et al., 2010; SAKO; 

MATSUMOTO; TANAKA, 1999; VORAGEN, 1998). A Figura 1 apresenta um esquema com 

os principais tipos de benefícios que a fermentação de oligossacarídeos pode gerar ao 

hospedeiro. 
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Figura 1 – Principais benefícios fisiológicos dos oligossacarídeos. 

 

Fonte: Adaptado de Mussatto & Mancilha (2007). 

 

 Todos esses benefícios, além das características fisiológicas já mencionadas 

anteriormente, fazem com que os oligossacarídeos se enquadrem na definição de compostos 

funcionais. Tais efeitos chegam a ser comparados a dietas ricas em fibras, devido a 

características como aumento no bolo fecal, redução nos tempos de trânsito gastrointestinal, 

aumento no controle de glicose e modulação do metabolismo de triglicerídeos. No entanto, os 

oligossacarídeos apresentam vantagens quando comparados com esse tipo de dieta, pois 

necessitam de uma dosagem diária menor e não causam diarreia se consumidos até as doses 

recomendadas.(GIBSON et al., 2004). Contudo, a dosagem necessária para se obter de forma 

otimizada tais efeitos benéficos, ainda vem sendo um gargalo nos estudos, já que tal valor varia 

para cada indivíduo, pois possuem suas próprias características referentes a flora intestina 

(ROBERFROID et al., 2010; ROBERFROID; SLAVIN, 2000). 

 Desai e colaboradores (2020) avaliaram a extração de oligossacarídeos do café 

verde residual de processos de extração de compostos aromáticos, e sua aplicação com 

prebióticos. Os métodos de extração utilizados foram enzimáticos, térmico e aquoso, rendendo 

uma média de 19,92 % de monoligossacarídeos. O potencial prebióticos dos oligossacarídeos 

extraídos foi avaliado usando espécies de Lactobacillus e foi observado que tais carboidratos 

otimizaram o crescimento desses microrganismos, os quais atuam diretamente em regiões do 
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trato intestinal. Por fim, avaliaram a resistência dos oligossacarídeos obtidos ao suco gástrico 

humano, notando que 90 % resistiram quando utilizado uma solução artificial de suco gástrico 

humano (pH = 1,0) (DESAI et al., 2020). 

 

 Oligossacarídeos e formas de obtenção 

 Oligossacarídeos podem ser obtidos basicamente por quatro rotas diferentes: (i) 

extração a partir de fontes naturais; (ii) produção por rota microbiológica ou por via enzimática; 

(iii) por síntese química a partir de dissacarídeos, e (iv) por processos químicos de hidrólise de 

polissacarídeos (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; GULEWICZ et al., 2000; PATEL; GOYAL, 

2011). 

 Grande parte dos oligossacarídeos pode ser encontrada de forma natural, como 

componente de frutas, verduras, leite e mel. A concentração obtida na maioria dessas fontes 

naturais está em torno de 0,3 a 6 % em peso fresco. Rafinose e estaquiose são comumente 

encontradas em leguminosas, como soja e o feijão; xilooligossacarídeos podem ser encontrados 

em brotos de bamboo e galactooligossacarídeos fazem parte da composição do leite, 

especialmente de colostros, podendo ser encontrados na forma livre ou glicoconjugados 

(FISCHER; KLEINSCHMIDT, 2015; PANESAR, P. S.; BALI, 2015; VORAGEN, 1998). 

Aspargos, beterraba, alho, chicória, cebola, mel, banana, tomate, trigo, centeio, cevada são 

fontes naturais para obtenção de frutooligossacarídeos. Palatinose (isomaltulose) pode ser 

encontrada no mel, cana-de-açúcar e produtos derivados do melaço (ILLANES; VERA; 

WILSON, 2016; JOHNSON et al., 2013). 

 As formas de produção industrial de oligossacarídeos se baseiam na hidrólise de 

polissacarídeos e síntese química ou enzimática, a partir de dissacarídeos. Estes dois tipos de 

processos são capazes de produzir a maior parte dos oligossacarídeos conhecidos e de interesse 

comercial (com exceção dos oligossacarídeos da soja (rafinose e estaquiose), obtidos por 

extração direta) diferindo entre si apenas no grau de polimerização e nas posições das ligações 

glicosídicas (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996). A Tabela 2 apresenta os principais processos 

industriais para obtenção de oligossacarídeos. 
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Tabela 2 – Principais processos de produção industrial de oligossacarídeos (continua). 

Tipo de Oligossacarídeo Processo de Produção Industrial Referência 

Galactooligossacarídeos 
Comercialmente produzido a partir de soluções concentradas de lactose, obtidas da 

purificação do soro de leite bovino, através da ação de β-galactosidases. 

SAKO; 

MATSUMOTO; 

TANAKA, 1999. 

Frutooligossacarídeos 
Transfrutosilação da sacarose por β-frutosidases e hidrólise enzimática de polissacarídeos 

extraídos a partir de raízes de chicória. 

CRITTENDEN; 

PLAYNE, 1996. 

Palatinose 
Fabricado a partir da sacarose, por um rearranjo enzimático da ligação glicosídica α(1→2)-

frutósido a α(1→6)-frutósido, seguido de um processo de cristalização. 
SAWALE et al., 2017. 

Xilooligossacarídeos 

Processo de fabricação em 3 etapas: (i) tratamento enzimático de xilanas nativas que contêm 

material lignocelulósico; (ii) fracionamento químico do material lignocelulósico obtido, 

seguido de uma hidrólise enzimática, e (iii) degradação hidrolítica das xilanas à 

xilooligossacarídeos por vapor, água ou soluções de ácidos minerais. 

DÁVILA et al., 2019. 

Maltooligossacarídeos 
Produzidos a partir do amigo pela ação de enzimas de desagregação, tais como pululanase e 

amilase, combinado com hidrólise por α-amilases. 

CRITTENDEN; 

PLAYNE, 1996. 
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Tabela 2 – Principais processos de produção industrial de oligossacarídeos. 

Tipo de Oligossacarídeo Processo de Produção Industrial Referência 

Lactosacarose Produzido usando lactose e sacarose como matéria prima em reações enzimáticas. 
VERA; ILLANES, 

2016. 

Isomaltooligossacarídeos 

Produzido usando amido em reatores de 2 estágios: (i) o amido é liquefeito usando α-amilases 

e (ii) processado por β-amilases (hidrólise do amido a maltose) e α-glicosidases (produz 

isomaltooligossacarídeos por reações de transglicosidação). 

KANEKO et al., 1994. 

Rafinose e estaquiose 
Podem ser diretamente extraídos de fontes vegetais, usando soluções aquosas de metanol ou 

etanol. 

GULEWICZ et al., 

2000. 

Lactulose 

Produzido a partir da lactose por meio de um processo de isomerização alcalino, onde a 

porção de glicose presente na lactose é convertida em frutose, formando a lactulose. Pode ser 

obtida também a partir de rotas biológicas, utilizando enzimas do tipo β-galactosidases, as 

quais na presença de lactose e frutose formam a lactulose. 

DE ALBUQUERQUE 

et al., 2018. 

Fonte: Al-Sheraji et al. (2013). 
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 Todavia, observa-se uma predominância de processos enzimáticos para produção 

de oligossacarídeos, nos quais pode ocorrer a construção da molécula a partir de açúcares mais 

simples, tanto por meio de reações de transgalactosilação; quanto por meio de hidrólises de 

polissacarídeos (GUERRERO; VERA; ILLANES, 2017b; MARTÍNEZ-VILLALUENGA et 

al., 2008; SAKO; MATSUMOTO; TANAKA, 1999; XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018). 

Esses processos produzem espectro razoável de oligossacarídeos, diferindo entre si no grau de 

polimerização e na posição das ligações glicosídicas. Além disso, é comum, após esses 

processos, a presença de açúcares residuais que, em geral, são inertes e podem ser removidos 

através de processos de separação por membranas ou por cromatografia (CRITTENDEN; 

PLAYNE, 1996; MUSSATTO; MANCILHA, 2007; SAKO; MATSUMOTO; TANAKA, 

1999). 

 Um dos grandes interesses na produção de galactooligossacarídeos é a possibilidade 

da adição desses compostos como ingrediente funcional no preparo de alimentos voltados ao 

desenvolvimento infantil. Isso se dá devido ao fato de que a presença de galactooligossacarídeos 

estimula desenvolvimento de uma microflora de bífidos, contribuindo para o desenvolvimento 

do sistema gastrointestinal. O processo de produção utiliza lactose, em processos a elevadas 

concentrações, como substrato para reação catalisada pela atividade galactosil-transferase de β-

galactosidases, durante o processo de hidrólise da lactose (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; 

TORRES et al., 2010). Empresas como Yakult© Honsha Co., Nissin© Sugar Manufacturing 

Company e Snow Brand Milk Products já são referência no mercado e na produção de 

galactooligossacarídeos desde o início dos anos 90. 

 Devido a seus benefícios à saúde, os frutooligossacarídeos representam o maior 

volume de oligossacarídeos produzidos comercialmente, os quais já vêm sendo reportados 

desde a década de 90 (SRIDEVI et al., 2014). Podem ser produzidos por duas rotas diferentes, 

gerando produtos finais semelhantes. No primeiro método, assim como na produção de 

galactooligossacarídeos, é necessário um meio contendo excesso de substrato. Nesse caso, a 

sacarose é o dissacarídeo utilizado na reação de transfrugalactosilação catalisada pela enzima 

β-frutofuranosidase (E.C. 3.2.1.26). Os frutooligossacarídeos formados dessa reação possuem 

de 2 a 4 resíduos β(1→2)-frutósido, que podem ser ligados aos terminais residuais α-D-glicose. 

O grupo Beghin-Meiji Industries (Paris, FR) comercializa frutooligossacarídeos obtidos a partir 

dessa rota sob a marca “Actilight®”. Nos EUA, esse composto é distribuído pela Golden 

Technologies (Westminster, CO) sob a marca “NutraFlora” (GANAIE; GUPTA; KANGO, 

2013; KURAKAKE et al., 2010; PARK; ALMEIDA, 1991). O segundo método utilizado para 
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produção comercial de frutooligossacarídeos consiste em uma hidrólise enzimática controlada 

por inulinases (E.C. 3.2.1.7) de polissacarídeos de inulina (inulina-oligossacarídeo) extraídos a 

partir de raízes de chicória. O processo de produção é semelhante ao descrito anteriormente 

com β-frutofuranosidase. No entanto, nem toda cadeia residual de β(1→2)-frutósido irá se ligar 

a um terminal α-D-glicose. Diferente da sacarose, a mistura obtida da hidrólise da inulina possui 

cadeias maiores de frutooligômeros, os quais podem se ligar entre si formando um tipo diferente 

de frutooligossacarídeo obtido no processo utilizando apenas sacarose como substrato para 

reação. Contudo, a diferença nos efeitos proporcionados no produto final é insignificante, 

fazendo com que o segundo processo também possa ser usado para fins de produção comercial. 

Esse tipo de processo é utilizado principalmente pela companhia belga ORAFTI© e o produto 

final é vendido com o nome comercial de Raftilose® (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; 

SRIDEVI et al., 2014). 

 A palatinose é produzida basicamente a partir da sacarose, utilizando a enzima 

isomaltulose-sintase (E.C. 5.4.99.11) imobilizada. Em geral, a palatinose sintetizada 

enzimaticamente é digerível no intestino pequeno e pode ser usada como substituto do açúcar 

em dietas mais restritivas, além de promover a cárie dentária. Contudo, a palatinose formada 

pela desidratação intermolecular, formando uma molécula de carboidrato mais densa, consegue 

alcançar concentrações adequadas para estimular o crescimento das bifidobactérias. Diversas 

empresas atualmente produzem palatinose, sendo muitas delas ligadas a obtenção de produtos 

para dietas que direcionados ao desenvolvimento muscular com pouca ingestão de carboidratos. 

Porém, a Mitsui Sugar Co., em Kanagawa no Japão, foi a pioneira no desenvolvimento do 

processo de produção em larga escala desse oligossacarídeo (GUGGISBERG; PICCINALI; 

SCHREIER, 2011; SAWALE et al., 2017). 

 O mercado de xilooligossacarídeos inicialmente deteve os menores números, mas 

que cresceu de forma rápida. A matéria-prima utilizada para produção industrial é proveniente 

de materiais lignocelulósicos, os quais possuem o polissacarídeo xilana, encontrada de forma 

abundante em plantas, nas paredes celulares secundárias das dicotiledôneas e em todas as 

paredes celulares das gramíneas. A xilana passa por uma hidrólise enzimática controlada pela 

enzima endo-1,4-β-xylanase (E.C. 3.2.1.8), no qual as xiloses necessárias para síntese dos 

xilooligossacarídeos são liberadas. Os oligossacarídeos formados nesse processo são separados 

usando ultrafiltração e processos de osmose reversa (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; 

RIBEIRO et al., 2018). 



42 

 

 O processo de formação de maltooligossacarídeos utiliza o amido como substrato, 

através da ação de enzimas de desagregação, tais como a pululanase (E.C. 3.2.1.41) e isoamilase 

(E.C. 3.2.1.68). Estas enzimas “desagregam” as unidades de [α-D-Gli-(1→4)-], presentes na 

estrutura do amido. Em seguida, utilizando enzimas do tipo α-amilases para uma hidrólise 

enzimática controlada, ocorre a formação específica dos maltooligossacarídeos. É importante 

destacar que o tipo de α-amilase utilizada no processo de formação da molécula de 

oligossacarídeo, irá determinar o tamanho da cadeia de maltooligossacarídeo, de acordo com 

sua especificidade (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996). De forma semelhante ocorre a produção 

dos isomaltooligossacarídeos. No entanto, os resíduos glicosídicos utilizados para formação da 

molécula são [α-D-Gli-(1→6)-]. Além disso, as misturas desses oligossacarídeos também 

contém resíduos do tipo α(1→4). Sua produção utiliza enzimas imobilizadas em um reator de 

dois estágios. No primeiro estágio, α-amilases (E.C. 3.2.1.1) atuam na liquefação do amido para 

ser usado no segundo estágio. Nessa etapa, duas reações estão envolvidas: na primeira, 

catalisada pela β-amilase (E.C. 3.2.1.2), ocorre a hidrólise o amido liquefeito, produzindo 

maltose para ser utilizado na segunda reação, catalisada por α-glicosidase (E.C. 3.2.1.20), 

ocorrendo uma reação de transglicosidação para a formação da molécula de 

isomaltooligossacarídeo. 

 Outro tipo de oligossacarídeo produzido utilizando lactose com substrato é a 

lactosacarose. Seu processo de produção utiliza sacarose e a mesma enzima usada na produção 

de frutooligossacarídeos (β-frutofuranosidase – E.C. 3.2.1.26). O resíduo [β-D-Gal-(1→4)-α-

D-Gli-(1→2)-] proveniente da lactose é ligado a resíduos frutósidos (β-D-Fru), formados 

também pela ação da enzima β-frutofuranosidase, a qual também catalisa a reação de 

transfrutosilação para a formação da molécula de lactosacarose (CRITTENDEN; PLAYNE, 

1996; DUARTE et al., 2017; GUERRERO; ILLANES, 2016). 

 Dentre os oligossacarídeos citados, a rafinose e a estaquiose são os únicos que 

podem ser obtidos apenas por extração direta da fonte vegetal, sem a necessidade de enzimas 

durante o processo de produção (JOHNSON et al., 2013; XI et al., 2021; ZHAO, Yue Tao et 

al., 2013). A extração é feita a partir de uma solução de soro de soja, obtida com subproduto da 

produção da proteína de soja isolada e concentrada, que possui um alto teor de rafinose e 

estaquiose, além de açucares mais simples, como sacarose, glicose e frutose. Em geral, os 

processos de extração desses carboidratos podem ser utilizando água ou soluções aquosas de 

álcoois como, por exemplo, metanol e etanol. A extração utilizando apenas água é a mais 

indicada para separar açúcares de baixo peso molecular, como o caso da rafinose. Todavia, a 
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água também é um solvente bastante indicado na extração de componentes hidrofílicos, tais 

como polissacarídeos e proteínas que também estão presentes na composição de fontes vegetais. 

Outro ponto importante é que enzimas como α-amilases (E.C. 3.2.1.1) e α-galactosidades (E.C. 

3.1.2.22), presentes nas células vegetais, devem ser inativadas antes, ou até mesmo durante o 

processo de extração, sendo que o uso da água como solvente não permite tal inativação 

enzimática. Por esses motivos, os processos de extração mais recomendados e utilizados 

comercialmente, fazem uso de sistemas aquosos alcoólicos, com um teor de aproximadamente 

80 % (v/v) de metanol ou etanol para remoção da rafinose. A empresa japonesa Calpis Food 

Industry Co. foi pioneira no processo de obtenção de oligossacarídeos da soja, dentro os quais, 

a rafinose (AL-SHERAJI et al., 2013; JOHANSEN; GLITSØ; BACH KNUDSEN, 1996; 

MUSSATTO; MANCILHA, 2007). 

 Por fim, a lactulose também faz parte dos principais oligossacarídeos com interesse 

comercial. No entanto, diferente da rafinose, não pode ser encontrada naturalmente. Em geral, 

seu processo de produção é através de isomerização alcalina da lactose, utilizando rotas 

reacionais de Lobry de Bruyn-van Ekenstin (ANGYAL, 2001; WANG, Zerong, 2010). A rota 

de produção química da lactulose em meio alcalino é a mais empregada, utilizando como 

catalisadores básicos hidróxido de cálcio, hidróxido de sódio, hidróxido de potássio, carbonato 

de potássio, aluminatos de sódio, aminos terciários, boratos, zeólitas e sepiolites (AIDER; 

HALLEUX, 2007; DE ALBUQUERQUE et al., 2018; WANG, Zerong, 2010). 

 A grande problemática da síntese química na produção de lactulose é a geração de 

níveis elevados de subprodutos e resíduos monossacarídicos (como glicose, galactose e 

frutose), presentes no xarope de lactulose produzido e que não são facilmente separados. Em 

termos de produção comercial, a contaminação do produto final deve ser evitada, o que faz com 

que um processo de purificação eficaz da lactulose produzida seja necessário. Tais processos 

são caros e geram resíduos com altas cargas orgânicas, que também demandam uma atenção 

especial ao seu tratamento e geram mais custos ao processo (GUERRERO; VERA; 

CONEJEROS; et al., 2015; GUERRERO; ILLANES, 2016). No entanto, a produção 

enzimática da lactulose, mesmo que ainda pouco utilizada em níveis industriais, vem sendo 

alvo de estudos, justamente por se tratar de um processo que não requer substratos puros e que 

gera um produto final com maior grau de pureza, com um efluente com níveis inferiores de 

subprodutos (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; GUERRERO et al., 2019; GUERRERO; 

VERA; ILLANES, 2017b; SCHMIDT; NEDELE; HINRICHS, 2020). 
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 Como um dos objetivos do presente estudo é a produção de lactulose, o tópico a seguir 

traz uma série de informações acerca de suas características, formas de obtenção e benefícios 

que ela proporciona. 

 

 Lactulose 

 A lactulose (Figura 2) (4-O-β-D-galactorpiranosil-D-frutose) é um dos tipos de 

oligossacarídeos que tem despertado a atenção de estudos voltados para sua produção, devido 

às suas propriedades terapêuticas, sendo considerado um importante composto produzido a 

partir da lactose (WANG, He et al., 2013). A Tabela 3 apresenta as principais propriedades 

físico-químicas da lactulose. 

 

Figura 2 – Estrutura molecular da lactulose. 

 
Fonte: O Autor (2021). 
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Tabela 3 – Propriedades físico-químicas da lactulose. 

Fórmula molecular C12H22O11 

Massa molecular (g/mol) 342,3 

Ponto de fusão (°C) 168,5 – 170 

Calor de solução (J/g) -11,68 

Rotação específica [α]D
20 a 589 nm -51,5 ° 

Doçura (em relação a sacarose) 0,6 – 0,8 

Solubilidade em água a 20 °C (g/L) 2060 

Solubilidade em etanol a 30 °C (g/L) 25,4 

Temperatura de transição vítrea (Tg, °C) -47 

Fonte: Nooshkam, Babazadeh, & Jooyandeh (2018). 

 

Inicialmente, a presença de lactulose foi definida com um parâmetro de qualidade do 

leite, identificando se o procedimento térmico utilizado foi UHT (Ultra-High Temperature), 

UHT indireto, esterilização ou pasteurização. Nesse caso, a lactulose funcionava com um 

indicador químico, o qual variava de acordo com a concentração de lactulose presente no leite, 

mostrando se o tratamento havia sido eficaz ou não (ADACHI, 1965, 1958). A primeira forma 

de obtenção de lactulose por via enzimática foi demonstrada por Vaheri e Kaupinnen (1978), 

os quais realizaram uma reação de hidrólise da lactose catalisada pela enzima β-galactosidase, 

na presença de frutose (Figura 3). 

 

Figura 3 – Esquema de hidrólise da lactose por rota enzimática, utilizando β-galactosidases 

como biocatalisadores da reação. 

 

Fonte: O Autor (2021). 
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 As enzimas presentes no trato digestivo dos mamíferos não são capazes de 

hidrolisar a ligação o-glicosídica entre a galactose e frutose que compõem a lactulose 

(PANESAR, P. S.; BALI, 2015; SCHUSTER-WOLFF-BÜHRING; FISCHER; HINRICHS, 

2010), o que faz com que esse composto chegue ativo e em quantidade suficiente para ser 

utilizado por espécies de Bifidobacterium presentes na flora intestinal. A lactulose consumida 

por esses microrganismos faz com que ocorra um aumento na produção de ácido acético, lático 

e fórmico, bem como um aumento na produção de dióxido de carbono. Esses compostos agem 

bioquimicamente no organismo, atraindo uma maior quantidade de fluidos para as regiões 

intestinais, alterando a consistência das fezes, tornando-as menos consistentes e facilitando sua 

excreção. Além disso, uma maior quantidade desses ácidos faz com que o conteúdo presente 

no intestino se torne mais ácido, reduzindo a absorção de compostos químicos derivados da 

amônia (PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 2011). 

 Diversas são as aplicações para lactulose, tanto no ramo alimentício quanto no setor 

farmacêutico. A Figura 4 apresenta um esquema com as diversas aplicações da lactulose. 

 

Figura 4 – Aplicações da lactulose no setor farmacêutico e no setor alimentício. 

 
Fonte: Adaptado de Guerrero & Wilson, (2016). 
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3.5.1 Aplicações da lactulose 

 Desde 1950, a lactulose já vem sendo utilizada pelo setor farmacêutico como 

medicamento para o tratamento de doenças e alterações na saúde. Seus efeitos prebióticos foram 

descobertos em 1957, em bactérias do gênero Bifidus, fazendo com que surgisse um interesse 

por parte do setor alimentício (NOOSHKAM; BABAZADEH; JOOYANDEH, 2018). 

 Desde a década de 60 que a lactulose é utilizada com medicamento para tratar 

constipação. Essa aplicação médica se dá devido à formação de compostos ácidos de baixo peso 

molecular, que aumentam os efeitos osmóticos intestinais, aumentando o fluxo de água 

resultante para o cólon e reduzindo o pH fecal. Isso faz com que ocorra um aumento na 

motilidade fecal (ou seja, facilidade de locomoção), amolecimento das fezes e uma redução do 

tempo de trânsito colônico (NOOSHKAM; BABAZADEH; JOOYANDEH, 2018). Contudo, a 

extensão dos efeitos purgativos irá depender de fatores como idade, peso, sexo, estado da saúde 

e a dieta do paciente em questão. Além disso, o seu uso pode promover benefícios contra a 

constipação crônica, devido ao seu perfil de segurança no uso de longo prazo e a eficácia 

comprovada da lactulose (SCHUMANN, 2002). 

 Estudos mostram que o uso da lactulose curou os sintomas neuropsiquiátricos da 

encefalopatia (NOOSHKAM; BABAZADEH; JOOYANDEH, 2018; PANESAR, Parmjit S.; 

KUMARI, 2011). A encefalopatia hepática, em geral, ocorre em pacientes já diagnosticados 

com alguma doença hepática crônica, como cirrose ou algum tipo de hepatite. Os principais 

fatores desencadeantes desta doença são infecções e desidratação. Seus sintomas consistem em 

esquecimento, confusão mental, hálito com odor desagradável e bolorento, desorientação e fala 

arrastada (KARANFILIAN; PARK; SENATORE, 2020). A toxina mais comum e que acarreta 

esse tipo de complicação é a amônia, produzida pela degradação de proteínas por bactérias 

intestinais. Quando não removida do sangue por ação do fígado, atua como um composto 

neurotóxico (SCHUMANN, 2002). Em geral, o tratamento é realizado por meio da redução no 

consumo de proteínas e com o uso de antibióticos. No entanto, tais condições podem ser 

substituídas pelo uso da lactulose. 

 A fermentação de lactulose por bactérias presentes no trato intestinal produz 

quantidades significativas de hidrogênio endógeno mobilizado, que pode ser utilizado como 

protetor contra colite induzida por DSS (Dextran Sulfate Sodium, em português sulfato de 

dextrano sódico), reduzindo o estresse oxidativo e aliviando os sintomas de doenças 

inflamatórias intestinais em seres humanos. Além disso, a ingestão oral de lactulose evita a 
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endotoxemia sistêmica de origem intestinal. Assim, a lactulose previne inflamações intestinais, 

já que evita a proliferação de bactérias que liberam endotoxinas que são a causa da patogênese 

dessa doença (PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 2011). 

 A lactulose pode prevenir efeitos de endotoxinas como, por exemplo, disfunções 

renais (DIAMOND; ROWLANDS, 1989; KOUTELIDAKIS et al., 2003). Outros benefícios 

obtidos a partir desses efeitos são aplicações médicas em tratamentos de doenças metabólicas 

como síndrome hepatorrenal (SCHUSTER-WOLFF-BÜHRING; FISCHER; HINRICHS, 

2010), disfunções pancreáticas exócrinas (MACK, D R et al., 1990; MACK, David R. et al., 

1992), diabetes mellitus (TABATABAIE, Tahereh et al., 1997) e hipercolesterolemia (LIAO, 

W.; FLOREN, 1994; LIAO, Wei; FLORÉN, 1993). 

 Reportes (CORNELL, 1985) sugerem que a lactulose possui efeitos anti diabetes 

devido aos efeitos anti-endotoxinas afetarem a produção de insulina pelo organismo. Dessa 

forma, com um controle sob a produção de insulina ocorre um controle subsequente dos níveis 

de glicose no sangue (BIANCHI, G. P. et al., 1994; BIANCHI, G.; RONCHI; MARCHESINI, 

1997; CORNELL, 1985). 

 Estudos mostram que o uso da lactulose curou os sintomas neuropsiquiátricos da 

encefalopatia (NOOSHKAM; BABAZADEH; JOOYANDEH, 2018; PANESAR, Parmjit S.; 

KUMARI, 2011). O câncer de cólon ocorre em consequência de processos bioquímicos que 

podem acontecer no lúmen, nos mucos ou em tecidos adjacentes a essa região. Os produtos 

resultantes do metabolismo da microflora colônica, bem como sua composição, influenciam 

diretamente na formação de células cancerígenas na região colônica. A lactulose aliada à 

bactérias probióticas também presentes nessa região, reduzem os riscos de câncer de cólon 

(LIONG, 2008; WOLLOWSKI; RECHKEMMER; POOL-ZOBEL, 2001). 

 A ingestão de lactulose favorece o desenvolvimento de bactérias do gênero Bifidus. 

Essas bactérias desempenham um papel importante na prevenção de tumores e no 

desenvolvimento imunológico do hospedeiro (PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 2011; 

SCHUMANN, 2002). 

 As principais aplicações da lactulose no setor alimentícios estão relacionadas com 

o seu fator bífido ou com aplicações como ingrediente funcional para regularização intestinal. 

Além disso, a lactulose pode ser utilizada na modificação de sabor e de propriedades físico-

químicas de alimentos. Este dissacarídeo pode ser utilizado como adoçante para pacientes 

diabéticos e como substituto do açúcar em bebidas, leite em pó, iogurtes, sobremesas lácteas, 
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confeitaria, panificação e alimentos (sejam secos ou líquidos) destinados exclusivamente para 

idosos (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996). A lactulose favorece a sobrevivência de probióticos 

presentes em iogurtes, tais como Lactobacillus rhamnous e Bifidobacterium bifidum, as quais 

resistiram a um tempo de estocagem de cinco semana, a 4 °C (PANESAR, PARMJIT S.; 

KUMARI, 2011; TABATABAIE, F; MORTAZAVI, 2008). 

 

 Processo de produção de lactulose por rota química 

 A maior parte da lactulose produzida e comercializada é obtida por síntese química. 

Em tese, o processo é bastante simples e trata da isomerização alcalina da lactose, rearranjando 

a porção de glicose em frutose, formando a molécula de lactulose, como mostra a Figura 4. Esta 

reação é rapidamente seguida pela degradação da lactulose, formando galactose e ácidos 

isossacarínicos (Figura 5), sendo necessária a remoção do produto do meio reacional, ao passo 

que esse vai sendo formado. 

 

Figura 5 – Esquema de isomerização alcalina da lactose para formação de lactulose e outros 

subprodutos. 

 
Fonte: Adaptado de Guerrero & Wilson (2016). 
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 O mecanismo de reação da rota química segue transformações que ocorrem por 

meio de reações de Lobry de Bruyn-van Ekenstin (ANGYAL, 2001; WANG, Zerong, 2010). 

As reações de Lobry de Bruyn-van Ekenstin se dividem basicamente em duas: epimerização e 

interconversão de aldoses a cetoses, as quais ocorrem de forma paralela e simultânea (HAJEK 

et al., 2013), sendo a segunda reação mais importante. Tais reações ocorrem em meio alcalino 

(ou com algum catalisador básico), sendo que qualquer material que possua características 

alcalinas pode ser usado nesse tipo de reação. Contudo, a reação apresenta um equilíbrio 

termodinâmico desfavorável e uma baixa seletividade às cetoses reativas formadas durante o 

processo de interconversão. Como alternativa para contornar esse problema, é comum utilizar-

se agente de complexação (como o borato) que irão atuar com estabilizadores das cetoses, 

facilitando a conversão molecular. No entanto, o uso desses agentes contribui para formação de 

efluentes com uma maior carga de resíduos e dificulta o processo de purificação e separação do 

produto final (HAJEK et al., 2013; MENDICINO, 1960). 

 Há também uma segunda rota química de obtenção de lactulose, que consiste numa 

reação de lactose com amônia ou aminas. Neste caso, ocorre a formação de um complexo 

lactosilamina, o qual sofre um rearranjo molecular conhecido como reagrupamento de Amadori 

(HOJNIK et al., 2016), para formação de lactusolamina e, após isso, ocorre a hidrólise para 

formação de lactulose. 

 Um dos fatores essenciais no processo de produção de lactulose (seja por via 

química ou biológica) é a presença de nucleófilos (tais como a frutose, por exemplo). No caso 

da síntese química, esses podem ser obtidos por meio de diversos agentes que possuam e 

confiram ao meio (após dissolução) propriedades básicas. Isto traz uma noção de que não existe 

ainda o catalisador ideal para tal reação. Todavia, o catalisador utilizado deve seguir alguns 

critérios (AIDER; HALLEUX, 2007). 

i. Garantir um nível máximo de isomerização com baixos níveis de formação de 

subprodutos; 

ii. Ser ambientalmente seguro e não possuir toxicidade; 

iii. Ser facilmente removido do meio através de processos de desmineralização; 

iv. Possuir baixo custo e alta disponibilidade; 

v. Possuir uma boa estabilidade operacional para usos sucessivos. 

 Contudo, não estão disponíveis reportes sobre um catalisador que alie todos esses 

parâmetros, apresentando pontos positivos e negativos, e os catalisadores alcalinos mais 
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utilizados nesse tipo de síntese se dividem em três principais grupos: os hidróxidos, sulfatos e 

boratos (AIDER; HALLEUX, 2007; HAJEK et al., 2013; PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 

2011). Ao analisar o processo de produção de lactulose por isomerização em meio alcalino, 

percebem-se desvantagens, sendo a maioria relacionada com o processo de downstream. 

 

 Processo de produção de lactulose por rota enzimática 

 O uso de uma rota enzimática como alternativa para esse processo já mostrou 

resultados eficazes para transpor os problemas causados pela via química de produção 

(GIBSON; RASTALL, 2012; LEE; KIM; OH, 2004; PADILLA et al., 2015). β-galactosidases 

(E.C. 3.2.1.23) são as enzimas mais utilizadas na síntese de lactulose por via enzimática, devido 

à sua robustez e ao seu amplo uso na indústria alimentícia em processos de hidrólise de lactose 

para produção de leite com baixo teor de lactose e até mesmo em tratamentos dos efluentes 

gerados por esse setor (GUERRERO; WILSON, 2016). Essas enzimas hidrolisam a ligação β-

1,4-D-galactosídica da lactose, liberando seus monossacarídeos, glicose e galactose (WANG, 

He et al., 2013). Na presença de substratos, como lactose e frutose e sob as condições 

apropriadas, a β-galactosidase irá catalisar a hidrólise da lactose, liberando glicose e galactose 

no meio. Esta última irá formar o complexo enzima-galactosil, o qual, na presença de frutose 

(que age como nucleófilo), irá formar a molécula de lactulose, podendo gerar até mesmo outros 

galactooligossacarídeos (dependendo da molécula que irá atuar como nucleófilo na reação de 

transgalactosilação), sem perder sua eficiência na hidrólise da lactose (PANESAR, P. S.; BALI, 

2015; PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 2011). Nessas reações, o nucleófilo ataca o complexo 

enzima-substrato para formar o produto desejado. Ocorre que, tanto a frutose (no caso das 

reações de formação de lactulose) quanto a água (nas reações de hidrólise) podem atuar como 

nucleófilo, gerando uma espécie de competição entre as reações catalisadas pela β-

galactosidase. Dessa forma, tem-se tanto uma reação controlada cineticamente (a 

transgalactosilação), quanto uma reação controlada termodinamicamente (a hidrólise). A 

síntese de lactulose, por ser cineticamente controlada, pode ser favorecida retirando-se o 

produto, no caso a lactulose, do meio ao longo da reação, pois existe uma concentração ideal 

de lactulose que deve estar presente no meio, a fim de que a transgalactosilação prevaleça sobre 

a hidrólise. Além do controle sobre a quantidade de lactulose no meio, a concentração do 

nucleófilo também é algo que altera o balanço entre essas duas reações, e que deve ser levado 

em conta nesses estudos (BOON; VANT RIET; JANSSEN, 2000). 
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 O processo de produção de lactulose por via enzimática torna a reação mais seletiva 

e necessita de condições reacionais mais suaves, quando comparadas à rota química, fazendo 

com que o processo torne-se mais adequado aos princípios da química verde e o produto final 

gerado seja mais puro, otimizando o processo de donwstream (GUERRERO et al., 2011).O uso 

de rotas biológicas permite utilizar substratos não-puros como fonte de lactose. É o caso do 

soro de leite, sendo um resíduo da produção de queijos e que é comumente utilizado nesse tipo 

de processo (CASAL et al., 2006; KOUTINAS et al., 2009; NOOSHKAM; BABAZADEH; 

JOOYANDEH, 2018; PINHEIRO ALVES et al., 2014; RAMOS et al., 2015). Além desses 

fatores, rotas bioquímicas permitem a geração de efluentes com uma menor quantidade de 

contaminantes em sua composição, ou seja, a formação de subprodutos indesejáveis é bastante 

reduzida nesses casos de reações bioquímicas. 

 É necessário entender como funciona a síntese de lactulose por via enzimática, para 

analisar possíveis condições para otimizar este processo. Na rota biológica (Figura 6), a 

formação da molécula de lactulose ocorre através da formação de uma ligação o-glicosídica 

entre o complexo β-galactosil e o átomo de carbono C4 da molécula de frutose (WANG, He et 

al., 2013). Esse tipo de reação pode ser catalisada por β-galactosidases, e em alguns casos, por 

β-glicosidases (PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 2011; WANG, He et al., 2013). Essas 

enzimas atuam tanto no processo de hidrólise da lactose, quanto no processo para formação da 

lactulose, catalisando a reação de transgalactosilação para a formação deste prebiótico (Figura 

6). 
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Figura 6 – Reações de hidrólise da lactose e síntese de lactulose por transgalactosilação, catalisadas por β-galactosidase. 

 
Fonte: Albuquerque (2018). 
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 Essa reação pode ocorrer por duas vias diferentes: uma via termodinamicamente 

controlada e outra cineticamente controlada. Na primeira via, a síntese de lactulose é 

termodinamicamente controlada, o que favorece a ocorrência de uma hidrólise reversa, na qual 

os açúcares que compõem a lactulose irão atuar ambos como substrato. Nesse caso, moléculas 

de água atuam como receptores galactosil, e glicose e galactose surgem como produtos finais. 

É comum nesse tipo de reação o uso de receptores galactosil fixos (um único tipo de molécula, 

como a água, por exemplo), fazendo com que o rendimento da reação dependa apenas de sua 

termodinâmica. Na segunda via, a formação de lactulose é cineticamente controlada. Aqui, a 

enzima transfere uma unidade de monossacarídeo, a partir do doador acil, para outro sacarídeo, 

o qual é o receptor de monossacarídeos (aceptor acil). Esse tipo de reação é observado quando 

o objetivo do processo é favorecer a transgalactosilação, existindo uma dependência cinética 

relacionada aos substratos e ao biocatalisador utilizado. Dessa forma, por ser uma etapa 

conduzida pela atividade de transgalactosilação da β-galactosidase, o processo de produção de 

lactulose é cineticamente controlado, sendo que a lactose atua como doador acil ativo e a frutose 

como nucleófilo (receptor acil ativo) (DE ALBUQUERQUE et al., 2018). Moléculas de frutose, 

glicose, lactose entre outras, podem atuar como receptores galactosil e formam moléculas de 

lactulose, galactooligossacarídeos e outros oligossacarídeos (MAYER et al., 2004; 

SITANGGANG; DREWS; KRAUME, 2014b). A Figura 7 apresenta algumas possibilidades 

de reações com o complexo β-galactosil com diferentes nucleófilos. 
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Figura 7 – Representação esquemática das diferentes reações que envolvem o complexo 

enzimático β-galactosil com diferentes tipos de nucleófilos. 

 
Fonte: Adaptado de Guerrero, Vera, & Illanes (2017a). 

 

 Durante os ensaios de otimização do processo de produção de lactulose por rota 

biológica, observou-se que outros tipos de oligossacarídeos também foram sintetizados durante 

a reação: a rafinose e a estaquiose. Dessa forma, procurou-se conhecer um pouco mais sobre 

esses compostos, a fim de se avaliar o processo de produção conjunta desses oligossacarídeos 

com a lactulose, em uma mesma reação. 

 

3.7.1 Rafinose e estaquiose 

 Considerados como oligossacarídeos da família da rafinose, a estaquiose (α-D-

galactopiranosil-(1→6)-α-D-galactopiranosil-(1→6)-α-D-glicopiranosil-(1→2)-β-D-

frutopiranosil e a rafinose (α-D-galactopiranosil-(1→6)-α-D-glicopiranosil-(1→2)-β-D-

frutopiranosil) são amplamente encontrados no reino vegetal, mais precisamente em espécies 

leguminosas (JOHNSON et al., 2013; KURIYAMA; MENDEL, 1917; XI et al., 2021; ZHU, 

Xin et al., 2020). Tais compostos são produzidos durante a fase de desenvolvimento da semente 
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e funcionam como reservas de carbono durante a fase de amadurecimento e germinação da 

planta (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2011; MARTÍNEZ-VILLALUENGA; FRÍAS; 

VIDAL-VALVERDE, 2005). Devido ao seu baixo peso molecular, esses oligossacarídeos 

podem ser encontrados em diferentes sementes pertencentes ao grupo das oleaginosas. As 

sementes de tremoço possuem um alto teor desses oligossacarídeos em sua composição 

(aproximadamente 7-15 %) (MARTÍNEZ-VILLALUENGA; FRÍAS; VIDAL-VALVERDE, 

2005). 

 Da mesma forma que os demais oligossacarídeos, a rafinose e a estaquiose resistem 

ao processo digestivo, chegando em quantidades significativas em regiões especificas do trato 

intestinal, atuando no crescimento seletivo e melhorando a atividade de bactérias do gênero 

Bifidus, presentes no cólon e benéficas ao hospedeiro (PANESAR, P. S.; BALI, 2015; 

TAKAHASHI et al., 2005; VORAGEN, 1998). No entanto, diferentemente da lactulose, a qual 

é classificada com um dissacarídeo formado por uma molécula de galactose e um de frutose, a 

rafinose é um trissacarídeo, formado por glicose, frutose e galactose e a estaquiose um 

tetrassacarídeo, composto por duas moléculas de galactose, uma de glicose e uma de frutose. A 

Figura 8 apresenta um esquema da composição da rafinose e da estaquiose. 
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Figura 8 – Estrutura molecular dos compostos envolvidos na formação da molécula de rafinose 

(A) e na molécula de estaquiose (B). 

 
(A) 

 
(B) 

Fonte: O Autor (2021). 

 

 Por se tratarem de carboidratos de baixo peso molecular, tais compostos são 

facilmente extraídos utilizando água como solvente. No entanto, tal extração não garante um 

grau de pureza adequado, pois a água também dissolve outros tipos de carboidratos presentes 

na composição vegetal, além de proteínas e fibras polissacarídeas (DESAI et al., 2020; 

MUSSATTO; MANCILHA, 2007). Por esse motivo, o método mais utilizado na extração 

desses compostos é com soluções com alto teor de álcoois (JOVANOVIC-MALINOVSKA; 

KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2015; MUSSATTO; MANCILHA, 2007). Nesse tipo de 

extração, ocorre que polímeros com grau de polimerização maior que 20, serão precipitados, 

não interferindo na solubilização de outros carboidratos, como o caso da rafinose e da 

estaquiose, os quais não precipitam nesse tipo de extração (JOHANSEN; GLITSØ; BACH 

KNUDSEN, 1996; JOVANOVIC-MALINOVSKA; KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 

2015). Além disso, o uso de métodos de extração com solventes alcoólicos inativa a enzima α-
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galactosidase, presente nos organismos vegetais, e que pode alterar a estrutura dos 

oligossacarídeos presentes na amostra. Nesses casos, percentuais de aproximadamente 80 % 

v/v de metanol ou etanol, são interessantes para esse tipo de extração. Contudo, soluções com 

teor alcóolico de 50 % são mais interessantes de serem utilizadas para extração em leguminosas 

mais maduras e, consequentemente, com maior teor desses oligossacarídeos (60-90 %) 

(GULEWICZ et al., 2000). 

 Em se tratando de rotas biológicas para produção desses compostos, ainda não há 

uma quantidade significativa de trabalhos que demonstrem uma produção enzimática para esses 

compostos, mostrando que tal área de pesquisa necessita de estudos para o seu 

desenvolvimento. Em geral, as rotas enzimáticas mencionadas em estudos envolvendo a 

rafinose e a estaquiose, tem relação com a hidrólise desses compostos utilizando α-

galactosidases (E.C. 3.2.1.22), com o intuito de reduzir os teores desses oligossacarídeos 

principalmente em rações a base de soja, visando minimizar a produção de gases no processo 

de digestão (ZHU, Xin et al., 2020). Isso ocorre devido à ausência dessa enzima (α-

galactosidase) no trato digestivo animal, fazendo com que esses oligossacarídeos se acumulem 

no intestino grosso e sirvam de substrato para microrganismos anaeróbicos, os quais, como 

resultado da fermentação desses compostos, levam a uma maior quantidade de gases formados 

dentro do trato intestinal (MARTÍNEZ-VILLALUENGA; FRÍAS; VIDAL-VALVERDE, 

2005). 

 Os benefícios obtidos com a ingestão desses oligossacarídeos têm relação com a 

proliferação de microrganismos benéficos para o trato intestinal, os quais agem aumentando a 

imunidade dessa região e auxiliando no controle de problemas associados à hipertensão, 

constipação, cólicas e à obesidade (GIBSON et al., 2004). Em geral, os produtos finais do 

metabolismo da rafinose e da estaquiose por esses microrganismos específicos, são ácidos 

graxos de cadeia curta (İSPIRLI et al., 2021). Sørensen e colaboradores (2011) avaliaram os 

efeitos que a rafinose e a estaquiose na dieta de salmões do Atlântico, observando que a ingestão 

desses oligossacarídeos de forma combinada ou isoladamente não teve efeitos significativos 

sobre a digestão de proteínas e gorduras, mas trouxe mudanças morfológicas na microbiota 

presente no trato intestinal dos animais (SØRENSEN et al., 2011). Yang e colaboradores (2018) 

avaliaram os efeitos da ingestão de estaquiose por linguados da espécie Scophthalmus maximus. 

Os resultados obtidos pelos autores mostraram que a ingestão desse composto trouxe benefícios 

ao trato intestinal dos espécimes analisados, além de melhorar a função da mucosa gástrica, a 
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qual atua diretamente na proteção da parede intestinal contra a ação de enzimas presentes no 

processo digestivo (YANG et al., 2018). 

 Peterbauer e colaboradores (2001) avaliaram a produção de estaquiose por meio do 

alongamento da cadeia de moléculas de rafinose extraídas de sementes de ervilha. Para tal, os 

autores isolaram uma enzima presente nas sementes de ervilha, a estaquiose-sintase (E.C. 

2.4.1.67), para utilizá-la como biocatalisador para formação da molécula de estaquiose, a partir 

da rafinose presente na composição da semente, mais uma molécula de galactose. Nesse estudo, 

os autores se preocuparam em avaliar a atividade enzimática e tentar otimizá-la através de 

técnicas de manipulação genética, mostrando a necessidade de trabalhos voltados para área de 

produção desses oligossacarídeos (PETERBAUER et al., 2002). 

 Zhao e colaboradores (2013) avaliaram a síntese de rafinose e estaquiose utilizando 

uma rota química de produção, na qual utilizaram o catalisador Co2(CO)8/Et3SiH/CO. O 

princípio de uso dessa catalisador a base de cobalto e silício é agir como uma espécie de agente 

protetivo dos grupamentos hidroxila presentes nas moléculas dos carboidratos constituintes da 

rafinose e da estaquiose, facilitando a formação das ligações glicosídicas entre os 

monossacarídeos constituintes dessas moléculas maiores. No entanto, os autores se preocupam 

em otimizar o catalisador gerado, sem apresentar resultados de produção dos compostos 

apresentados (ZHAO, Yue Tao et al., 2013). 

 Tais trabalhos indicam que ainda existe um déficit expressivo em estudos que 

apontem processos de produção da rafinose e da estaquiose mais precisos e eficientes. Isso 

mostra que essa área é um possível campo de interesse e desenvolvimento de novos estudos, 

em especial, voltados para o desenvolvimento de bioprocessos, como os apresentados no 

presente trabalho. 

 

 β-galactosidases 

 A β-galactosidase (EC 3.2.1.23) é uma enzima comumente produzida por diversos 

microrganismos, mas que apenas um percentual pode ser utilizado de maneira eficaz em 

bioprocessos, sendo mais comum o uso dessa enzima obtida de microrganismos do gênero 

Kluyveromyces e Aspergillus (GUERRERO; WILSON, 2016). A síntese de lactulose por via 

enzimática alcançou uma maior notoriedade a partir do momento em que β-galactosidases 

passaram a ser comercializadas como produtos após obterem o status GRAS (em inglês: 

Generally Recognized As Safe), concedido pela Food and Drug Administration (FDA), órgão 
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do Departament of Health and Human Services dos Estados Unidos, responsável pelo controle 

de alimentos e medicamentos, através de testes e pesquisas (GUERRERO; WILSON, 2016). 

Em enzimas obtidas a partir de microrganismos do gênero Kluyveromyces, observa-se melhores 

resultados na reação de hidrólise do que na reação de transgalactosilação, já que o sítio ativo 

necessário para catalisar esse tipo de reação é mais disponível na enzima obtida dessa cepa. Já 

no caso de β-galactosidases obtidas de microrganismos do gênero Aspergillus, observa-se um 

melhor rendimento nas reações de transgalactosilação, provavelmente devido a mesma questão 

de disponibilidade de sítios ativos, observada nas enzimas de Kluyveromyces (PEREIRA-

RODRÍGUEZ et al., 2012). Diferentes microrganismos geram diferentes variações da mesma 

enzima, favorecendo ou desfavorecendo determinado tipo de reação. Entender essas nuances e 

particularidades de cada biocatalisador é um ponto importante quando se quer avaliar ou propor 

um bioprocesso. A Figura 9 apresenta a estrutura de β-galactosidases de Kluyveromyces lactis 

e de Aspergillus niger. 

 

Figura 9 – Estrutura dimensional de β-galactosidases de (A) Kluyveromyces lactis e (B) 

Aspergillus niger. 

 
(A) 

 
(B) 

Fonte: PDB (2020). 
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 β-galactosidases obtidas de Aspergillus oryzae, e de Kluyveromyces lactis, foram 

as que apresentaram melhores rendimentos em reações de hidrólise e transgalactosilação. No 

entanto, as enzimas provenientes de cepas de A. oryzae apresentaram melhores rendimentos em 

processos de produção de oligossacarídeos, sendo as que mais são usadas em trabalhos dessa 

natureza (GUERRERO; VERA; CONEJEROS; et al., 2015). Além disso, os trabalhos que 

envolvem a produção de lactulose e oligossacarídeos, em geral, não utilizam a enzima 

proveniente de K. lactis, indicando uma necessidade de se aprofundar os estudos envolvendo a 

β-galactosidase oriunda dessa cepa. 

 Levando-se em conta a enzima utilizada no presente estudo, β-galactosidases de 

Kluyvermoyces lactis são formadas por oligômeros com peso molecular de 119 kDa e que 

podem formar dímeros ou tetrâmeros em suas estruturas ativas (BECERRA; CERDÁN; 

GONZÁLEZ SISO, 1998; PEREIRA-RODRÍGUEZ et al., 2010). Com base em sua sequência 

genética, essas enzimas podem ser classificadas em quatro diferentes grupos na família das 

Glicosil-Hidrolases: GH1, GH2, GH35 e GH42; sendo as β-galactosidases de K. lactis 

pertencentes ao grupo GH2 (SOTO et al., 2017). 

 β-galactosidases podem usar moléculas diferentes da água como nucleófilos, o que 

pode afetar diretamente a capacidade da enzima em transferir de forma correta a molécula de 

galactose durante a reação de transgalactosilação. Tal capacidade é influenciada pela 

concentração do agente doador (para formação do complexo enzima-galactosil, por exemplo, a 

lactose), pela concentração do aceptor desse complexo (exemplo, a frutose) e a estrutura de 

aminoácidos da enzima, bem como os aminoácidos residuais que formam o seu sítio ativo, os 

quais de fato determinam a facilidade que a enzima terá de aceitar nucleófilos diferentes da 

água e sua capacidade de transferir apropriadamente o complexo galactosil para o carbono C4 

da frutose (posição para formação de lactulose) (SCHUSTER-WOLFF-BÜHRING; FISCHER; 

HINRICHS, 2010). Destas três características, a mais relevante é a última e difere 

significativamente, dependendo da cepa de origem da β-galactosidase (GUERRERO; 

WILSON, 2016; SCHUSTER-WOLFF-BÜHRING; FISCHER; HINRICHS, 2010). 

 O processo de produção de lactulose por via enzimática foi primeiramente estudado 

utilizando enzimas livres. Desde a primeira forma de obtenção de lactulose utilizando-se β-

galactosidases, por Vaheri e Kaupinnen (1978), até um estudo mais detalhado e abrangente 

desse processo, houve um intervalo de 25 anos. A partir daí diversos estudos passaram a ser 

realizados visando entender melhor e identificar os parâmetros de influência nesse processo. 

Lee e colaboradores (2004) realizaram a avaliação da produção de lactulose, utilizando β-
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galactosidase de Kluyveromyces lactis ATCC 8585. Para tal, utilizaram o microrganismo de 

forma indireta no processo de produção, realizando um tratamento de permeabilização celular 

usando uma solução de etanol (50 % v/v) com 10,4 g/L de células. A concentração de substratos 

ideal foi 40% de galactose (m/v) e 20% de frutose (m/v), temperatura de 60 °C e pH 7,0. Nessas 

condições, as células permeáveis produziram uma concentração de lactulose de 

aproximadamente 20 g/L em 3 horas de reação, obtendo uma produtividade de 6,8 g/L.h (LEE; 

KIM; OH, 2004). 

 Mayer e colaboradores (2004) realizaram um estudo semelhante, porém utilizando 

β-galactosidase de Aspergillus oryzae e obtiveram um rendimento 5 vezes maior do que o 

obtido por Lee e colaboradores (2004). Fattahi e colaboradores (2010) foram os primeiros a 

utilizarem β-galactosidase de Kluyveromyces lactis na forma livre, sem o uso de células 

permeáveis, para produção de lactulose. Esses pesquisadores, conseguiram rendimentos 

aproximados dos obtidos por Lee e colaboradores (2004) e inferiores aos obtidos por Mayer e 

colaboradores (2004), demonstrando que existia uma forte influência da origem da enzima na 

produção de lactulose (FATTAHI et al., 2010; LEE; KIM; OH, 2004; MAYER et al., 2004). 

 Diversas variáveis podem influenciar diretamente nesse tipo de processo. Os 

principais parâmetros avaliados na otimização da produção enzimática de lactulose e têm 

influência direta na velocidade de reação, influenciando a produtividade de lactulose são: 

temperatura, pH, razão enzima/substrato, concentração inicial de açúcares (LEE; KIM; OH, 

2004; MAYER et al., 2004). No entanto, o rendimento de lactulose (a quantidade de lactulose 

produzida por quantidade de substrato fornecido) sofre uma forte influência da razão 

frutose:lactose, sendo que o rendimento pode aumentar em até três vezes quando eleva-se essa 

razão de 1 até 8 (GUERRERO et al., 2011). Alterando-se o rendimento de produção de lactulose 

através da manipulação da razão frutose:lactose (ou seja, alterando-se as concentrações dos 

substratos presentes na reação), altera-se também a quantidade de lactulose e 

transgalactooligossacarídeos. Assim, o produto final pode ter um maior teor de lactulose aliado 

a um baixo teor de outros oligossacarídeos, os quais otimizam as características prebióticas do 

produto final, podendo até mesmo descartar uma etapa final de purificação da lactulose 

(GUERRERO; VERA; ACEVEDO; et al., 2015; GUERRERO; WILSON, 2016; HUERTA et 

al., 2011). 

 Para se alcançar uma maior produção de lactulose utilizando lactose e frutose como 

substratos, é necessário fornecer frutose em excesso, favorecendo a reação de 

transgalactosilação especifica que utilize a frutose como aceptor do complexo enzima-
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galactosil. Nesse caso em particular, espera-se ter um desfavorecimento da reação de hidrólise 

e da formação de galactooligossacarídeos, já que a própria lactose também pode atuar como 

aceptor do complexo enzima-galactosil. Contudo, altas concentrações de frutose residual, bem 

como concentrações consideráveis de lactose, galactooligossacarídeos e alguns 

transgalactooligossacarídeos residuais, podem interferir diretamente na qualidade do produto 

final, necessitando de processos de purificação mais robustos (GUERRERO; VERA; 

ILLANES, 2017b; GUERRERO; WILSON, 2016). 

 De Albuquerque e colaboradores (2018) realizaram um estudo de produção 

enzimática de lactulose por β-galactosidase de Kluyveromyces lactis. O objetivo do trabalho foi 

avaliar o processo de imobilização da enzima em alguns suportes, e a aplicação do 

biocatalisador obtido na síntese, usando o soro de leite como substrato. No entanto, antes de 

partir para os estudos com a enzima imobilizada, foi realizada uma investigação prévia do 

processo utilizando a enzima livre, avaliando os parâmetros como temperatura, pH, 

concentração inicial de açúcares totais e a razão entre frutose:lactose. Os autores obtiveram uma 

produção máxima de lactulose de 15,32 ± 1,46 g/L, uma produtividade de 11,3 g/L.h e um 

rendimento de lactulose de 23,6 %, nas condições de 50 °C, pH 7,0, concentração total de 

açúcares de 200 g/L e razão de lactose:frutose de 30:15 % (DE ALBUQUERQUE et al., 2018). 

 Fattahi e colaboradores (2010) avaliaram as reações de hidrólise e 

transgalactosilação usando lactose na síntese de lactulose, com uma β-galactosidase comercial 

de Kluyveromyces lactis. A concentração máxima de lactulose (1,22 % m/v) foi obtida com o 

uso de 400 µL de solução enzimática (~3000 U/µL) em 100 g de meio, contendo 10 % (m/m) 

de lactose e 30 % (m/m) de frutose, a 40 °C e pH 6,7, por um período de 120 minutos de reação. 

Kim e colaboradores (2006) avaliaram também a síntese de lactulose, utilizando uma enzima 

recombinada de β-galactosidase de Sulfolobus solfataricus expressa em Escherichia coli. As 

melhores condições operacionais obtidas foram pH de 6,0 e 80 °C, com uma concentração de 

substratos de 40 % (m/v) de lactose e 20 % (m/v) de frutose e usando uma carga enzimática de 

3,0 U/mL de meio reacional. A concentração máxima de lactulose foi de 50 g/L, em 6h de 

reação, com uma produtividade de 8,3 g/L.h (KIM, Yeong Su; PARK; OH, 2006). 

 Hua e colaboradores (2013) avaliaram a produção de 1-lactulose e lactulose usando 

uma β-galactosidase comercial (DSM Maxilat® 5000) de Kluyveromyces lactis na presença de 

frutose. Os experimentos foram realizados a 40 °C e pH 7,5, com uma concentração inicial de 

lactose de 250 g/L, avaliando-se a concentração de frutose, o tempo de reação e a carga 

enzimática. Foi observado que em todas as reações a razão 1-lactulose:lactulose foi próxima a 
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3:1 e esse fato foi associado a regiosseletividade da β-galactosidase, ou seja, a uma possível 

preferência que a enzima possui em ligar o complexo β-galactosil a regiões da molécula de 

frutose que favoreçam a formação da molécula de 1-lactulose. A produção máxima obtida foi 

de 22 g/L (para 1-lactulose) e de 8 g/L (para lactulose), com uma concentração de frutose de 

100 g/L (HUA et al., 2013). 

 A produção de lactulose por via enzimática ainda apresenta baixos rendimentos 

quando comparada à produção por rota química (GUERRERO; WILSON, 2016). A alternativa 

mais lógica e direta para síntese de lactulose por via enzimática seria a isomerização direta da 

molécula de lactose, ou seja, através do uso direto de alguma isomerase específica. A rota mais 

óbvia seria o uso da glicose-isomerase no processo, sendo que tal enzima atuaria na 

isomerização direta da porção de glicose, presente na molécula de lactose, em frutose e, assim, 

formar-se-ia a molécula de lactulose. Todavia, tal reação não é possível devido à presença da 

ligação o-glicosídica entre a glicose e a galactose, fazendo com que a etapa de hidrólise seja 

realmente necessária para produção de lactulose, pois a β-galactosidase que possui a capacidade 

de quebrar esse tipo de ligação (PANESAR, Parmjit S.; KUMARI, 2011; QUAX, 1993; SONG 

et al., 2013b). A formação direta de lactulose por isomerização da porção de glicose só é vista 

através de rotas químicas, utilizando catalisadores alcalinos, como mencionado em tópicos 

anteriores. 

 Não obstante, alguns estudos mostram o uso de outra isomerase: a celobiose 2-

epimerase na isomerização direta da lactose em lactulose. Na verdade, o que se observa no final 

do processo é uma mistura composta por lactulose e epilactose, o qual também é um composto 

com propriedades prebióticas (GUERRERO; WILSON, 2016). Kim e Oh (2012) avaliaram esse 

processo utilizando celobiose 2-epimerase termoestável, obtida de Caldicellulosriptor 

saccharolyticus e usando apenas lactose com substrato. As melhores condições operacionais 

por eles determinadas foram pH de 7,5, temperatura de 80 °C, 700 g/L de lactose e uma carga 

enzimática de 150 U/mL. Sob essas condições, as concentrações de lactulose e epilactose foram 

408 g/L e 107 g/L, respectivamente, após um período de 2 horas de reação. Os rendimentos de 

lactulose e epilactose foram 0,58 glactulose/glactose e 0,15 glactulose/glactose, com uma produtividade 

de 204 g/L.h e 54 g/L.h, respectivamente (KIM, Jung Eun et al., 2012). De forma semelhante, 

Kim e colaboradores (2013) também avaliaram o uso da celobiose 2-epimerase obtida de 

Dictyoglomus turgidum no processo de isomerização da porção de glicose presente na lactose, 

para formação de lactulose. Observou-se, no equilíbrio, um rendimento de 54,3 % (m/m) de 
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lactulose e 12,8 % (m/m) de epilactose, obtida a partir da reação de epimerização da porção de 

glicose, presente na lactose, em manose (KIM, Yeong Su; KIM; OH, 2013). 

 Na grande maioria dos trabalhos que envolvem produção ou uso de β-

galactosidases, independente do microrganismo de origem da enzima, é atestado que cátions 

Ca2+ inibem o funcionamento da enzima, enquanto que Mg2+, Na2+, Mn2+ e K+ aumentam sua 

atividade. 

 β-galactosidases de Kluyveromyces lactis, por exemplo, necessitam de cátions, 

como Mg2+ e Mn2+, para manutenção da sua estrutura e estabilidade, otimizando sua atividade 

catalítica. Albuquerque e colaboradores (2018) avaliaram a influência da presença de cátions 

metálicos (Mn2+, Mg2+, Ca2+ e Zn2+) no processo de produção de lactulose utilizando β-

galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído. A 

concentração de lactulose obtida sem a adição dos íons metálicos foi de 17 g/L. Já com a adição 

desses íons, observou-se um aumento no rendimento de produção: a adição de Mn2+ resultou 

num aumento da conversão máxima de lactose para 88,4 %, enquanto a adição de Ca2+ 

ocasionou uma redução nesse mesmo parâmetro, chegando a um valor de conversão máxima 

de 70,1 %. Valores semelhantes de conversão de lactose foram obtidos com a adição de Ca2+ e 

Zn2+, sendo 85 e 84 %, respectivamente. A maior quantidade de lactulose produzida foi obtida 

utilizando uma concentração de 0,01 % (m/v) de Mn2+, após 6 h de reação, alcançando uma 

concentração final de lactulose 21,59 g/L. Os autores confirmaram ainda a hipótese de que a 

suplementação de cátions Ca2+ não tem influência sob a produção de lactulose e que a presença 

desse íon pode ter influência inibitória sob a atividade enzimática, já que não houve diferença 

dos valores obtidos com e sem suplementação, sendo esses de 18,83 g/L, após 6 horas de reação. 

De forma semelhante ao relatado na literatura, a adição de íons Mn2+ e Mg2+ proporcionou um 

aumento na atividade catalítica da enzima, sendo essenciais para evitar a desativação enzimática 

em certas condições reacionais (GARMAN; COOLBEAR; SMART, 1996). 

 É interessante conhecer o mecanismo de interação dos íons metálicos com a enzima, 

avaliando como cada íon atua de forma específica e sua forma de acoplar à enzima, alterando 

sua atividade catalítica. Todavia, tal mecanismo ainda não foi totalmente elucidado, sendo 

necessários estudos mais profundos para seu completo entendimento. Conhecer essas interações 

abre um leque de alternativas para se utilizar íons específicos para determinadas enzimas e, 

assim, otimizar-se uma série de bioprocessos. No caso dos íons de Mn2+ e Mg2+, o sabe-se que 

tais cátions não interagem diretamente com o substrato, mas sim com regiões circunvizinhas do 
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sítios ativo enzimático, agindo como um neutralizador de cargas negativas provenientes de 

grupos fosfatos presentes no substrato (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; LO et al., 2010). 

 É comum existir em enzimas multiméricas a existência de ligações iônicas por um 

cátion ou ânion multivalente entre suas subunidades, corroborando ainda mais para a hipótese 

de que a presença de íons no meio reacional é um ponto chave para manter enzimas 

multiméricas devidamente estruturadas (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2009). 

 Kim e colaboradores (2006) avaliaram o efeito da presença de cátions divalentes 

(Ba2+, Mn2+, Mg2+, Fe2+, Ca2+ e Co2+) na atividade da β-galactosidase de Sulfolobus 

solfataricus. Cada cátion foi adicionado até uma concentração final de 1 mM no meio reacional. 

Observou-se que a adição de Fe2+ contribuiu em um aumento de 10% na produção de lactulose, 

enquanto que a adição dos cátions Mn2+, Mg2+, Ca2+ e Co2+ não ocasionou mudanças nos níveis 

de produção de lactulose, em comparação com o meio reacional sem a presença desses cátions. 

Contudo, a presença de Ba2+ reduziu em 73% a produção de lactulose quando comparada ao 

meio sem a presença desse íon (KIM; PARK; OH, 2006). Esses resultados mostram a 

importância de se conhecer a origem da β-galactosidase a ser utilizada, pois, para enzimas de 

diferentes fontes, determinados íons podem contribuir ou não contribuir para o aprimoramento 

da atividade enzimática. No caso de β-galactosidases obtidas de Kluyveromyces lactis, 

Kluyveromyces fragilis e Escherichia coli, a presença dos cátions Mn2+ e Mg2+ é uma 

característica em comum entre essas enzimas, pois esses íons atuam de forma tão eficaz na 

estabilização de suas estruturas quaternárias, que a concentração de proteínas torna-se um 

parâmetro inerte na estabilização da enzima (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2009). 

 Apesar da produção de lactulose por rota enzimática ser assunto de diversos estudos 

(DE FREITAS et al., 2020; GUERRERO; ILLANES, 2016; SCHMIDT et al., 2020; SHEN et 

al., 2012; SITANGGANG; DREWS; KRAUME, 2014a; TABATABAIE, F; MORTAZAVI, 

2008), os rendimentos apresentados nas produções desse oligossacarídeo ainda são baixos. Isso 

faz com que seja necessário a busca por ferramentas para otimização do processo. O tópico a 

seguir apresenta um breve levantamento de informações acerca de processos de imobilização 

enzimática e como esses auxiliam e melhorar o rendimento de processos que envolvam 

biocatalisadores. 
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3.8.1 Otimização das propriedades enzimáticas através de processos de imobilização e sua 

aplicação na síntese de lactulose 

 A β-galactosidase possui diversas aplicações tanto na indústria alimentícia quanto 

na indústria de lacticínios, mas possui uma estabilidade moderada devido ao fato de ser uma 

enzima multimérica que pode ter suas subunidades facilmente dissociadas (FERNANDEZ-

LAFUENTE, 2009). Técnicas de imobilização através de ligações cruzadas e ligações 

covalentes multipontuais podem aumentar a estabilidade da enzima, fazendo com que todo seu 

potencial como biocatalisador possa ser explorado (DE FREITAS et al., 2020; NGUYEN et 

al., 2018; SCHMIDT et al., 2020; VERA; GUERRERO; ILLANES, 2011). A Tabela 4 

apresenta alguns dos mais recentes trabalhos que avaliaram a produção de lactulose usando 

enzima imobilizada. 
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Tabela 4 – Fontes e formas de imobilização de β-galactosidases mais recentes avaliadas na síntese de lactulose. 

Fonte Suporte Referência 

Bacillus circulans Ligações cruzadas entre agregados (CLAG) (GUERRERO et al., 2020) 

Aspergillus oryzae Agarose ativada com glioxil (GUERRERO et al., 2019) 

Aspergillus 

aculeatus 
Quitosana revistada com nano partículas magnéticas  (NGUYEN et al., 2019) 

A. aculeatus Quitosana ativada com glutaraldeído (NGUYEN et al., 2018) 

Kluyveromyces 

lactis 
Quitosana ativada com glutaraldeído (DE ALBUQUERQUE et al., 2018) 

A. oryzae 
Esferas de pectinato de cálcio revestidas com quitosana ativada 

com glutaraldeído  
(WAHBA, 2017) 

A. oryzae 

Agarose ativada com glioxil 

(GUERRERO; VERA; ILLANES, 

2017b) 
Amino-agarose ativada com glioxil 

Quelato-agarose ativada com glioxil 

A. oryzae Quitosana ligada com genipina (KLEIN et al., 2016) 

Fonte: O Autor (2020).
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 Assim como outras enzimas, β-galactosidases podem ser imobilizadas de diversas 

formas, como adsorção física (BETANCOR et al., 2006; KLEIN et al., 2016), encapsulamento 

(HAIDER; HUSAIN, 2007; NAWAWI et al., 2020)e ligações covalentes (FERNANDEZ-

LAFUENTE, 2009; NEIFAR et al., 2020), em diferentes tipos de suportes. Nos tópicos a seguir, 

uma breve descrição sobre cada um desses protocolos de imobilização. 

 

3.8.1.1 Imobilização de β-galactosidases por adsorção 

 O método de adsorção física pode ser considerado o mais simples e de fácil 

aplicação dentre as técnicas de imobilização citadas anteriormente. A principal forma de 

interação entre a enzima e o suporte (o qual deve ser insolúvel em água) é através de forças 

físicas do tipo van der Walls. Contudo, outros tipos de interações, como ligações de hidrogênio, 

ligações iônicas e interações hidrofóbicas podem ocorrer também no processo de imobilização 

por adsorção física (PANESAR, Parmjit S.; KUMARI; PANESAR, 2010; TORRES-SALAS 

et al., 2011). Pode-se citar como principal vantagem desse método a sua fácil aplicação e baixa 

influência sobre a conformação do biocatalisador final, ou seja, praticamente não ocorrem 

mudanças conformacionais que possam dificultar o acesso ao sítio ativo da enzima pelo 

substrato. Sua principal desvantagem está associada ao fato das interações entre o suporte e a 

enzima serem fracas, o que contribui para uma fácil liberação da enzima do suporte. É comum 

o uso de suportes inorgânicos, tais como cerâmicas, sílica, alumina, vidro poroso, barro, 

bentonita, etc.; bem como também o uso de suportes orgânicos, como carvão ativado, amido, 

celulose e algumas resinas de troca iônica (Sephadex, Dowex e Amberlite). 

 Husain e colaboradores (2011) avaliaram a imobilização de β-galactosidase de 

Aspergillus oryzae em óxido de zinco nativo (ZnO) e em nano partículas de óxido de zinco 

(ZnO-NP), através do mecanismo de adsorção simples, e aplicaram os biocatalisadores obtidos 

na hidrólise da lactose do leite e do soro de leite. As formações das ligações foram confirmadas 

através de microscopia de força atômica e FTIR. Os rendimentos de imobilização foram de 60% 

e 85%, para o ZnO e para o ZnO-NP, respectivamente. Após 17 reciclos, a atividade retida foi 

de 61 e 75%, para os suportes ZnO e ZnO-NP, respectivamente. O percentual de lactose 

hidrolisada no leite foi de 63% para a β-galactosidase em ZnO, e de 71% para o biocatalisador 

em ZnO-NP, ambos após o tempo de nove horas de reação. Para o soro de leite, os percentuais 

de hidrólise foram de 68 e 81%, respectivamente (HUSAIN et al., 2011). 
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 Haider e Husain (2009) realizaram um estudo de imobilização de β-galactosidase 

de Aspergillus oryzae por adsorção por bioafinidade, em um suporte de esferas de alginato-

amido de cálcio revestidas com Concanavalina A (Con A). A imobilização consistiu em 

preparar as esferas de alginato-amido de cálcio e revesti-las com a Con A, para em seguida 

imobilizar a β-galactosidase, através de interações especificas entre as enzimas. Os resultados 

mostraram um biocatalisador mais estável e resistente a alterações na temperatura (houve um 

aumento de 10 °C na temperatura ótima de reação, quando comparada com a enzima livre), 

além de uma maior estabilidade quando na presença de ureia, MgCl2 e CaCl2. A atividade retida 

foi de 61%, 50% e 43%, na presença de 5% de CaCl2, 5% de galactose e 4M de ureia, 

respectivamente, quando incubadas por 1 hora, a 37 °C. O biocatalisador obtido mostrou um 

percentual de hidrólise maior do que a enzima livre, tanto na hidrólise da lactose do leite (79 % 

em 4 h de reação), quanto na hidrólise da lactose do soro de leite (89 % em 3 horas de reação). 

Outro ponto positivo para o biocatalisador obtido foi em relação a sua estocagem. Após 2 meses 

de estocagem a 4 °C, o biocatalisador ainda possuía 61 % da atividade inicial, enquanto que a 

enzima livre apresentou, nessas mesmas condições, apenas 37 % da atividade inicial (HAIDER; 

HUSAIN, 2009). 

 Pessela e colaboradores (2003) investigaram a imobilização de β-galactosidase de 

Thermus sp. T2 por adsorção iônica em dois diferentes suportes: o primeiro, uma resina de troca 

aniônica (Sepabeads®) revestida com polietilenamina (PEI) e o segundo, DEAE-agarose, uma 

outra resina de troca aniônica convencional. Em ambos suportes, observou-se que a 

imobilização ocorreu de forma muito rápida. Contudo, a adsorção foi mais forte no caso do 

suporte revestido com PEI. Em relação a avaliação do processo de hidrólise da lactose, 

observou-se que o biocatalisador revestido com PEI pôde ser utilizado durante 50 horas em pH 

7,0 e 50 °C, na hidrólise de uma solução de lactose de 5 % (m/v), sem nenhum decréscimo da 

performance da reação (PESSELA et al., 2003). 

 

3.8.1.2 Imobilização de β-galactosidases por aprisionamento 

 O método de aprisionamento consiste no confinamento físico da enzima em um 

pequeno espaço, seja na matriz estrutural de algum suporte, ou até mesmo por aprisionamento 

em membranas (BORNSCHEUER, 2003; LIESE; HILTERHAUS, 2013). De forma 

semelhante a adsorção, esse método possui como principal vantagem o fato de ser uma técnica 

de simples execução, já que as partículas utilizadas no aprisionamento da enzima são obtidas 
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pelo gotejamento de uma solução polimérica em um meio contendo íons carregados 

positivamente, ou por algum processo de polimerização térmica, além da formação de partículas 

mecânica estáveis (PANESAR, Parmjit S.; KUMARI; PANESAR, 2010). A principal 

desvantagem dessa técnica é a possibilidade de ocorrer “fugas” de moléculas menores que os 

poros das esferas, durante o uso contínuo (ADLERCREUTZ, 2013). Em geral, matrizes 

poliméricas, tais como alginato de cálcio, poliacrilamida, colágeno, ágar e k-carragenina, são 

utilizadas como suportes no encapsulamento. Todavia, materiais sólidos, como cerâmicas 

porosas e carvão ativado, também podem ser usados como suportes. No caso do aprisionamento 

com membranas, é comum utilizar-se celulose, nylon, polissulfona e poliacrilmida como 

suportes para esse tipo de imobilização (NAWAWI et al., 2020). 

 Tizchang e colaboradores (2020) realizaram um procedimento de imobilização de 

β-galactosidase de Bifidobacterium bifidum em duas etapas: na primeira, a imobilização foi 

realizada por meio de ligações covalentes, utilizando óxido de silício ativado com glutaraldeído 

como suporte para imobilização direta da enzima; a segunda etapa, consistiu no aprisionamento 

do biocatalisador obtido na etapa anterior (SiO2-βGal) em uma matriz formada por nano cristais 

de celulose bacteriológica (NCCB). O rendimento de imobilização obtido na etapa de 

aprisionamento do biocatalisador foi de 87%, apresentando uma atividade enzimática de 3,4 U. 

Observou-se uma otimização dos parâmetros físico-químicos, utilizando-se a razão 

NCCB:SiO2-βGal de 1:2, os quais eram pH 6,0 e 40 °C, para a enzima livre; e passaram a ser 

pH 7,0 e 50 °C, para o biocatalisador aprisionado. A estabilidade operacional do biocatalisador 

também foi otimizada, obtendo-se um tempo de estocagem de 45 dias, a 4 °C, e uma retenção 

de 80 % da atividade inicial, após 12 ciclos de reuso (TIZCHANG et al., 2020). β-galactosidase 

de Kluyveromyces lactis foi imobilizada por aprisionamento em matrizes de sílica gel no estudo 

realizado por Nichele, Signoretto e Ghedini (2011), no qual o objetivo era o desenvolvimento 

de um fármaco que pudesse ser utilizado no tratamento de intolerância à lactose. Utilizando o 

processo sol-gel (nomenclatura adota pelos autores) para imobilização, no qual a estrutura da 

matriz de aprisionamento cerca a enzima, independentemente de sua conformação, foi obtido 

um rendimento de imobilização próximo a 100%, além de observar que após 21 dias de 

estocagem o biocatalisador obtido ainda possuía uma boa estabilidade, com boa textura, boa 

quantidade de enzima e boa atividade catalítica. Por fim, concluíram que o aprisionamento da 

enzima promoveu um aumento na temperatura e pH ótimos, quando comparados com a enzima 

livre (NICHELE; SIGNORETTO; GHEDINI, 2011). 
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 É interessante perceber que o uso de mais de uma técnica de imobilização, a fim de 

se obter um biocatalisador ainda mais estável, também é possível. Haider e Husain (2007) 

buscaram o uso dessa estratégia no seu estudo de imobilização de β-galactosidase de 

Aspergillus oryzae. Em um primeiro momento, obteve-se um complexo Concanavalina A-β-

galactosidase, o qual foi interligado por meio de ligações cruzadas, utilizando glutaraldeído 

com agente reticulador. Obtido o primeiro derivado, foi realizado um procedimento de 

aprisionamento em esferas de alginato de cálcio, no intuito de se obter um biocatalisador mais 

estável e de melhor uso em reatores contínuos. Os resultados mostraram que o biocatalisador 

aprisionador em esferas de alginato de cálcio reteve um percentual de 81 e 62 % da atividade 

inicial, após 1 hora em um meio com 5 % de CaCl2 e 5 % de galactose, respectivamente. Além 

disso, essa técnica de combinação de imobilizações se mostrou mais eficaz do que outros 

procedimentos simples de aprisionamento, em processos contínuos de hidrólise de lactose. A 

avaliação de sua estabilidade operacional mostrou um percentual de atividade retida de 95% 

após 17 ciclos de reuso e um tempo de estocagem de 2 meses, a 4 °C, mantendo 93% da 

atividade inicial oferecida (HAIDER; HUSAIN, 2007). 

 

3.8.1.3 Imobilização de β-galactosidases por ligações covalentes 

 Ligações covalentes são formadas a partir da interação de grupos funcionais 

presentes na enzima e na superfície do suporte. Em geral, os grupos que estão envolvidos nessas 

ligações são amino, carboxila, carbonila, hidroxila e sulfidrila (MATEO, Cesar et al., 2007). 

Tais grupos funcionais não devem estar presentes no sítio ativo enzimático, para que não ocorra 

a formação de impedimentos por parte de ligações covalente indesejadas com o suporte nessa 

região da enzima. Para tal, em alguns processos de imobilização é comum ter presente no meio 

um inibidor competitivo ou o substrato da enzima, para que o sítio ativo seja protegido. 

(PANESAR, S.; KUMARI; PANESAR, 2010). 

 O método de ligações covalentes pode ser considerado o mais forte em relação aos 

demais aqui apresentados. As ligações covalentes formadas durante o processo de imobilização 

são mais estáveis e previnem que a proteína seja liberada do suporte durante o seu uso 

(DUARTE et al., 2017). 

 Diversos compostos podem ser usados como suportes para formação de ligações 

covalentes. Um dos fatores determinantes para a escolha de um bom suporte para esse tipo de 

imobilização é conhecer bem os grupos residuais presentes na estrutura da enzima e, a partir 



73 

 

daí, escolher um suporte que possua grupos funcionais que interajam de maneira mais eficiente 

com os grupos presentes na enzima (BORNSCHEUER, 2003). Esse tipo de interação abre um 

leque para o desenvolvimento de enzimas com propriedades químicas e físicas bastante 

especificas, tais como a distribuição de cargas na superfície, espaçamento do braço ligante, 

efeitos de partição, alterações na razão hidrofobicidade:hidrofilicidade, entre outros 

(DICOSIMO et al., 2013; PANESAR, Parmjit S.; KUMARI; PANESAR, 2010). 

 No entanto, apesar de ser um método bastante promissor, esse tipo de imobilização 

pode vir a ser uma técnica relativamente cara e complexa de ser aplicada. Ainda que abra um 

leque de possibilidades de desenvolver-se biocatalisadores obtidos especificamente para 

determinada reação ou aplicação, os reagentes químicos utilizados durante a imobilização, em 

geral, são caros e podem fazer com que ocorra uma redução da atividade enzimática devido a 

exposição da enzima à meios mais severos (BARBOSA et al., 2015), pois vale lembrar que o 

processo de imobilização deve ser feito em condições mais suaves e brandas, para que não afete 

nem possa levar ao desnaturamento da enzima. Além disso, algumas reações químicas 

utilizadas para facilitar a formação das ligações covalentes podem alterar diretamente o sítio 

ativo enzimático, e muitos desses reagentes irão necessitar de um cuidado especial para serem 

descartados após seu uso (PANESAR, S.; KUMARI; PANESAR, 2010). Na verdade, para que 

um processo de imobilização por ligações covalentes seja efetivo, é necessário escolher um 

suporte com o maior número de grupos funcionais disponíveis para interação com a enzima, 

sem que ocorra a necessidade de processos de ativação do suporte. A quantidade de grupos 

funcionais com os quais a enzima irá se ligar afetará diretamente sua estabilidade 

(FERNÁNDEZ-LAFUENTE et al., 1999; MATEO, Cesar et al., 2005). Alguns suportes que 

contenham em sua superfície grupos epóxi são bem suscetíveis a formação de ligações 

covalentes multipontuais com diferentes nucleófilos (aminos, hidroxilas, tióis) presentes na 

superfície da enzima (MATEO, Cesar et al., 2007). 

 A quitosana é um dos suportes orgânicos mais utilizados em imobilizações por 

ligação covalente (DE FREITAS et al., 2020; KLEIN et al., 2016, 2013; NGUYEN et al., 2018; 

URRUTIA, Paulina et al., 2018). Ela é obtida da desacetilação da quitina, que é um dos 

polímeros mais abundantes na natureza. Possui um baixo custo, é renovável e biodegradável, 

possui uma boa biocompatibilidade, baixa toxicidade, quimicamente inerte e grande 

hidrofilicidade (LIMA et al., 2013). Possui uma estrutura similar à da celulose, diferindo apenas 

nos seus grupos funcionais, pois além de possuírem grupos hidroxilas (OH-) ao longo de toda 

sua cadeia, a quitosana difere por possui grupamentos amina (NH2-) (LIMA et al., 2013; 
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WAHBA, 2017). A quitosana também pode ser utilizada de diferentes formas, sendo as mais 

comuns na forma de hidrogéis e membranas, devido essas formas apresentarem aumento no 

diâmetro do poro da partícula, facilitando o processo de imobilização.  

 Lima e colaboradores (2013) produziram β-galactosidase a partir de uma cepa de 

Kluyveromyces lactis NRRL Y1564 e avaliaram sua imobilização em quitosana ativada com 

glutaraldeído. A ativação do suporte de quitosana com glutaraldeído confere àquele uma maior 

quantidade de grupos funcionais disponíveis na superfície do suporte, promovendo uma maior 

quantidade de pontos para ligações covalentes entre os grupos residuais da enzima e os grupos 

funcionais do glutaraldeído. Nesse caso, por se tratar de uma molécula bifuncional, com dois 

grupos aldeídos em cada extremidade, o glutaraldeído reage com os grupos amino presentes na 

superfície da quitosana, formando um braço extensor para potencializar a “captura” da enzima. 

As aminas residuais da enzima interagirão com os aldeídos livres do glutaraldeído. As 

hidroxilas residuais e que não reagem com os aldeídos do glutaraldeído, estarão disponíveis 

para interagir com outras aminas residuais presentes na estrutura enzimática, porém, formando 

ligações mais fracas e facilmente quebradas (KLEIN et al., 2013; URRUTIA, Paulina et al., 

2018). Dessa forma, observou-se que a imobilização da enzima proporcionou um aumento no 

nível de pH suportado, em comparação à enzima livre (de 6,5 para 7,0). A temperatura ótima 

para reação da enzima imobilizada foi de 50 °C. Nessa faixa de temperatura, o biocatalisador 

foi oito vezes mais estável do que a enzima solúvel, e suportou 10 reciclos, mostrando uma 

retenção de atividade de 70 % da inicial. Em relação a estocagem, o biocatalisador obtido foi 

estocado por 93 dias, a 4 °C e em pH 7,0, sem ter sua atividade afetada, mantendo 100 % de 

seu valor original (LIMA et al., 2013).  

 De forma semelhante, Albuquerque e colaboradores (2018) avaliaram a 

imobilização de β-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis em quitosana ativada com 

glutaraldeído, para utilizar o biocatalisador no processo de hidrólise da lactose do soro de leite 

e produção de lactulose. Em um primeiro momento, foram obtidas as melhores condições 

operacionais de produção de lactulose utilizando a enzima livre. Em seguida, imobilizou-se a 

enzima, seguindo um protocolo semelhante ao adotado por Lima e colaboradores (2013), a fim 

de se obter um biocatalisador mais estável e ativo para produção de lactulose utilizando o soro 

de leite como substrato. A produção máxima de lactulose obtida foi de 17,3 g/L, nas condições 

operacionais de pH 7,0, temperatura de 50 °C, concentração total de açúcares de 200 g/L (razão 

lactose:frutose de 15:30 %) e adição de 0,01 % (m/m) de Mg2+ (DE ALBUQUERQUE et al., 

2018). 
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 Outro suporte comumente utilizado em processos de imobilização covalente é a 

agarose, que é um polímero polissacarídico natural, extraído de algas vermelhas marinhas, que 

possuem em sua composição agarobiose, um dissacarídeo composto por D-galactose e 3,6-

anidro-L-galactopiranose). Agarose é o principal constituinte do ágar, podendo ser preparada 

como um gel termorreversível. Diferente da quitosana, a agarose possui apenas um grupo 

funcional hidroxila em sua estrutura, fazendo com que uma etapa de ativação desse suporte seja 

importante para uma imobilização eficiente. Suárez e colaboradores (2018) avaliaram o efeito 

do tamanho da partícula de agarose e a carga enzimática para esse suporte nas reações 

simultâneas de hidrólise e transgalactosilação para produção de galactooligossacarídeos por β-

galactosidase de Aspergillus oryzae. Para o processo de imobilização foi necessária uma etapa 

de ativação do suporte com glioxil, que permite a formação de grupos aldeídos responsáveis 

pela formação de bases de Shiff com os grupos amino da enzima, formando diversos pontos de 

ligações de covalente disponíveis (HUERTA et al., 2011; MATEO, Cesar et al., 2005; 

MATEO, César et al., 2006). Assim, de posse dos biocatalisadores, eles observaram que a razão 

das taxas de reação de hidrólise e reação total (rhid/rtotal) foi de 16 e 30 %, para o biocatalisador 

com menor tamanho e menor carga enzimática e para o biocatalisador com maior tamanho e 

maior carga enzimática, respectivamente. De forma semelhante, avaliaram a taxa de reação de 

transgalactosilação e reação total (rtrans/rtotal), a qual foi de 84 e 70 %, para o biocatalisador com 

menor tamanho e menor carga enzimática e maior tamanho e maior carga enzimática, 

respectivamente (SUÁREZ et al., 2018). 

 Existe uma outra alternativa de imobilização por ligação covalente, que consiste em 

distribuir diferentes grupos funcionais ao longo da superfície do suporte e assim promover a 

ligação da enzima por diferentes zonas da superfície do suporte. A imobilização heterofuncional 

é uma boa alternativa para otimizar a imobilização em agarose ativada com glioxil (glicidol), 

promovendo novas zonas de imobilização e fazendo com que a imobilização não dependa 

apenas de regiões com alta densidade de resíduos de lisina na enzima, os quais têm maior 

facilidade de interagir com grupamentos presentes na superfície do suporte, como hidroxilas, 

por exemplo (MATEO, Cesar et al., 2007). A estratégia utilizada nesse caso é utilizar suportes 

com mais de um grupo funcional disponível para ligação. Um estudo desse tipo foi realizado 

por Guerrero e colaboradores (2017), os quais avaliaram a imobilização de β-galactosidase de 

Aspergillus oryzae em quatro diferentes suportes, sendo um suporte monofuncional, composto 

apenas por agarose ativada com glioxil sem alterações, e três tipos de suportes heterofuncionais, 

os quais utilizaram epóxi-agarose como suporte base e foram ativados em um primeiro 
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momento com agarose: amino-glioxil-agarose (Am-GA) (ativação feita com trietilamina), 

carboxil-glioxil-agarose (Cx-GA) (ativação feita com ácido iminodiacético) e quelato-glioxil-

agarose (Che-GA) (ativação feita com solução de CuSO4). As atividades específicas obtidas 

para Am-Ga, Cx-GA e Che-GA foram 3676, 430 e 454 U/g de biocatalisador, com tempos de 

meia-vida a 50 °C de 247, 100 e 100 horas, respectivamente. O maior rendimento de 

imobilização foi de 39,4% para o suporte Am-GA, e o maior rendimento de produção de 

lactulose foi obtido com o suporte monofuncional de glioxil-agarose (GUERRERO et al., 

2017). 

 β-galactosidases imobilizadas podem ser usadas de várias formas em processos de 

hidrólise de lactose do leite e do soro de leite, bem como na produção de oligossacarídeos (DE 

FREITAS et al., 2020). A escolha da forma de imobilização depende basicamente da natureza 

do substrato, das características da enzima e do suporte e da parte econômica do processo em 

si (PANESAR, S.; KUMARI; PANESAR, 2010). São diferentes formas e protocolos de 

imobilização e com o decorrer dos anos sempre surgem novas técnicas ou novas formas de 

otimização das técnicas já utilizadas. A Tabela 5 apresenta um levantamento com estudos de 

imobilização de β-galactosidases e os tipos de imobilização utilizados ao longo dos últimos 

anos. 
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Tabela 5 – Fontes de β-galactosidases e diferentes métodos e suportes usados para imobilização (continua). 

Método de 

imobilização 
Fonte da β-galactosidase Suportes Referência 

Adsorção 

Aspergillus oryzae Nano partículas de ZnO (HUSAIN et al., 2011) 

A. oryzae 
Amido-alginato de cálcio revestido com 

Concanavilina A 
(ANSARI; HUSAIN, 2011) 

Thermus sp. T2 PEI-Sepabeads, DEAE-Agarose (PESSELA et al., 2003) 

A. oryzae, Bacillus circulans e 

Kluyveromyces lactis 
Sílica (BERNAL; SIERRA; MESA, 2014) 

A. oryzae 
Nanocompósito de nanotubos de carbono com 

múltiplas camadas de polianilina cobalto 
(KHAN; HUSAIN; BUSHRA, 2017) 

K. lactis Membrana de mistura de matrizes de ZrO2 (JOCHEMS et al., 2011) 

K. lactis Hidrogéis enxertados com quitosana (FACIN et al., 2015) 

Kluyveromyces fragilis Esferas de celulose (ROY; GUPTA, 2003) 

Aspergillus niger Monólito de cerâmica 
(PAPAYANNAKOS; MARKAS; 

KEKOS, 1993) 

Kluyveromyces marxianus Sílica e Alumina (DI SERIO et al., 2003) 

Aprisionamento 

K. lactis Silano modificado (BIRO et al., 2016) 

A. oryze Quitosana-cinamato 
(MONIER; YOUSSEF; ABDEL-

LATIF, 2018) 
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Tabela 5 – Fontes de β-galactosidases e diferentes métodos e suportes usados para imobilização. 

Método de 

imobilização 
Fonte da β-galactosidase Suportes Referência 

Aprisionamento 

K. lactis Alcoxissilanos e Alquilsilanos (BIRÓ et al., 2016) 

K. lactis Matrizes de sílica gel 
(NICHELE; SIGNORETTO; 

GHEDINI, 2011) 

A. oryzae Alginato de cálcio (HAIDER; HUSAIN, 2007) 

Ligações covalentes 

K. lactis Polissiloxano-Álcool polivinílico (GONZÁLEZ-CATAÑO et al., 2017) 

K. lactis Glioxil-Sepharose® (BERNAL et al., 2013) 

K. lactis Nanopartículas de SiO2 (VERMA et al., 2012) 

K. lactis Colágeno 
(GENNARI; MOBAYED; CATTO; et 

al., 2019) 

A. oryzae e K. lactis Nanocelulose magnética 
(GENNARI; MOBAYED; DA ROLT 

NERVIS; et al., 2019) 

K. lactis Quitosana ativada com glutaraldeído (KLEIN et al., 2013) 

K. lactis Superfícies de grafite (ZHOU; CHEN, 2001) 

K. lactis Eupergit C® (DA SILVA CAMPELLO et al., 2012) 

B. circulans  Suportes de glioxil-agarose (URRUTIA, P et al., 2013) 

A. oryzae 
Quitosana ativada com glutaraldeído e 

epicloridrina 
(URRUTIA, Paulina et al., 2018) 

Fonte: O Autor (2020). 
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 Além de todos os parâmetros mencionados e que podem influenciar ou não o 

processo de produção enzimática de lactulose, é importante destacar que um dos principais 

pontos que atraem a atenção para esse tipo de bioprocesso é a possibilidade de se utilizar 

substratos não puros, oriundos de diversas fontes de obtenção, devido à especificidade das 

enzimas utilizadas nesses processos. O tópico seguinte trará uma breve descrição acerca da 

obtenção de substratos para produção de compostos de valor agregado. 

 

 O uso de resíduos industriais como substratos para produtos de valor agregado 

 A geração de resíduos e a problemática ambiental são assuntos comuns nos 

últimos anos e que têm sido alvo de diversos debates e estudos. A preocupação com o 

desenvolvimento sustentável tem levado a reflexões acerca da forma adequada que tais 

resíduos devem ser tratados antes de entrarem em contato com o meio ambiente. Além disso, 

a necessidade de se desenvolver tecnologias de reaproveitamento de tais resíduos também 

vem sendo o foco de pesquisas nos últimos anos. 

 A implementação de políticas sustentáveis, além de visar uma redução no 

impacto ambiental, com o uso de tecnologias que minimizem os níveis de contaminantes 

presentes nos efluentes, possibilita a reutilização de alguns desses resíduos (MORTON; 

PENCHEON; BICKLER, 2019). A problemática do gerenciamento de resíduos ocorre 

basicamente no tratamento de redes de águas residuais. Dessa forma, o setor alimentício 

pode ser considerado um dos principais contribuintes na geração desses efluentes, já que seu 

rápido crescimento está diretamente relacionado com o rápido crescimento econômico e 

populacional (UÇKUN KIRAN et al., 2014). Nesse contexto, pode-se definir um resíduo do 

setor alimentício como um rejeito orgânico obtido a partir do processamento industrial, 

comercial e/ou doméstico de alimentos de qualquer espécie. A geração desses rejeitos 

abrange desde os níveis agrícolas, passando pelos níveis de processamento industrial até 

chegar aos níveis de utilização domésticos (MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014). 

 

3.9.1 O setor de lacticínios 

 Uma das principais formas de se observar a geração de resíduos industriais é 

pela quantidade de efluentes gerados por determinado processo. Nessa perspectiva, o setor 

lácteo tem uma parcela significativa de contribuição. A produção nacional de leite no ano de 
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2020 foi de 845,7 milhões, o que representou um aumento de 10,83 % em relação ao 

consumo de 2019, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística – IBGE (IBGE, 

2020). 

 O setor lácteo é subdivido em diversos setores industriais, sendo o setor 

alimentício o principal beneficiado. A Figura 10 apresenta os principais destinos para 

utilização do leite produzido no ano de 2019. 

 

Figura 10 – Destinação do leite inspecionado no mercado nacional durante o ano de 2019. 

 
Fonte: Embrapa (2019). 

 

 Os efluentes gerados pelo setor de lacticínios possuem elevador teor de matéria 

orgânica, o que contribui de forma significativa para proliferação de microrganismos, sendo 

tal fato constatado com a alta Demanda Biológica de Oxigênio (DBO) e alta Demanda 

Química de Oxigênio (DQO). Tais parâmetros, aliados com o alto teor de sólidos suspensos 

(0,1 a 22 kg/m³), presença de nutrientes essenciais e alta taxa de lipídeos (0,1 a 10,6 kg/m³) 

mostram que se faz necessário uma maior atenção no descarte desses efluentes no meio 

ambiente (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012; PINHEIRO ALVES et al., 2014). A 

Tabela 6 apresenta a composição dos efluentes da indústria de lacticínios.  

Demais 
Produtos

9% Leite 
Pasteurizado

5%

Leite UHT
28%

Leite em Pó
24%

Queijos
34%
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Tabela 6 – Composição média e características físico-químicas dos efluentes gerados nos 

processos industriais da indústria de lacticínios. 

Constituinte Efluente 

Temperatura (°C) 48 

pH 6,6 

Porção Sólida (g-1) 70 ± 2 

Porção Volátil (g-1) 65 ± 2 

Matéria Seca (g.kg-1) 102 

Sólidos Suspensos (g-1) 3 

DQO (g-1) 11 

DQO/DBO 4,7 

Fonte: Azzouni, Eloutassi, Lahkimi, Louaste, & Chaouch (2019). 

 

 A indústria de lacticínios possui uma gama de produtos gerados a partir do leite 

(manteiga, iogurtes, sorvetes, doces, etc.) que contribuem de forma significativa para a 

produção de águas residuais e geram efluentes ricos em diversos compostos. Percebe-se que 

a grande maioria do leite produzido no ano de 2019 foi destinado à produção de queijos 

(Figura 10) (aproximadamente 8,31 bilhões de litros de leite) e durante seu processo de 

produção é que se forma o principal rejeito da indústria láctea: o soro de leite. O descarte 

inapropriado de efluentes ricos em soro de leite pode causar o aumento dos níveis de acidez 

com alteração nas características físico-químicas de solos e águas, além de contribuir para 

proliferação de culturas microbianas indesejáveis (MANTOVANI et al., 2015; PINHEIRO 

ALVES et al., 2014). 

 Estima-se que para cada quilograma de queijo produzido, nove litros de soro de 

leite são gerados (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012). Este fato reforça a necessidade 

de alternativas que levem ao reaproveitamento desse subproduto. Seu alto valor nutricional, 

aliado ao grande volume gerado tornam essa uma promissora matéria-prima para geração de 

produtos com valor agregado. Em geral, o soro de leite obtido é destinado a suplementação 

de ração animal e adubo. No entanto, novos estudos mostram que o leque de aplicações do 

soro de leite pode ir desde de sua aplicação no setor farmacêutico (GIRALDO et al., 2017) 

até o uso como substrato para produção de enzimas (DE FREITAS et al., 2020; LIMA et al., 

2013). 
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3.9.2 O soro de leite 

 As características do soro de leite dependerão muito da qualidade e da origem 

do leite utilizado. Fatores como alimentação, raça, estágio de lactação e saúde do animal são 

determinantes nas características do soro obtido. Os principais leites utilizados são oriundos 

de bovinos, cabras, ovelhas e búfalos (RAMOS et al., 2015). A presença do soro de leite em 

corpos d’água pode causar impermeabilização, aumento no consumo de oxigênio, 

eutrofização, toxicidade entre outros (RAJESHWARI et al., 2000). 

 O soro de leite (soro lácteo ou soro de leite bovino) é a porção aquosa liberada 

durante a produção convencional de queijos, após a separação do resultante da coagulação 

do leite por enzimas. É composto basicamente por água (93% m/m) e contém 

aproximadamente 50% dos nutrientes presentes no leite. Possui uma coloração verde-

amarelado, devido à presença da vitamina B2 (riboflavina) e da precipitação e remoção da 

caseína durante o processo de produção do queijo (GONZÁLEZ SISO, 1996; RAMOS et 

al., 2015). É composto majoritariamente por lactose (39-60 Kg/m³), a qual constitui 

aproximadamente 90% da fração mássica do soro. O restante da composição mássica se 

divide entre gorduras (0,99-10,58 Kg/m³) e proteínas (1,4-8,0 Kg/m³).  

 Os altos valores de DBO e DQO (27-60 Kg/m³ e 50-102 Kg/m³, 

respectivamente) contribuem para que esse rejeito seja tratado através de processos 

biológicos (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012). Alguns sais inorgânicos estão 

presentes em sua composição, mas isto devido ao processo de produção dos queijos, no qual 

utiliza-se NaCl, KCl e alguns sais de cálcio. Alterações em propriedades físico-químicas 

podem interferir diretamente em processos biológicos de tratamento do soro de leite. Em pH 

muito ácido, pode ocorrer o crescimento de biomassa filamentosa (GHALY, 1996). Já no 

caso de uma baixa alcalinidade, é observado uma rápida acidificação do meio (CASTELLÓ 

et al., 2009). Além disso, fatores como a presença de amônia, ácidos graxos voláteis e 

potássio também podem ocasionar a inibição de processos biológicos (APPELS et al., 2008; 

PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012). 

 O descarte apropriado do soro de leite é algo necessário e de extrema 

importância. No entanto, olhando sob uma perspectiva de valorização desse rejeito, o soro 

de leite é rico em nutrientes que podem ser usados em diversos processos de obtenção de 

produtos com valor agregado. Quantidades significativas de ácido lático, ácido cítrico, ureia, 

ácido úrico, vitaminas do grupo B, imunoglobulinas, α-imunoglobulinas, β-
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imunoglobulinas, albumina e lactoferrina também podem ser encontradas no soro de leite. 

Tais compostos aumentam o potencial desse rejeito para o seu uso em processos diversos, 

devido as características nutricionais e medicinais que os componentes presentes em sua 

composição apresentam (CASAL et al., 2006; PANESAR., 2007; PRAZERES; 

CARVALHO; RIVAS, 2012). 

 Bosso e colaboradores (2019) avaliaram o uso do soro de leite como substrato 

para a cepa Saccharomyces fragilis IZ 275 na produção de β-galactosidase. A cinética de 

crescimento do microrganismo foi avaliada por meio do consumo de lactose e da produção 

de biomassa e enzima. Após 12 horas de cultivo, observaram que 11% do substrato ainda 

estava presente no meio, indicando um consumo médio de lactose de 2,63 g.L-1.h-1. O 

crescimento celular foi de 11,06 mg.mL-1 com uma taxa de crescimento específica de 0,317 

h-1 no tempo de 20 horas de cultivo. A atividade da enzima obtida foi de 14,28 U.mL-1 

(BOSSO et al., 2019). 

 Murari e colaboradores (2019) investigaram a otimização do processo de 

produção de etanol por Kluyveromyces marxianus URM 7404 utilizando o soro de leite com 

substrato. Foram estudados parâmetros como pH, temperatura e concentração de lactose no 

processo, utilizando metodologias de superfície de resposta com Design Rotacional de 

Composto Central (em inglês, Central Composite Rotational Design – CCRD). Os modelos 

gerados a partir dessas metodologias foram validados com dados obtidos de 20 fermentações 

do soro de leite. Com base nos dados obtidos através dos modelos já validados, os autores 

realizaram o processo de otimização e scale-up do sistema. Numa escala de significância, 

perceberam que a temperatura foi o parâmetro mais influente, seguido do pH e da 

concentração de lactose. O uso dos modelos validados permitiu o uso de um reator de 36 L, 

com um rendimento de 98,8 %, produtividade de 2,57 g/L.h e YP/S de 0,5 g/g. Por fim, a 

Demanda Química de Oxigênio foi reduzida em 78,94 %, mostrando que além de se otimizar 

o processo de produção etanol, houve também a redução de possíveis danos ambientais 

causados por esse efluente (MURARI et al., 2019). 

 Alguns estudos também relatam o uso de soro de leite combinado com outros 

compostos para favorecimento ou inibição na produção de alguns compostos. Alonso e 

colaboradores (2015) avaliaram a combinação de substratos para investigar a versatilidade 

da cepa Pseudomonas taetrolens em processos de co-fermentação, combinando o soro de 

leite com glicose, glicerol e lactose, para produção de ácido glucônico e ácido lactobiônico. 

Foi observado que a presença de glicose leva a uma produção simultânea de ácido glucônico 
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(8,8 g/L) e ácido lactobiônico (78 g/L). Na presença de glicerol, ocorre um aumento na 

densidade celular (1,8 g/L), acompanhado de uma redução no rendimento da produção de 

ácido lactobiônico (~82 %). Já na presença de lactose, observou-se um aumento significativo 

na produção de ácido lactobiônico (rendimento de 100%) juntamente com uma alta 

produtividade específica deste composto (1,4 g/g.h) (ALONSO; RENDUELES; DÍAZ, 

2015). 

 Como mencionado, o soro de leite pode ser utilizado como substrato para 

produção de compostos de valor agregado, bem como na produção de enzimas, por meio de 

rotas fermentativas. Além dessas finalidades, o soro de leite pode ser utilizado em reações 

enzimáticas, sendo convertido também em produtos de valor agregado e de interesse 

comercial. Como exemplo dessa aplicação, o estudo de Choi e colaboradores (2020) mostra 

a geração de energia através do uso de soro de leite em células enzimáticas de combustível, 

utilizando a celobiose desidrogenase. Para aumentar a performance da célula, foram 

avaliados a concentração enzimática, o pH da reação e a concentração inicial de lactose. 

Com o uso do soro de leite foi possível obter uma densidade de potência de 1.839 µW/cm², 

nas condições de 47,07 mg/mL de concentração de celubiose-desidrogenase, 100 mM de 

lactose e pH de 4,5, mostrando que o soro de leite também pode ser utilizado na geração de 

energia (CHOI et al., 2020). 

 No entanto, não é apenas por seu alto valor nutricional que o soro de leite vem 

chamando a atenção para estudos que utilizam esse tipo de substância como substratos de 

para reações bioquímicas. As proteínas presentes em sua composição apresentam um 

elevado teor de aminoácidos essenciais, tais como lisinas, aminoácidos sulfúricos, metionina 

e cisteína, além de aminoácidos ramificados (isoleucina, leucina e valina), que são 

importantes no metabolismos de diferentes tipos de microrganismos (MCDONOUGH et al., 

1974) e também atraem a atenção para o desenvolvimento de rotas de aproveitamento dessas 

moléculas. 

 

3.9.3 O uso do soro de leite como substrato para produção de oligossacarídeos e a 

integração de processos como forma de otimização da produção de lactulose 

 Como visto anteriormente, o soro de leite possui um alto potencial para ser usado 

com substrato para bioprocessos voltados para produção de moléculas de valor agregado. O 

presente estudo aborda essa proposta do uso do soro de leite residual como substrato para a 
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produção de lactulose, partindo de dados já consolidados e visando desenvolver um 

protocolo operacional que otimize sua produção. 

 Mano, Paulino & Pastore (2019) propuseram o uso do soro de leite residual de 

uma indústria de alimentos no processo de produção de galactooligossacarídeos, 

comparando o uso de três β-galactosidases de fontes diferentes (A. oryzae, E. coli e K. lactis). 

A enzima proveniente de K. lactis mostrou os melhores resultados para o processo, com um 

percentual de hidrólise da lactose de 89,27 %, rendimento de produção de 

galactooligossacarídeos de 25 g de GOS/100 g de lactose oferecida e uma produtividade 

específica de 51 g de GOS/g de enzima.h. Ao término do estudo, os autores concluíram que 

a β-galactosidase de K. lactis era aceitável para aplicação no desenvolvimento de processo 

biotecnológicos mais robustos. 

 Freitas e colaboradores (2020) avaliaram o uso de uma β-galactosidase obtida a 

partir de uma cepa de K. lactis modificada geneticamente (K. lactis NRRL Y1564), na 

hidrólise e produção de lactulose simultâneas, utilizando o soro de leite como substrato. 

Afim de se otimizar o biocatalisador, os autores realizaram procedimentos de imobilização 

em quitosana ativadas por três diferentes agentes químicos: glutaraldeído, epicloridrina e 

glicidol. Os percentuais de hidrólise obtidos foram de 38 e 42,8 %, para a enzima livre e 

imobilizada, respectivamente. A quantidade máxima de lactulose produzida a partir do uso 

do soro de leite foi de 17,32 g/L. Esses resultados colaboram para a hipótese do potencial de 

uso do soro de leite nesses processos biológicos. 

 Outra forma de se otimizar o uso de soro de leite em processos de produção de 

oligossacarídeos, dentre eles a lactulose, é combinar o uso de enzimas que auxiliem em uma 

determinada etapa da reação. Por exemplo, no estudo realizado por Song e colaboradores 

(2013) os autores propõem o uso da enzima glicose-isomerase de Streptomyces rubiginosus 

para atuar antes da etapa de transgalactosilação, isomerizando a glicose liberada pela 

hidrólise da lactose, feito por uma β-galactosidase de K. lactis utilizando soro de leite. Nos 

experimentos propostos pelos autores, as duas enzimas foram imobilizadas no mesmo tipo 

de suporte de sílica-gel, mas não de forma simultânea, sendo cada enzima imobilizada em 

seu suporte. Os resultados obtidos mostraram uma produção de lactulose de 7,68 g/L e uma 

produtividade específica de 0,32 mg/U.h. Além desses resultados, os autores avaliaram o 

reuso das enzimas imobilizadas, constatando que seu percentual catalítico ainda se manteve 

em 57,1 %, após 7 reciclos seguidos (SONG et al., 2013b). 
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 Alguns estudos que trazem essa temática sobre a integração de processos, têm 

na sua essência a proposta de se utilizar um outro biocatalisador para auxiliar em 

determinada etapa da reação, como o mencionado acima, além de apresentar novas propostas 

de reatores utilizados para os processos de produção. Porém, poucos são os trabalhos que 

exploram o uso de diferentes conformações operacionais, modificando-se o tipo de reatores 

utilizados, a fim de se obter uma configuração operacional mais eficaz para produção desses 

compostos. O presente trabalho sugere essa proposta, analisando cada etapa de forma 

singular para depois integrar os processos e observar o comportamento da reação. Já existem 

estudos que abordam o uso de outros configurações reacionais, como o uso de bateladas 

alimentadas, para produção de oligossacarídeos (GUERRERO; VERA; ILLANES, 2017a). 

No entanto, o uso de reatores de leito fixo ainda é pouco explorado para produção de 

oligossacarídeos utilizando soro de leite como substrato. No presente estudo, algumas 

hipóteses acerca de conformações operacionais serão levantadas e avaliadas, partindo de 

dados obtidos a partir de estudos prévios, como temperatura de reação, presença de íons 

metálicos, pH do meio reacional e força iônica do tampão utilizado (DE ALBUQUERQUE 

et al., 2018) e dos resultados obtidos nos estudos feitos em batelada, acerca da produção 

desses compostos por β-galactosidases. 

 O capítulo seguinte trará informações sobre os materiais utilizados e as 

metodologias empregadas para o desenvolvimento dos estudos que iram contribuir para 

sustentação do presente estudo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Material 

4.1.1 Reagentes 

 Os reagentes utilizados, lactose, lactulose, rafinose, estaquiose, glicose, frutose, 

fosfato de potássio mono e bibásico, hidróxido de potássio, hidróxido de sódio, ácido acético, 

glutaraldeído 25% (v/v), o-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo (ONPG) e quitosana de baixo 

peso molecular, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, MO). O soro 

de leite em pó e desmineralizado foi gentilmente cedido pela Sorvetes Frosty (Maracanaú, 

Ceará, Brasil). 

 

4.1.2 Enzimas 

 As enzimas β-galactosidases (E.C. 3.2.1.23) de Kluyveromyces lactis, 

Lactozyme ® 2600 e de Aspergillus oryzae, a enzima imobilizada Glicose Isomerase (GI) 

de Streptomyces murinus Novozymes Sweetzyme® (≥ 350 U/g) (E. C. 5.3.1.5), foram obtidas 

da Sigma-Aldrich-Chemical Co. (St Louis, MO). 

 

 Métodos 

4.2.1 Determinação da atividade enzimática da β-galactosidase pela hidrólise do substrato 

ONPG 

 A atividade hidrolítica da β-galactosidase foi determinada a 37 °C em tampão 

fosfato de potássio 50 mM e pH 6,6. A reação foi conduzida em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 420 nm. A reação foi conduzida por 2 min, em intervalos de 2 s, 

utilizando uma solução sintética de ONPG 1,25 mM, em tampão fosfato de potássio 50 mM 

com MnCl2 0,1 mM (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; LIMA et al., 2013). Esse 

procedimento foi utilizado tanto para determinação da atividade da enzima solúvel, quando 

imobilizada. Para enzima solúvel, utilizou-se um volume de enzima de 50 µL, e para 

determinação da atividade do derivado, utilizou-se uma massa de 0,1 gramas do 

biocatalisador (DE FREITAS et al., 2020). Uma unidade (U) de β-galactosidase foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para formar 1 µmol de o-nitrofenol por minuto nas 
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condições reacionais utilizadas. A Equação 1 apresenta a fórmula utilizada para o cálculo da 

atividade enzimática. 

𝐴(𝑈
𝑚𝐿⁄ ) =

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 × 𝑉𝑇

𝜀 ×𝐿 × 𝑉𝑒 
    (1) 

 

sendo, slope: absorbância lida pelo tempo; VT: o volume total de reação; ε: o coeficiente de 

extinção molar do produto o-nitrofenol (o-NP) (4,53 mol/cm); L: caminho óptico (1 cm) e 

Ve: o volume de enzima utilizado. 

 A Equação 2 foi utilizada para determinação da atividade dos biocatalisadores 

(ALBUQUERQUE, 2018; LIMA, 2012). 

𝐴(𝑈
𝑔⁄ ) =

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 × 𝑉𝑇

𝜀 ×𝐿 × 𝑚𝑑 
    (2) 

 

4.2.2 Determinação da atividade de transgalactosilação da β-galactosidase 

 A atividade de transgalactosilação da enzima β-galactosidase de K. lactis foi 

determinada levando-se em conta a produção de lactulose. Na formação da lactulose, uma 

unidade de (UT) de atividade de transgalactosilação da enzima foi definida como a 

quantidade de β-galactosidase necessária para catalisar a transgalactosilação de 1 µmol de 

galactose por minuto. Para a reação de transgalactosilação foi utilizada uma metodologia 

adaptada de Vera e colaboradores (2015), na qual utilizou-se uma mistura equimolar de 

lactose e frutose, diluídas em 10 g de tampão fosfato de potássio pH 7,0 e 100 mM. A solução 

enzimática utilizada possuía atividade hidrolítica de 64 UH para cada grama de lactose 

oferecida na reação e utilizou-se 2,5 gramas dessa solução para a reação. Os reagentes foram 

diluídos por meio de aquecimento até a temperatura de 80 °C, na qual não se observou 

degradação dos açúcares. A reação ocorreu a 50 °C, reatores encamisados de 50 mL, por 15 

minutos. Amostras foram retiradas em tempos pré-determinados. A quantidade de galactose 

transgalactolisada, ou seja, aquela que participou da etapa de formação do complexo enzima-

galactosil e seguiu para formação da molécula de lactulose, foi determinada de acordo com 

o seguinte balanço material: 1 mol de galactose é transgalactolisado para formação de 1 mol 

de lactulose. O estudo foi feito em duplicata. 
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4.2.3 Imobilização de β-galactosidase de Kluyveromyces lactis em quitosana ativada com 

glutaraldeído 

 Primeiramente, o suporte de quitosana foi preparado, adicionando-se a uma 

solução de ácido acético 2% (v/v) a quitosana na proporção de 2 % (m/v). A mistura foi 

homogeneizada sob agitação suave e temperatura ambiente. Após completa dispersão da 

quitosana e ainda sob agitação, adicionou-se uma solução de hidróxido de potássio 5M para 

que o gel de quitosana coagulasse. Feito isso, a massa de quitosana coagulada foi filtrada e 

lavada com água destilada em excesso, até atingir pH neutro (BUDRIENE et al., 2005). 

 Em seguida, o suporte de quitosana foi ativado com uma solução de 

glutaraldeído 0,8% (v/v). O processo de ativação foi conduzido sob agitação suave e na 

temperatura de 50 °C por 30 minutos. Ao término dessa etapa, o suporte ativado foi lavado 

com água destilada em excesso e com tampão fosfato de potássio, 100 mM e pH 7,0 (DE 

ALBUQUERQUE et al., 2018; LIMA et al., 2013). 

 Visando melhorar o processo de imobilização, foi realizado um estudo prévio 

para avaliar a carga ideal para imobilização enzimática. As cargas avaliadas foram 2, 5, 7, 

10 e 12 mg de proteína por grama de suporte. O processo de imobilização foi conduzido em 

agitador rotor (TE-165, Tecnal, SP) por 2 horas em temperatura ambiente (aproximadamente 

25 °C), utilizando tampão fosfato de potássio 100 mM e pH 7,0, com adição de 0,1 mM de 

MnCl2 e 0,2 mM de MgCl2. A adição desses íons metálicos ajuda na estabilização das 

subunidades da enzima (já que trata-se de uma enzima multimérica) durante o processo de 

imobilização (BUDRIENE et al., 2005; DE ALBUQUERQUE et al., 2018). 

 

4.2.4 Determinação dos parâmetros de imobilização 

 A avaliação da etapa de imobilização foi feita usando os parâmetros descritos a 

seguir: 

• Atividade oferecida (U/g): Quantidade de atividade enzimática oferecida por 

grama de suporte no início da imobilização (Equação 3): 

𝐴𝑜𝑓𝑒𝑟𝑒𝑐𝑖𝑑𝑎 = (
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑆𝑢𝑝𝑜𝑟𝑡𝑒
) × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎  𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜 𝑑𝑒 𝑖𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑐𝑎çã𝑜 (3) 

 

onde, a atividade inicial se refere à atividade da solução de imobilização. 
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• Rendimento de imobilização (%): Relação entre a atividade da enzima imobilizada 

e a atividade oferecida inicialmente (Equação 4): 

𝑅 (%) =  (
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) × 100  (4) 

 

onde, a atividade imobilizada se refere a diferença entre a atividade inicial e a atividade 

remanescente no sobrenadante após o processo de imobilização. 

 

• Atividade teórica (U/g): Produto entre a quantidade de atividade oferecida pelo 

rendimento da imobilização (Equação 5): 

𝐴𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎 = 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 ×  𝐴𝑜𝑓𝑒𝑟𝑒𝑐𝑖𝑑𝑎   (5) 

 

• Eficiência (%): Após calcular a atividade do biocatalisador e a atividade oferecida 

é possível determinar o percentual de eficiência, através de uma relação entre esses dois 

últimos parâmetros, de acordo com a Equação 6 (DE FREITAS et al., 2020). 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =
𝐴𝑏𝑖𝑜𝑐𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑠𝑎𝑑𝑜𝑟

𝐴𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
 ×  100   (6) 

 

4.2.5 Determinação dos parâmetros de avaliação do processo de hidrólise e de produção 

de lactulose 

 Os parâmetros avaliados nos processos de hidrólise e transgalactosilação foram 

o percentual de hidrólise da lactose (Equação 7), rendimento de produção de lactulose 

(Equação 8) e produtividade máxima de lactulose (Equação 9). A seguir estão expressas as 

equações utilizadas. 

• Percentual de hidrólise da lactose (%): Razão entre a quantidade de lactose 

presente no início da reação (g/L), pela quantidade residual de lactose (g/L), multiplicando 

por 100. 

%ℎ𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑒 =
([𝐿𝑎]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−[𝐿𝑎]𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

[𝐿𝑎]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
. 100   (7) 
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• Rendimento de produção de lactulose: Expressa a razão entre a quantidade máxima 

de lactulose produzida (g/L) pela quantidade de lactose oferecida no início do processo (g/L).  

𝜂𝑙𝑎𝑐𝑡𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 =
[𝐿𝑢]𝑚á𝑥

[𝐿𝑎]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
    (8) 

 

• Produtividade máxima de lactulose (g/(L.h)): Relação entre a quantidade máxima 

de lactulose produzida pelo tempo no qual essa concentração foi obtida. 

𝑞𝑚á𝑥 =
[𝐿𝑢]𝑚á𝑥

𝑡[𝐿𝑢]𝑚á𝑥

     (9) 

 

 

4.2.6 Avaliação da eficiência catalítica dos biocatalisadores obtidos no processo de 

hidrolise de lactose e produção de lactulose 

 Para avaliar a eficiência catalítica dos biocatalisadores obtidos na produção de 

oligossacarídeos, foram realizadas reações simultâneas de hidrólise da lactose e produção de 

lactulose. Os experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 25 mL contendo 

a solução sintética de lactose e frutose (1:2), com uma concentração total inicial de substrato 

de 200 g/L, em tampão fosfato 50 mM e pH 7,0 (DE ALBUQUERQUE et al., 2018). A 

carga enzimática utilizada foi de 7 U/mL e a reação foi conduzida sob agitação orbital a 120 

RPM e 50 °C por 20 min. 

 

4.2.7 Avaliação da influência dos substratos nas reações de hidrólise e de 

transgalactosilação através da alteração na razão lactose:frutose 

 A fim de se determinar a melhor proporção de lactose:frutose (La:Fru) e entender 

como tal parâmetro influência as etapas de hidrólise de transgalactosilação na reação de 

hidrólise e produção de lactulose, foram avaliadas as razões de La:Fru de 1:1, 1:2, 1:3, 2:1 e 

3:1. Amostras foram recolhidas em tempos pré-determinados para avaliação da concentração 

de lactose, glicose e lactulose, e as reações foram paradas por aquecimento a 100 °C por 1 

minuto. 
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4.2.8 Avaliação da produção de lactulose utilizando soro de leite como substrato 

 Após a avaliação da produção de lactulose utilizando uma solução sintética de 

lactose, avaliou-se a produção de lactulose por β-galactosidase de K. lactis utilizando soro 

de leite como substrato. O soro de leite utilizado era composto por 72% (m/m) de lactose e 

foi suplementado com a adição de frutose, seguindo a mesma a proporção de 1:2, com 

concentração máxima inicial de substrato de 200 g/L, em tampão fosfato de potássio 50 mM 

e pH 7,0. O soro não passou por nenhum processo de precipitação de proteínas, sendo 

utilizado in natura. Os ensaios foram conduzidos em Erlenmeyers de 25 mL contendo o 

meio reacional. A carga enzimática foi de 7 U/mL (DE ALBUQUERQUE et al., 2018) e a 

reação foi conduzida sob agitação orbital a 120 RPM e 50 °C por 20 minutos. Amostras 

foram retiradas em tempos pré-determinados e a reação foi parada por aquecimento a 100 

°C por 1 minuto. 

 

4.2.9 Avaliação da configuração operacional do processo de produção de lactulose por β-

galactosidase de K. lactis e o uso da glicose-isomerase de Streptomyces murinus para 

otimizar o processo 

 No intuito de se otimizar o processo de produção da lactulose por β-galactosidase 

de K. lactis, foram avaliadas algumas configurações reacionais do processo. Além disso, um 

estudo utilizando a enzima glicose-isomerase de Streptomyces murinus para atuar no 

processo de isomerização da glicose (proveniente da hidrólise da lactose) em frutose e ser 

usada na reação de transgalactosilação juntamente com a galactose. 

 A seguir, a Figura 11 apresenta o esquema da conformação proposta para 

processo A. Neste, em um primeiro momento ocorre a reação de hidrólise da lactose, no 

tempo de 20 minutos, nas condições de 50 °C, 120 RPM em tampão fosfato de potássio 50 

mM e pH 7,0. Em seguida, removeu-se β-galactosidase (já imobilizada) e adicionou-se a 

glicose-isomerase (já imobilizada) no intuito de se produzir frutose a partir da glicose 

residual da primeira etapa da reação. Assim, o procedimento de isomerização utilizou uma 

massa de 0,5 gramas de glicose-isomerase liofilizada (aproximadamente 350 U/g) para cada 

20 mL de meio, a 70 °C, em tampão fosfato de potássio 100 mM e pH 7,5, sob agitação 

mecânica suave, durante 90 min. Após isso, a β-galactosidase retornou ao reator para seguir 

com a reação de transgalactosilação. Um segundo estudo utilizando essa mesma 
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configuração operacional foi realizado, porém utilizando um biocatalisador de β-

galactosidase novo. 

 

Figura 11 – Esquema operacional utilizado no processo integrado A. 

Fonte: O Autor (2021). 

 

 O processo B avaliou o uso dos dois biocatalisadores de forma simultânea no 

mesmo reator. Assim, a primeira etapa do processo investigou o processo de hidrólise e 

isomerização ao mesmo tempo, ou seja, ao passo que glicose era liberada no meio, 

proveniente da hidrólise da lactose, a glicose-isomerase já atuaria convertendo-a em frutose. 

Para essa etapa, optou-se por utilizar as melhores condições do processo de hidrólise, ou 

seja, 50 °C, tampão fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0, agitação de 120 RPM e tempo de 

reação de 90 min. A proporção de glicose-isomerase utilizada foi a mesma do processo 

anterior. Ao término dessa etapa, as enzimas foram retiradas do reator e uma nova β-

galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído 0,8 % (v/v) 

foi adicionado para realizar a reação de transgalactosilação. Também foram realizados 

estudos com e sem suplementação de frutose para etapa de transgalactosilação. A Figura 12 

apresenta um esquema do processo proposto. 
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Figura 12 – Esquema operacional utilizado no processo integrado B. 

Fonte: O Autor (2021). 

 

4.2.10 Avalição da redução da carga de proteína por grama de suporte para otimização 

da produção de oligossacarídeos 

 Um estudo de redução da quantidade de enzima oferecida (em mg) por grama de 

suporte foi realizado, a fim de se avaliar se tal redução teria influência sobre o processo de 

produção de oligossacarídeos. As condições de imobilização utilizadas foram as mesmas 

descritas no tópico 4.2.1. Partiu-se da carga de 7 mg/g como sendo o valor de 100 % da carga 

de enzima por grama de suporte, reduzindo-se tal parâmetro em 75, 50, 25 e 10 %. As 

condições reacionais utilizadas também foram as mesmas descritas no tópico 4.2.6. 

Amostras foram retiradas em tempos pré-estabelecidos e levadas para análise dos 

carboidratos. O estudo foi feito em triplicata. 

 

4.2.11 Comparação entre o uso de β-galactosidases de K. lactis e A. oryzae 

 Com o intuito de se avaliar a influência da mudança da cepa de origem no 

processo de hidrólise e produção de oligossacarídeos, realizou-se um estudo comparativo 

entre as β-galactosidases de K. lactis e A. oryzae. As condições reacionais foram as mesmas 

descritas nos tópicos anteriores (tópico 4.5.6). O ensaio foi feito em duplicata e amostras 

foram retiradas em tempos pré-determinados para análise de carboidratos por CLAE. 
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4.2.12 Avaliação do processo de hidrólise da lactose do soro de leite por β-galactosidase 

de Kluyveromyces lactis em reator de leito fixo 

 Os estudos apresentados a seguir têm o intuito de avaliar o uso de leito fixo para 

o processo de hidrólise do soro de leite por β-galactosidase de K. lactis, imobilizada em 

quitosana ativada com glutaraldeído 0,8% (v/v), a fim de se avaliar se a mudança de reatores 

melhoraria o desempenho da reação, em especial na etapa de transgalactosilação. Para isso, 

uma coluna de leito fixo (Pyrez C 10/10, GE Healthcare, Chicago, IL) foi empacotada com 

β-galactosidase imobilizada até a altura fixada em 3 centímetros e diâmetro de 1 cm. A massa 

de derivado utilizada para essa altura foi de 2,0 g. O biocatalisador foi reservado por um 

curto tempo em tampão fosfato de potássio 100 mM e pH 7,0, pois o suporte utilizado pode 

intumescer em meio líquido, interferido no processo de empacotamento. Após o 

empacotamento da coluna, injetou-se o mesmo tampão no leito, por um período de tempo 

de 1 hora, na vazão de 1 mL/min. 

 Após o processo de pré-adaptação do leito, uma solução de soro de leite 72% 

(m/v) de lactose foi injetada no leito por um período de 10 horas, na vazão de 0,5 mL/min. 

A temperatura do leito foi controlada através de banho termostático a 50 °C. Alíquotas foram 

retiradas de tempos pré-definidos para análise de carboidratos. A Figura 13 apresenta um 

esquema utilizada para a hidrólise do soro de leite em reator de leito fixo. 
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Figura 13 – Esquema operacional para o processo de hidrólise do soro de leite em leito fixo, 

utilizando β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído 

0,8 (v/v).  

 
Fonte: Adaptado de Silva (2013). 

 

 Métodos analíticos 

4.3.1 Determinação da concentração de proteínas 

 A concentração de proteínas foi obtida pelo método de Bradford (BRADFORD, 

1976). O padrão utilizado foi a albumina de soro bovino (ASB), adquirida da Sigma-Aldrich 

Co. (St. Louis, MO). 

 

4.3.2 Quantificação dos carboidratos 

 Os carboidratos presentes e produzidos durante as reações avaliadas (lactose, 

lactulose, glicose, galactose e frutose) foram determinadas por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE) (Thermo Finnigan Surveyor HPLC System, Thermo Fisher 

Scientific, San Jose, CA, EUA), usando um detector de índice de refração e uma coluna 

Supelco 610-H a 30 °C. A fase móvel utilizada foi solução de ácido fosfórico (H3PO4) 0,1% 

(v/v), a uma taxa de fluxo de 0,5 mL.min-1 e 30 °C. Também foram realizadas análises de 

CLAE dos mesmos carboidratos, mas em especial para identificar e quantificar a produção 

de rafinose e estaquiose, utilizando CLAE (Waters, Milford, MA, USA), com detector de 

índice de refração Waters (Modelo 2414), acoplado à uma coluna BP-100 Ca2+ a 80 °C. A 
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fase móvel utilizada foi água Milli-Q, numa taxa de fluxo de 0,4 mL/min. O volume de 

injeção foi de 20 µL e os padrões usados foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. 

Louis, MO). 

 

4.3.3 Análises estatísticas 

 Os dados experimentais foram analisados estatisticamente utilizando uma 

análise de variância (ANOVA) com nível de confiança de 95% e uma probabilidade de 5% 

(p < 0,05). Testes de Tukey foram utilizados para avaliar a diferença significativa entre 

parâmetros avaliados do processo de hidrólise e produção de lactulose. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Processo de imobilização 

 O Grupo de Pesquisa em Processos Biotecnológicos – GPBio, da Universidade 

Federal do Ceará, já estudou o processo de imobilização da enzima β-galactose usando 

quitosana ativada com glutaraldeído como reportado em estudos prévios (DE FREITAS et 

al., 2020; LIMA et al., 2013), mas não foi avaliada a carga de proteína no processo de 

imobilização e sua influência nos parâmetros de imobilização. Então, inicialmente nesta 

pesquisa avaliou-se as cargas de 2, 5, 7, 10 e 12 mg de proteína por grama de suporte 

oferecido, antes dos estudos para o aprimoramento das condições operacionais para 

produção dos oligossacarídeos. Os resultados obtidos estão expressos na Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Parâmetros de imobilização de β-galactosidase de Kluyveromyces lactis em 

quitosana ativada com glutaraldeído 0,8% (v/v) obtidos no processo realizado a pH 7,0 e 25 

°C em tampão fosfato de potássio 100 mM com MnCl2 0,1 mM e MgCl2 0,2 mM, sob 

agitação suave por 2 horas. 

Carga 

Enzimática 

(mg/g) 

Atividade 

Oferecida (U/g) 

Rendimento 

de 

Imobilização 

(%) 

Atividade 

Teórica (U/g 

Eficiência 

da 

Imobilização 

(%) 

Atividade do 

Biocatalisador 

(U/g) 

2 192,33 ± 4,48 99,30 ± 1,86 188,60 ± 11,62 2,93 ± 0,12 5,70 ± 1,14 

5 493,91 ± 12,40 94,38 ± 0,18 458,17 ± 28,85 7,22 ± 0,44 35,53 ± 1,12 

7 714,80 ± 27,62 88,59 ± 0,21 604,20 ± 19,54 6,20 ± 0,14 44,29 ± 0,95 

10 967,84 ± 40,85 84,64 ± 0,33 834,07 ± 12,33 4,57 ± 0,16 44,07 ± 1,13 

12 1192,89 ± 25,60 72,71 ± 0,98 857,38 ± 11,33 2,87 ± 0,18 34,16 ± 2,62 

Fonte: O Autor (2020). 
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 A análise dos parâmetros obtidos permite concluir que as cargas de 7 e 10 mg/g 

foram as que resultaram na obtenção de um biocatalisador com maior atividade (44,29 e 

44,07 U/g, respectivamente). Nas concentrações mais baixas avaliadas (2 e 5 mg/g) nota-se 

que o rendimento de imobilização foi acima de 90%, já que uma menor quantidade de 

proteína foi oferecida para uma quantidade fixa de suporte. Tal comportamento não é 

observado na carga de 12 mg/g, já que uma maior quantidade de proteína é oferecida na 

imobilização. Isso mostra que oferecer uma quantidade de proteína maior que 10 mg/g pode 

gerar um desperdício de enzima. Uma análise dos parâmetros obtidos nas cargas de 5, 7 e 10 

mg/g aponta que um possível valor ótimo de carga estaria entre 5 e 7 mg/g. Analisando do 

ponto de vista da eficiência de imobilização, percebe-se que um aumento de quase 150 % 

quando a carga de imobilização passou de 2 para 5 mg/g, indicando que um maior percentual 

de enzima ativa se ligou ao suporte, gerando um biocatalisador com maior atividade. A partir 

da carga de 5 mg/g, a eficiência da imobilização passa a diminuir em aproximadamente 14 

%, para a carga de 7 mg/g, e aproximadamente em 36 %, para a carga de 10 mg/g. Tal 

redução também é observada analisando os valores da atividade recuperada para cada carga 

avaliada. O que se percebe é a obtenção de biocatalisadores mais ativos, no entanto, obtidos 

através de um processo de imobilização menos eficiente, pois nem toda enzima é direcionada 

para imobilização no suporte. Provavelmente, essa perda de atividade da enzima deve-se a 

algum processo de inativação enzimática sofrido ao longo da imobilização. Assim, a carga 

de 7 mg/g foi a selecionada e utilizada para os experimentos envolvendo a hidrólise da 

lactose e produção de lactulose. 

 O aumento da atividade com o aumento da carga enzimática pode ser devido a 

alterações conformacionais ocasionadas pelas ligações formadas entre a enzima e o suporte 

ativado com glutaraldeído, ocasionando em uma maior exposição de sítios ativos 

enzimáticos. Além de promover a ligação multipontual da enzima com o suporte, o 

glutaraldeído também pode levar a essas alterações conformacionais, que ocasionam, em 

certos casos, uma maior exposição do sítio catalítico da enzima (BARBOSA et al., 2014). 

No entanto, essas distorções também podem ocasionar reduções na atividade enzimática, 

como observado na carga de 12 mg/g, mas com uma compensação em outros fatores, como 

por exemplo a estabilidade da enzima no suporte. Tal estabilidade pode ser ocasionada como 

consequência de mais pontos de amarração da enzima ao suporte, que podem ocasionar 

distorções na estrutura enzimática, dificultando o acesso do substrato ao sítio catalítico 

(BOUDRANT; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020). Além disso, ao levar em 
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conta o valor do rendimento de imobilização da carga de 12 mg/g (72 %), observa-se que 

uma menor quantidade de enzima foi imobilizada ao suporte, em comparação com as demais 

cargas avaliadas. Provavelmente, ocorreu uma saturação do suporte, o qual, nas condições 

de imobilização avaliadas, não foi capaz de imobilizar toda a enzima oferecida (SUÁREZ et 

al., 2018). 

 O processo de imobilização de enzimas em quitosana é possível devido à 

presença de grupamento hidroxila e aminas primárias presentes em sua estrutura polimérica. 

Isso permite que a enzima possa ser ligada de forma covalente ao suporte, devido aos 

resíduos de aminoácidos presentes ao longo da superfície enzimática (em especial, resíduos 

de lisina e aminas terminais). A ativação com glutaraldeído fornece à superfície do suporte 

grupamentos aldeídos que irão fornecer mais pontos de ligação da enzima com o suporte, já 

que existirão pontos de amarração da enzima com grupos funcionais do suporte e da enzima 

com os grupos aldeídos obtidos da ativação com glutaraldeído. Urrutia e colaboradores 

(2018) avaliaram o processo de imobilização de β-galactosidase de Aspergillus oryzae em 

suportes de quitosana ativada com glutaraldeído e com epicloridrina, este último através de 

2 processos distintos: de uma (apenas ligação covalente) e de duas etapas (uma adsorção 

seguida de ligação covalente). Os resultados obtidos mostraram que o suporte ativado com 

glutaraldeído apresentou resultados superiores de rendimento de imobilização por proteína 

e por atividade, quando comparado com os resultados obtidos no processo de uma etapa de 

imobilização no suporte de quitosana ativada com epicloridrina. Os autores associaram os 

resultados com a versátil química do glutaraldeído, a qual é diretamente afetada pelo pH do 

meio e a quantidade de glutaraldeído presente na solução. A ativação de suportes aminados, 

como a quitosana, com glutaraldeído em pH 7,0 (que também foi o utilizado no presente 

estudo) envolve diversas formas estruturais deste reagente, as quais podem gerar diferentes 

conformações de biocatalisadores, afetando ou não, a disponibilidade do sítio ativo 

enzimático e, assim, a eficiência do biocatalisador (MONSAN, 1978; URRUTIA, Paulina et 

al., 2018). A Figura 14 apresenta um esquema das diferentes formas que o glutaraldeído 

pode apresentar quando em solução aquosa.  
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Figura 14 – Estruturas do glutaraldeído em solução aquosa. 

 
Fonte: Adaptado de Barbosa et al. (2014). 

 

 Além de envolver as diferentes forma do glutaraldeído, a ativação desses tipos 

de suportes pode resultar em diferentes mecanismos de imobilização dependendo das 

condições utilizadas durante a imobilização, não contemplando apenas o mecanismo por 

formação de bases de Schiff, comum nesse tipo de procedimento (URRUTIA, et al., 2018). 

Por ser comumente utilizado para ativação de suportes aminados, pode ocorrer que cada 

molécula de glutaraldeído esteja ligada a um ou dois grupos amina, conferindo também, 

características de suportes de troca iônica. Por esse motivo, os suportes aminados ativados 

com glutaraldeído podem ser considerados matrizes heterofuncionais, sendo mais eficazes 

no processo de imobilização enzimática (BETANCOR et al., 2006). 

 

 Avaliação da razão lactose:frutose na hidrólise da lactose e na produção de 

lactulose 

 Com o intuito de avaliar a melhor proporção de substrato utilizado para os 

processos de hidrólise e de produção de lactulose, estudos variando-se as proporções iniciais 

de substrato foram realizados em duas etapas: (i) estudos envolvendo lactose pura e (ii) e 

envolvendo o soro de leite, mantendo-se a concentração máxima de açúcares em 200 g/L (± 

Estrutura 1 
Glutaraldeído 

(estrutura convencional) 

Estrutura 2 

Estrutura 3 

Estrutura 4 
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10 g/L) (DE ALBUQUERQUE et al., 2018). Os resultados obtidos estão expressos e 

discutidos nos tópicos seguintes. 

 

5.2.1 Estudos com lactose pura 

 A influência da razão inicial lactose:frutose na produção de lactulose no processo 

usando lactose pura está apresentado na Figura 15.  
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Figura 15 – Efeito da razão lactose:frutose no processo de hidrólise da lactose e produção de 

lactulose por β-galactosidase de K. lactis livre, utilizando lactose pura como substrato. Razão 

1:1 (A); razão 1:2 (B); razão 1:3 (C); razão 2:1 (D) e razão 3:1 (E). Condições reacionais: 

concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio pH 7 e 50 

mM; 50 °C; 120 RPM e 60 minutos. Lactose (■), glicose (●) e lactulose (▲). 
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Fonte: O Autor (2020).  
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 A partir da análise da Figura 15 pode-se perceber que a variação da razão de 

substrato influencia diretamente o processo de hidrólise e produção de lactulose. No primeiro 

estudo (La:Fru = 1:1), o percentual de hidrólise foi de 90,23 %. Já no segundo estudo (La:Fru 

= 1:2), observou-se um aumento de aproximadamente 17 % nesse mesmo percentual (96,02 

%), com uma mínima variação no terceiro estudo (La:Fru = 1:3), com um percentual de 

hidrólise de 95,23 %. A partir do quarto estudo, onde fixa-se a proporção de frutose no meio 

e aumenta a quantidade de lactose, percebe-se que o percentual hidrolítico começa a cair, 

primeiramente para 93,70 % no quarto estudo (La:Fru = 2:1), chegando até 92,42 % no 

quinto estudo (La:Fru = 3:1). Do ponto de vista do processo hidrolítico, percebe-se que uma 

maior quantidade de frutose no meio favorece a hidrólise. As pequenas variações no 

percentual hidrolítico, observadas com o aumento na quantidade de lactose, podem ser 

explicadas devido à saturação desse açúcar no meio reacional, levando a sua precipitação 

espontânea (VERA et al., 2012). Esse fato também foi observado nos experimentos 

realizados com concentrações de lactose mais elevadas. Com menos lactose solubilizada no 

meio é esperado que o percentual hidrolítico diminua. No entanto, comparando-se a razão 

de 1:1 com a de 3:1, tal parâmetro ainda se mostra superior. Isso pode ser explicado devido 

ao fato de que, apesar de chegar na concentração de saturação, existe ainda um percentual 

maior de lactose disponível para hidrólise pela enzima. Por esse motivo, a diferença entre os 

valores de hidrólise é mínima (apenas 2,4%).  

 Avaliando-se a influência da razão inicial de lactose:frutose na produção de 

lactulose, percebe-se que a máxima produção foi obtida nas razões de 1:1 e 2:1 (17,57 g/L 

em ambas). Na razão de 1:2 e 1:3, obteve-se 15,51 e 13,81 g/L de lactulose, respectivamente, 

possivelmente um aumento na concentração de frutose no meio também afetou a atividade 

de transgalactosilação da enzima. Estes valores são inferiores aos obtidos na razão 1:1 e 2:1, 

mas ao analisar a quantidade de lactulose produzida em relação à quantidade de lactose 

oferecida no início de cada reação, percebe-se que a maior produção de lactulose por grama 

de lactose foi obtida na razão com a maior quantidade de frutose no meio (1:3).  

 A Tabela 8 apresenta os parâmetros obtidos para cada uma das razões avaliadas no 

processo de hidrólise da lactose e produção de lactulose utilizando a enzima livre com lactose 

pura.  
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Tabela 8 – Influência da variação na razão inicial lactose:frutose na reação de hidrólise da 

lactose e produção de lactulose, utilizando lactose pura e β-galactosidase de K. lactis livre. 

Condições reacionais: concentração total de substrato = 200 g/L; tampão fosfato de potássio 

50 mM e pH 7,0; 7 U/mL, 50 °C e 120 RPM por 10 minutos. Letras iguais representam que 

não houve diferença estatística significativa entre os parâmetros avaliados em um nível de 

confiança de 5 %. 

Razão La:Fru 

(m/m) 

Hidrólise da 

lactose (%) 

Produção 

máxima de 

lactulose (g/L) 

Ylactulose 

(glactulose/glactose) 

qmáx 

(g/L.min) 

1:1 90,23 ± 3,02 a 17,57 ± 0,35 a 0,15 ± 0,01 a  1,75 ± 0,03 a  

1:2 96,02 ±1,77 b 15,51 ± 0,09 b 0,20 ± 0,01 a  1,55 ± 0,01 b  

1:3 95,23 ± 0,59 b 13,81 ± 0,03 b 0,21 ± 0,06 a  2,86 ± 0,01 c  

2:1 93,70 ± 3,09 a,b 17,57 ± 1,28 a 0,12 ± 0,01 a,b  1,76 ± 0,23 a  

3:1 92,42 ± 0,37 b 11,29 ± 0,62 c 0,07 ± 0,01 b  1,13 ± 0,06 d  

Fonte: O Autor (2020). 

 

 A análise da Tabela 8 permite observar que apesar de obter um valor inferior de 

concentração máxima de lactulose, quando comparado as demais razões avaliadas, a razão 

de 1:3 apresentou um rendimento de produção de lactulose por quantidade de lactose 

oferecida maior que os demais valores. Isso mostra que a quantidade de frutose no meio 

também influenciou diretamente a produção de lactulose. Até então, percebe-se que existe 

uma influência maior por parte do agente receptor do complexo galactosil-transferase (nesse 

caso, a frutose), do que do agente doador do íon galactosil (no caso, a lactose), tanto no 

processo de hidrólise quanto na produção de lactulose. Essa influência que a concentração 

dos substratos exercem sobre as atividades hidrolítica e de transgalactosilação da enzima 

indica que o processo em questão se trata de uma reação cineticamente controlada (VERA 

et al., 2020), em especial, no que diz respeito a transgalactosilação, com a frutose agindo 

como aceptor galactosil, enquanto que a lactose pode agir tanto como doador como aceptor 

do complexo galactosil-transferase. Essa característica faz com que sejam formados tanto 

galactooligossacarídeos como frutooligossacarídeos, fazendo com que a razão entre lactose 

e frutose seja determinante na composição final do meio reacional (ABURTO et al., 2020).  
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 A redução observada no percentual hidrolítico ao comparar-se as razões com 

maior quantidade de lactose, pode ser devido ao desfavorecimento da atividade hidrolítica 

da enzima, justificável pelo aumento do agente aceptor do galactosil, favorecendo a 

transgalactosilação. Fato esse corroborado pelo valor observado nos rendimentos de 

produção de lactulose por grama de lactose. Apesar de apresentar um valor menor de 

concentração máxima de lactulose em relação ao valor obtido na razão de 2:1 e 1:1, não se 

pode concluir que a atividade de transgalactosilação foi reduzida, já que esse tipo de reação 

favorece não somente à formação de lactulose, mas também a de outros oligossacarídeos 

(GUERRERO et al., 2011; GUERRERO; VERA; CONEJEROS; et al., 2015; VERA et al., 

2020).  

 Uma das estratégias utilizadas em processos bioquímicos para se otimizar a 

capacidade catalítica de um biocatalisador é a sua imobilização em um suporte. A seguir, a 

Figura 16 apresenta os resultados obtidos para esse mesmo estudo, utilizando β-

galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído. 
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Figura 16 - Efeito da razão lactose:frutose no processo de hidrólise e produção de lactulose 

por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído e 

utilizando lactose pura como substrato. Razão 1:1 (A); razão 1:2 (B); razão 1:3 (C); razão 

2:1 (D) e razão 3:1 (E). Condições reacionais: concentração total de substrato = 200 g/L (± 

10 g/L); tampão fosfato de potássio pH 7 e 50 mM; 50 °C e 120 RPM. Lactose (■), glicose 

(●) e lactulose (▲). 
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Fonte: O Autor (2020). 
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 Ao se analisar resultados obtidos, nota-se que o maior percentual hidrolítico 

(97,86%) foi obtido na razão de 1:2, no entanto, nas demais razões os percentuais se 

mantiveram acima dos 90%. Comparando-se esses resultados com os resultados obtidos 

estudando a enzima livre (Figura 15), pode-se concluir que não há alterações significativas 

do ponto de vista da eficiência hidrolítica da enzima. A tendência em a favorecer a hidrólise 

da lactose pode ser notada nos perfis de consumo de lactose observados tanto nos estudos 

com enzima livre quanto nos estudos com enzima imobilizada. Isso corrobora com a hipótese 

de que a fonte da enzima tem uma influência de tendência direta sobre qual atividade será 

favorecida. Nesse caso, β-galactosidases de K. lactis tendem a apresentar esse 

comportamento, devido à facilidade de se ligar a compostos específicos durante seu estado 

de transição, formando um complexo enzima-substrato mais estável (KACZYŃSKI; CAIS-

SOKOLIŃSKA; SZWENGIEL, 2019; YIN et al., 2017). Essa tendência ocorre devido a 

resíduos aminoácidos presentes especificamente no loop 420-443, o qual é exclusivo de β-

galactosidases de K. lactis (GUERRERO; VERA; CONEJEROS; et al., 2015; PEREIRA-

RODRÍGUEZ et al., 2012). Já se sabe que a fonte da enzima é um dos fatores determinantes 

na hora de se avaliar qual atividade será mais favorecida e que enzimas provenientes dos 

microrganismos K. lactis e K. fragilis tendem a favorecer o processo hidrolítico por 

possuírem uma afinidade maior pela lactose como agente doador de elétrons (DE 

ANDRADE et al., 2020; SPOHNER et al., 2016; ZHU, FAN et al., 2018). Além disso, o 

fato da capacidade hidrolítica prevalecer sobre a de transgalactosilação, essa última não é 

anulada, uma vez que a produção de lactulose também é observada. Na verdade, o que pode 

se esperar é que haja um balanço entre essas duas atividades, através de alterações nas 

concentrações do agente doador do íon galactosil, caracterizando uma reação cineticamente 

controlada também usando a enzima na sua forma imobilizada (BOON; VANT RIET; 

JANSSEN, 2000; GUERRERO et al., 2011; GUERRERO; VERA; CONEJEROS; et al., 

2015). A Tabela 9 apresenta um resumo dos resultados obtidos no processo utilizando β-

galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído. 
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Tabela 9 – Influência da variação na razão inicial lactose:frutose na reação de hidrólise da 

lactose e produção de lactulose, utilizando lactose pura e β-galactosidase de K. lactis 

imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído. Condições reacionais: concentração 

total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL, 

50 °C e 120 RPM. Letras iguais representam que não houve diferença estatística significativa 

entre os parâmetros avaliados em um nível de confiança de 5 %. 

Razão La:Fru 

(m/m) 

Hidrólise da 

lactose (%) 

Produção 

máxima de 

lactulose (g/L) 

Ylactulose 

(glactulose/glactose) 

qmáx 

(g/L.min) 

1:1 96,36 ± 1,84a 15,70 ± 0,02 a 0,14 ± 0,00 a  3,92 ± 0,01 a 

1:2 97,86 ± 0,96 a 13,20 ± 0,06 b 0,21 ± 0,01 a  3,30 ± 0,02 a, c 

1:3 97,76 ± 0,11 a 14,36 ± 0,15 c 0,22 ± 0,01 b 4,78 ± 0,05 a, b 

2:1 96,94 ± 1,39 a 15,37 ± 0,06 d 0,12 ± 0,01 a, c 3,84 ± 0,02 b, c 

3:1 96,48 ± 0,158 a 12,54 ± 0,06 e 0,07 ± 0,00 d 2,51 ± 0,01 c  

Fonte: O Autor (2021). 

 

 Uma semelhança entre a tendência observada nos resultados obtidos nos estudos 

utilizando enzima livre é percebida ao avaliar os dados presentes na Tabela 9. Existe um 

pequeno aumento no percentual de lactose hidrolisada em todas as razões avaliadas, no 

entanto, pouco considerável para se afirmar que houve uma alteração significativa devido à 

imobilização. Os altos índices de hidrólise obtidos também são em decorrência da fonte da 

enzima. Como mencionado acima, essa afinidade hidrolítica pela lactose tem relação direta 

com a estrutura da enzima, em especial, com a inserção no loop 420-443 do seu sítio 

catalítico. Essa “dobra” exclusiva possui resíduos de aminoácidos que têm uma afinidade 

especifica pela lactose, tais como Glu431, Tyr440 e Lys436 (ácido glutâmico, tirosina e 

lisina, respectivamente), que desempenham um papel importante no reconhecimento de 

moléculas de lactose, que aumentando a especificidade da enzima por esse substrato 

(PEREIRA-RODRÍGUEZ et al., 2012; RODRÍGUEZ et al., 2008). De forma semelhante 

também, o rendimento de produção de lactulose foi superior na razão de 1:3 (0,22 

glactulose/glactose). É importante destacar que enzimas capazes de hidrolisar a lactose e atuar na 

transgalactosilação, também podem atuar na hidrólise reversa dos compostos formados 
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através das reações de transgalactosilação, desde que haja uma especificidade enzimática 

pelos compostos formados, dentre eles a própria lactulose (FISCHER; KLEINSCHMIDT, 

2018). Por esse motivo, provavelmente, observa-se um bom rendimento de produção de 

lactulose por lactose oferecida, mas com uma menor concentração máxima de lactulose 

obtida, em relação à razão de 1:2. Uma maior quantidade de frutose no meio favorece as 

reações de transgalactosilação, as quais podem formar outros tipos de 

galactooligossacarídeos, não apenas a lactulose. No entanto, como temos uma enzima com 

uma alta capacidade hidrolítica, existe também a hipótese de que uma hidrólise reversa 

ocorra, quebrando a lactulose formada e liberando mais galactose no meio para formação de 

outros oligossacarídeos. De fato, observa-se a redução na concentração de lactulose ao longo 

do tempo de reação.  

 A seguir, a Figura 17 apresenta uma comparação entre os percentuais hidrolíticos 

e a produção de lactulose entre os estudos com enzima livre e os estudos com enzima 

imobilizada, ambos utilizando lactose pura. 
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Figura 17 – Comparativo entre os resultados obtidos no processo de hidrólise da lactose (A) 

e produção de lactulose (B) utilizando β-galactosidase de K. lactis livre (barra cinza escuro, 

■) e imobilizada (barra cinza claro, ■) em quitosana ativada com glutaraldeído, e lactose 

pura. Letras iguais representam que não houve diferença estatística significativa entre os 

parâmetros avaliados em um nível de confiança de 5 % (letras minúsculas para enzima livre 

e letras maiúsculas para enzima imobilizada). 
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 A partir da análise da Figura 17 fica ainda mais nítida a alta capacidade 

hidrolítica que a enzima possui, evidenciada pelos percentuais acima dos 90% em todos os 

casos estudados. Observa-se também que existe um leve favorecimento quando utilizada a 

enzima imobilizada, indicando que a imobilização otimizou o uso da enzima nas mesmas 

condições avaliadas. No entanto, os resultados obtidos da produção de lactulose mostram 

que o uso da enzima imobilizada desfavoreceu a produção de lactulose nas razões de 1:1, 

1:2 e 2:1, apresentando um leve aumento de aproximadamente 4% e 11%, nas razões de 1:3 

e 3:1, respectivamente. Uma das possíveis causas dessa redução pode ser devido a problemas 

conformacionais relacionados com ligação da enzima ao suporte, fazendo com que o sítio 

ativo fique menos disponível ao acesso pela molécula de substrato. Apesar do aumento da 

frutose no meio tender a favorecer a transgalactosilação, ainda é necessário que haja uma 

interação eficaz entre o galactosil e a enzima. Então, provavelmente, uma maior quantidade 

de substrato no meio poderia favorecer esse contato, como o observado na razão de 3:1. No 

entanto, apesar de promover uma maior interação entre a enzima e o substrato, isso não 

implica dizer que o processo será mais eficiente. Isso já foi comprovado ao analisar o 

rendimento na produção de lactulose por quantidade de lactose oferecida. Além disso, a 

possível formação de outros oligossacarídeos pode estar sendo favorecida, em detrimento da 

formação de lactulose, bem como a hidrólise desta. Vale lembrar também que β-

galactosidases de K. lactis favorecem o processo hidrolítico, devido aos fatores mencionados 

anteriormente e às suas características genéticas específicas. 

 Hua e colaboradores (2013) avaliaram o efeito da concentração de frutose no 

meio na atividade de transgalactosilação de uma β-galactosidase de K. lactis. As 

concentrações de frutose avaliadas foram de 25, 50, 75, 100 e 125 g/L. Os autores 

observaram, com a produção de 1-lactulose e de lactulose, que as etapas de 

transgalactosilação tiverem uma otimização considerável com o aumento da concentração 

de frutose no meio até a concentração de 100 g/L, na qual obtiveram a maior quantidade de 

lactulose produzida (8,10 g/L). Além disso, os autores observaram que ocorreu uma 

preferência na produção da 1-lactulose em detrimento da produção de lactulose. De forma 

semelhante ao observado no presente estudo, os autores também observaram que ao longo 

da reação, ocorria uma redução na quantidade de lactulose presente no meio, sugerindo que 

uma hidrólise reversa ocorreu, quebrando a molécula de lactulose e liberando galactose e 

frutose no meio (HUA et al., 2013). Além dessa hipótese, há também a possível formação 

de outros oligossacarídeos, como galactooligossacarídeos de cadeia dupla (GOS2), tripla 
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(GOS3) e até mesma quadrupla (GOS4) (OTIENO, 2010; RICO-RODRÍGUEZ et al., 2018; 

RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2014). 

 Um aumento na concentração de lactose, sem alteração na quantidade de frutose, 

também pode otimizar os resultados das reações de transgalactosilação. Os estudos 

conduzidos por Khatami e colaboradores (2014), no qual utilizaram uma β-galactosidase de 

K. lactis para produção de lactulose, mostraram que um aumento na concentração de lactose 

no meio, fixando-se a quantidade de frutose, também resultou em um aumento nos níveis de 

lactulose no meio. No entanto, isso não implica dizer que a taxa de produção de lactulose 

melhore com mais lactose presente no meio. Ou seja, fatores como produtividade e produção 

por grama de lactose oferecida tendem a diminuir com o aumento da lactose no meio. Os 

autores atribuiriam esse fator a duas caraterísticas em particular: a primeira, já mencionada 

nesse estudo, é que a formação de outros oligossacarídeos, diferentes da lactulose, é 

intensificada. Sempre é importante destacar que o complexo galactosil-enzima, formado 

durante a reação de transgalactosilação, é bastante suscetível a reações com diferentes 

aceptores do galactosil, não se limitando apenas a frutose. A segunda característica está 

relacionada com o fato de que o aumento de lactose, além de saturar o meio com a própria 

lactose, causando uma precipitação espontânea, também dificulta a solubilidade de outras 

moléculas envolvidas na reação de transgalactosilação, como o caso da frutose (KHATAMI 

et al., 2014). Esses fatores foram observados no presente estudo, sendo corroborados pelos 

resultados apresentados até então. 

 De posse desses resultados, a razão de 1:2 foi a escolhida como melhor razão 

nos estudos com reagentes puros. A seguir, serão apresentados os resultados dos estudos 

envolvendo o uso do soro de leite como substrato. 

 

5.2.2 Estudos com soro de leite 

 O intuito de se avaliar o processo de hidrólise da lactose e produção de lactulose 

utilizando soro de leite foi do possível uso de um subproduto comum nas indústrias de 

lacticínios e com um alto potencial bioquímico, ser usado como uma fonte de matéria prima 

barata e abundante para o processo em questão. Dessa forma, buscou-se avaliar o processo, 

levando-se em conta as mesmas condições reacionais utilizadas nos estudos com reagentes 

puros, a fim de possibilitar-se um comparativo entre os dois substratos. A Figura 18 

apresenta os resultados obtidos utilizando a enzima livre. 
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Figura 18 - Efeito da razão inicial de lactose:frutose no processo de hidrólise e produção de 

lactulose por β-galactosidase de K. lactis livre, utilizando soro de leite como substrato. Razão 

1:1 (A); razão 1:2 (B); razão de 1:3 (C); razão de 2:1 (D) e razão de 3:1 (E). Condições 

reacionais: concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio 

pH 7 e 50 mM; 50 °C e 120 RPM. Lactose (■), glicose (●) e lactulose (▲). 
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Fonte: O Autor (2021). 
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 Um dos primeiros pontos a ser observado após a análise da Figura 18 é o fato de 

que não houve produção de lactulose em todas as razões avaliadas, mas apenas em algumas. 

Percebe-se que na razão de 2:1 e 3:1 não houve produção de lactulose em nenhum dos 

tempos avaliados, apesar de ter ocorrido a hidrólise, liberando glicose e galactose no meio. 

Provavelmente, a formação de outro tipo de oligossacarídeo pode estar sendo favorecida, em 

detrimento da produção de lactulose. Além disso, percebe-se também que a hidrólise ocorre 

de forma mais lenta, sendo perceptível pelo perfil do consumo de lactose apresentado nas 

Figuras 19.A, 19.B, 19.D e 19.E. Valor destoante dos casos anteriores, nos quais se obteve 

percentuais hidrolíticos acima dos 90 % em todas as razões avaliadas. Essa queda pode estar 

relacionada com a maior quantidade de massa de soro necessária para se atingir a 

concentração de lactose desejada para a razão em questão, ocorrendo uma saturação do soro 

no meio e, consequentemente, sua precipitação. A maior quantidade de soro está relacionada 

com o percentual de lactose disponível em sua composição, o qual é de aproximadamente 

72,01% m/m. Com isso, menos lactose fica disponível no meio para a reação de hidrólise, já 

que parte da lactose presente na composição do soro de leite não será solubilizada, afetando 

também, de forma indireta, a produção de lactulose, já que dificulta a solubilização da frutose 

utilizada na sua formação (FATTAHI et al., 2010; KHATAMI et al., 2014).  

 Essa redução no potencial hidrolítico também é observada na razão de 1:1, já 

que nesse caso também se oferece uma maior quantidade de soro de leite, a fim de se atingir 

a concentração de lactose desejada. Nessa razão, também se obteve um percentual hidrolítico 

abaixo dos 90% (aproximadamente 83% da lactose oferecida foi hidrolisada). Além disso, a 

composição do soro de leite apresenta proteínas (como a β-lactoglobinas, α-lactoglobinas, 

soroalbuminas e imunoglobina) que podem influenciar negativamente na atividade 

hidrolítica da enzima (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; LIMA et al., 2013). Percebe-se 

também que houve uma influência significativa da concentração de frutose no meio, a qual 

favoreceu tanto a hidrólise quanto a transgalactosilação, como observado na razão de 1:3. 

Nesta razão, o percentual hidrolítico foi 98,79 %, sendo este valor um pouco mais elevado 

do que o percentual obtido nas mesmas condições e utilizando lactose pura. 

 Nesses estudos utilizando o soro de leite, destaca-se que as concentrações 

máximas de lactulose foram obtidas nas razões de 1:1, 1:2 e 1:3. Apesar de não se observar 

a produção na razão de 2:1 e 3:1, os resultados obtidos nas demais razões foram superiores 

aos resultados obtidos nos estudos com lactose pura. Na razão de 1:1, observou-se um 

aumento de 4,06% (18,24 g/L de lactulose), enquanto que na razão de 1:2, o aumento foi de 
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aproximadamente 25% (20,77 g/L de lactulose), seguido de um aumento de 24% na razão 

de 1:3 (17,13 g/L). Esses resultados mostram que apesar dos percentuais hidrolíticos se 

mostrarem inferiores quando em comparação, houve um favorecimento das reações de 

transgalactosilação. No entanto, salienta-se que os valores máximos de produção de lactulose 

foram obtidos em tempos maiores do que os observados nos estudos com reagentes puros, 

mostrando que compostos presentes no soro de leite interferiram na atividade catalítica. A 

seguir, a Tabela 10 apresenta os dados obtidos para cada razão avaliada no estudo com 

enzima livre e soro de leite como substrato. 

 

Tabela 10 – Influência da variação na razão inicial de lactose:frutose na reação de hidrólise 

da lactose e produção de lactulose, utilizando soro de leite e β-galactosidase de K. lactis 

livre. Condições reacionais: concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão 

fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL, 50 °C e 120 RPM por 10 minutos. Letras 

iguais representam que não houve diferença estatística significativa entre os parâmetros 

avaliados em um nível de confiança de 5 %. 

Razão La:Fru 

(m/m) 

Hidrólise da 

lactose (%) 

Produção 

máxima de 

lactulose (g/L) 

Ylactulose 

(glactulose/glactose) 

qmáx 

(g/L.min) 

1:1 83,23 ± 1,43 a 18,24 ± 0,70 a 0,17 ± 0,02 a 0,92 ± 0,01 a 

1:2 95,39 ± 2,49 a,c  20,77 ± 0,55 a 0,33 ± 0,09 b 1,20 ± 0,23 a 

1:3 98,79 ± 1,51 b,c 17,13 ± 0,08 a 0,27 ± 0,01 b 0,86 ± 0,01 a 

2:1 88,66 ± 4,13 a,d 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 c 0,00 ± 0,00 b 

3:1 82,60 ± 0,17 a,c,d 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 c 0,00 ± 0,00 b 

Fonte: O Autor (2021). 

 

 O comparativo entre os dados do estudo com lactose pura e soro de leite, ambos 

utilizando enzima livre, mostra que o rendimento na produção de lactulose por quantidade 

de lactose oferecida foi superior nas razões que apresentaram produção. Isso mostra que o 

uso do soro de leite favoreceu a reação de transgalactosilação, otimizando a produção de 

lactulose. No entanto, como mencionado anteriormente, percebe-se que os índices de 
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produtividade diminuíram, apesar das concentrações de lactulose superiores. 

Provavelmente, a enzima sofra algum tipo de inibição inicial por proteínas presentes na 

composição do soro de leite, mas que, ao longo do processo, essa inibição é reduzida com a 

adaptação enzimática ao meio. 

 Outro fator que pode ter contribuído para redução no percentual hidrolítico e a 

não formação de lactulose em razões com maior quantidade de lactose, é o fato de que a 

enzima sofre inibição por parte da glicose liberada a partir da hidrólise da lactose (FONTES; 

PASSOS; PASSOS, 2001). Nas razões onde se observou queda no percentual hidrolítico 

para abaixo dos 90%, obteve-se concentrações finais de glicose de 41,53 g/L, 49,22 g/L e 

76,75 g/L, para 1:1, 2:1 e 3:1, respectivamente. Nas demais razões (1:2 e 1:3), onde não se 

observou essa redução hidrolítica, as concentrações finais de glicose foram de 28,29 g/L e 

24,19 g/L, respectivamente para as razões de 1:2 e 1:3. Isso mostra que os efeitos inibitórios 

podem começar a surgir a partir de 40 g/L de glicose presente no meio. Além da glicose, a 

quantidade de lactose residual presente no meio pode contribuir para uma redução na 

atividade enzimática (LIMA et al., 2013; ORNELAS et al., 2008). Observa-se que nas 

razões de 1:1, 2:1 e 3:1, a quantidade de lactose residual foi de 17,97 g/L, 15,01 g/L e 29,84 

g/L, respectivamente. Isso corrobora com a hipótese acima e indica que concentrações 

residuais de lactose acima de 15 g/L podem ser prejudiciais ao processo como um todo. 

 Visando melhorar o rendimento do processo como um todo, também se avaliou 

o uso da enzima imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído. Os resultados obtidos 

estão expressos na Figura 19. 
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Figura 19 - Efeito da razão inicial lactose:frutose no processo de hidrólise e produção de 

lactulose por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com 

glutaraldeído e utilizando soro de leite como substrato. Razão 1:1 (A); razão 1:2 (B); razão 

1:3 (C); razão 2:1 (D) e razão 3:1 (E). Condições reacionais: concentração total de substrato 

= 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio pH 7 e 50 mM; 50 °C e 120 RPM. Lactose 

(■), glicose (●) e lactulose (▲). 
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Fonte: O Autor (2021). 
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 Diferentemente das reações conduzidas com enzima livre, a imobilização 

enzimática promoveu uma melhora no processo, percebida através das baixas concentrações 

residuais de lactose ao término das reações (Figura 19). Além disso, percebe-se que houve 

uma inibição enzimática nas razões onde a concentração residual de glicose foi acima de 40 

g/L, sendo que concentrações muito superiores a essa ocasionaram a não formação de 

lactulose. Nas razões onde se observou a formação de lactulose de forma mais significativa, 

a concentração de glicose residual foi de 27,03 g/L e 29,04 g/L, para 1:2 e 1:3, 

respectivamente. No entanto, é importante destacar que apenas a atividade de 

transgalactosilação sofreu inibição por parte desses fatores, sendo que a atividade hidrolítica 

não sofreu interferência. A seguir, a Tabela 11 apresenta os parâmetros obtidos para o estudo 

com soro de leite e β-galactosidase imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído. 

 

Tabela 11 – Influência da variação na razão inicial de lactose:frutose na reação de hidrólise 

da lactose e produção de lactulose, utilizando soro de leite e β-galactosidase de K. lactis 

imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído. Condições reacionais: concentração 

total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL, 

50 °C e 120 RPM por 10 minutos. Letras iguais representam que não houve diferença 

estatística significativa entre os parâmetros avaliados em um nível de confiança de 5 %. 

Razão La:Fru 

(m/m) 

Hidrólise da 

lactose (%) 

Produção 

máxima de 

lactulose (g/L) 

Ylactulose 

(glactulose/glactose) 

qmáx 

(g/L.min) 

1:1 94,51 ± 0,78 a 2,74 ± 0,26 a 0,03 ± 0,01 a 0,68 ± 0,10 a 

1:2 96,56 ± 0,61 b 9,01 ± 0,33 b 0,14 ± 0,01 b 0,45 ± 0,02 a 

1:3 99,57 ± 0,11 c 10,44 ± 0,25 b 0,13 ± 0,02 b 2,61 ± 0,03 b 

2:1 96,12 ± 0,80 b 0,00 ± 0,00 c 0,00 ± 0,00 c 0,00 ± 0,00 c 

3:1 98,44 ± 0,05 c 0,00 ± 0,00 c 0,00 ± 0,00 c 0,00 ± 0,00 c 

Fonte: O Autor (2021). 
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 A análise da Tabela 11 permite perceber que, em termos de produção de 

lactulose, não houve uma melhora reacional significativa. O que se nota como promissor em 

relação aos ensaios com enzima livre, foi o fato de que na razão de 1:3 obteve-se a máxima 

concentração de lactulose num menor tempo, melhorando o parâmetro da produtividade. As 

concentrações de lactulose sofreram uma queda percentual de 84,97% (na razão de 1:1), de 

56,62% (na razão de 1:2) e de 39,05% (na razão de 1:3). Os resultados obtidos corroboram 

com as hipóteses levantadas na discussão dos resultados obtidos nos estudos com lactose 

pura e enzima imobilizada. No entanto, o impacto negativo observado com o uso do soro de 

leite foi bem mais perceptível. 

 Song e colaboradores (2013) avaliaram a produção de lactulose utilizando β-

galactosidase de K. lactis e soro de leite. Os autores obtiveram uma concentração máxima 

de lactulose de 3,54 g/L, utilizando uma solução de soro de leite com um percentual de 20% 

de lactose (valor máximo avaliado pelos autores). O percentual máximo de lactose presente 

nas soluções de soro de leite utilizadas pelos autores nas reações foi de 23%, valor bem 

inferior ao percentual de lactose presente nas soluções de soro de leite utilizadas no presente 

estudo (72,01%). Tal fato entra em conflito com o observado nos experimentos acima, pois 

neste estudo foi observado que a maior taxa de produção de lactulose foi obtida no maior 

percentual de lactose oferecida. De certo, os resultados obtidos por aqueles autores refletem 

o fato de que o meio utilizado para as reações propostas solubilizou bem os substratos 

presentes, favorecendo tanto processo hidrolítico, quanto as reações de transgalactosilação 

(SONG et al., 2013b). No presente estudo, observou-se que altos níveis de substratos no 

meio reacional, dificultam a solubilização destes compostos, ocasionando redução da 

hidrólise e da formação de lactulose. A Figura 20 apresenta um comparativo entre os 

resultados obtidos nos estudos envolvendo o uso da enzima livre e da enzima imobilizada, 

ambos utilizando soro de leite como fonte de lactose. 
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Figura 20 – Comparativo entre os resultados obtidos no processo de hidrólise da lactose (A) 

e produção de lactulose (B) utilizando β-galactosidase de K. lactis livre (barra cinza escuro, 

■) e imobilizada (barra cinza claro, ■) em quitosana ativada com glutaraldeído, e soro de 

leite como fonte de lactose. Letras iguais representam que não houve diferença estatística 

significativa entre os parâmetros avaliados em um nível de confiança de 5 % (letras 

minúsculas para enzima livre e letras maiúsculas para enzima imobilizada). 
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Fonte: O Autor (2021). 
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 É significativa a queda na produção de lactulose quando se utiliza a enzima 

imobilizada. Apesar da razão de 1:3 apresentar uma maior concentração de lactulose 

produzida, a razão de 1:2 apresentou um melhor rendimento de produção por grama de 

lactose oferecida. Um ponto importante a se destacar é que durante o processo de produção 

de lactulose, a hidrólise e transgalactosilação ocorrem de forma simultânea na reação. Ou 

seja, ao passo que a lactose vai sendo hidrolisada e os níveis de glicose e galactose no meio 

reacional aumentam, a galactose tende a reagir com a frutose já oferecida inicialmente para 

formação de lactulose, sendo essa reação catalisada pela própria β-galactosidase. Dessa 

forma, tende a existir um balanço entre essas duas reações, no qual a hidrólise da lactose 

passa a ocorrer de forma reduzida enquanto que a produção de lactulose passa a ser 

priorizada. A concentração inicial de lactose no meio é um dos principais fatores que 

influência nesse balanço reacional, sendo o uso de altas concentrações de lactose limitado 

por sua solubilidade no meio, a qual vem a se tornar extremamente dependente da 

temperatura. No entanto, o uso de temperaturas acima dos 50 °C reduz significativamente a 

estabilidade enzimática, afetando negativamente tanto a hidrólise quanto a 

transgalactosilação (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; DE FREITAS et al., 2020; LIMA 

et al., 2013).  

 Vera e colaboradores (2012) observaram um comportamento semelhante ao 

observado na Figura 21, na qual observam-se altas taxas de hidrólise, no entanto com baixos 

índices de formação de lactulose. Tal fato pode ser explicado devido a uma maior energia 

de ativação necessária para reação de formação de lactulose (e outros 

galactooligossacarídeos), do que a energia necessária para hidrólise da lactose (VERA et al., 

2011, 2012). Além disso, esses autores também observaram que o comportamento de 

produção dos galactooligossacarídeos foi similar ao observado na produção de lactulose do 

presente estudo. Em condições de altas concentrações iniciais de lactose, observou-se que a 

formação de lactulose se dividiu em dois estágios: no primeiro, os autores observaram uma 

rápida formação de galactooligossacarídeos, seguida de um segundo estágio, no qual se 

observa uma redução na taxa de formação desses compostos, indicando que a reação passa 

a deixar de ser exclusivamente controlada pela cinética (GUERRERO; VERA; ACEVEDO; 

et al., 2015; VERA et al., 2012).  

 Fischer & Kleinschmidt (2015) avaliaram a síntese de galactooligossacarídeos 

utilizando o soro de leite doce e ácido como substrato para as reações. Os estudos foram 

feitos comparando-se β-galactosidases de A. oryzae e de K. lactis. O comportamento 
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observado pelos autores foi similar para as duas enzimas avaliadas. Para a enzima oriunda 

de A. oryzae, observou-se que pouco ou nenhum efeito inibitório por parte de algum 

componente presente na composição do soro de leite, seja ele ácido ou doce. No caso do 

processo com a enzima proveniente de K. lactis, mesmo com o aumento da concentração de 

soro, o que ocasionou aumento dos níveis de possíveis compostos inibidores, a redução na 

atividade enzimática foi menor do que a esperada, resultando em ótimos índices de hidrólise 

de lactose e numa boa quantidade de galactooligossacarídeos formada ao término das 

reações (FISCHER; KLEINSCHMIDT, 2015). Um outro ponto a se observar é que durante 

o processo de hidrólise da lactose, duas etapas podem ser verificadas: a primeira, é a 

formação do complexo enzima-galactosil e a liberação de glicose no meio; a segunda etapa, 

consiste na transferência do galactosil do complexo enzimático para algum aceptor que 

contenha um grupamento hidroxil em sua estrutura. Sabendo disso, percebe-se que em 

situações nas quais a concentração de lactose no meio é baixa, a própria lactose passa a ser 

mais competitiva para atuar como agente aceptor, formando galactose e a liberando do sítio 

ativo da enzima para o meio. Já em situações em que a concentração de lactose no meio é 

mais alta, esse carboidrato também pode se tornar um agente aceptor, sendo nesse caso, 

ligada ao complexo galactosil-enzima. Ou seja, à baixa concentração de lactose, esta torna-

se mais competitiva pelo sítio ativo enzimático, podendo se ligar a esse sítio ao invés da 

galactose. Em situações com altas concentrações de lactose, pode ocorrer a ligação da lactose 

ao complexo enzima-galactosil formado, gerando outros tipos de oligossacarídeos (ZHOU; 

CHEN, 2001). Isso mostra o quão importante é identificar um patamar de concentração ideal 

de lactose no meio, que não atrapalhe o processo hidrolítico nem a formação de lactulose.  

 A partir da análise dos resultados obtidos a partir da análise da influência das 

razões de substrato no meio reacional, optou-se pelo o uso da razão de 1:2, já que na maioria 

dos parâmetros avaliados nesse estudo não houve diferenças significativas em relação à 

razão de 1:3, a qual também apresentou resultados satisfatórios. Além disso, espera-se, com 

essa opção, reduzir a quantidade de frutose utilizada, viabilizando economicamente o 

processo proposto, já que o soro de leite é obtido em quantidades altas e a baixos valores, 

diferentemente da frutose, a qual foi adquirida na forma de reagente puro, encarecendo o 

processo. Assim, investigou-se a influência da temperatura no processo, a fim de se 

identificar possíveis efeitos térmicos na estabilidade operacional do biocatalisador. 

 



124 

 

 Influência da temperatura no processo de hidrólise da lactose e produção de 

lactulose 

 Entender a influência da temperatura em processos reacionais sempre foi um 

ponto importante em estudos envolvendo processos bioquímicos. Os estudos desenvolvidos 

nesse tópico buscam investigar o desempenho do biocatalisador quando submetido a 

temperaturas inferiores à sua temperatura de operação. Além disso, buscou-se avaliar os 

efeitos de uma incubação do biocatalisador à temperatura ótima de reação e, em seguida, sua 

aplicação em reações nas mesmas temperaturas inferiores à temperatura ótima de operação. 

A Figura 21 mostra a influência da temperatura no processo de hidrólise da lactose e síntese 

de lactulose. 

 

Figura 21 –Influência da temperatura no processo de hidrólise da lactose e síntese de 

lactulose por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com 

glutaraldeído. Condições reacionais: concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); 

tampão fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL e 120 RPM por 20 minutos. 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 A temperatura exerceu uma influência direta sobre a atividade enzimática e, 

consequentemente, sobre o processo como um todo (Figura 21). A temperatura exerceu uma 
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maior influência sobre o processo de transgalactosilação do que no processo de hidrólise, o 

qual manteve os percentuais acima de 90% nas três temperaturas avaliadas. O estudo feito 

por Vera e colaboradores (2011) mostrou que a atividade de transgalactosilação de uma β-

galactosidase de A. oryzae aumenta quando se utiliza temperaturas que variem da faixa de 

40 a 55 °C (VERA; GUERRERO; ILLANES, 2011). Esse comportamento foi semelhante 

ao observado na Figura 19, onde observa-se um aumento na produção de lactulose de 

aproximadamente 68%, da temperatura de 37 °C para a de 50 °C. Em temperaturas 

superiores a 55 °C ocorre a redução da atividade enzimática, mas em decorrência da 

desnaturação da enzima (ILLANES; VERA; WILSON, 2016; NETO et al., 2021; XAVIER; 

RAMANA; SHARMA, 2018).  

 O processo hidrolítico da lactose por β-galactosidases, utiliza a água como 

nucleófilo para o galactosil liberado no meio. Esse processo é favorecido logo no início, 

devido as altas concentrações de lactose ainda presentes no meio. Ao passo que a lactose vai 

sendo hidrolisada, as concentrações de galactose e glicose vão aumentando, fazendo com 

que a lactose, antes em maior quantidade, passe a competir como nucleófilo pela porção de 

galactosil gerada. Dessa forma, a formação de galactooligossacarídeos pode ocorrer. Esse 

tipo de competição nucleofílica afeta significativamente o balanço reacional entre hidrólise 

e transgalactosilação, sendo a temperatura um dos parâmetros influenciadores dessa 

competição (ALBUQUERQUE, 2018). Mas não devido a alterações causadas na enzima 

devido as variações térmicas e sim devido ao surgimento de possíveis problemas difusionais 

ocasionados pela alteração da solubilidade (parâmetro com forte dependência dos substratos 

no meio. 

 Aburto e colaboradores (2020) avaliaram o desempenho de uma β-galactosidase 

produzida a partir de uma cepa de Bacillus circulans investigando diferentes temperaturas 

(variando de 30 °C a 60 °C). Os autores observaram um comportamento semelhante ao 

obtido no presente estudo, em relação à eficiência hidrolítica da enzima, a qual apresentou 

índices satisfatórios. Já em relação ao comportamento de transgalactosilação enzimática, 

esses autores observaram que com o aumento da temperatura a seletividade da reação pela 

etapa de transgalactosilação apresentou um comportamento praticamente constante, com 

pequenas oscilações entre os níveis de temperatura avaliados (ABURTO et al., 2020). 

Apesar de serem oriundas de cepas diferentes, as β-galactosidases apresentam um 

comportamento semelhante quando avaliadas sobre um contexto térmico, diferindo apenas 
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nas quantidades e nos rendimentos de produção dos oligossacarídeos relacionados aos 

estudos. 

 Guerrero e colaboradores (2011) avaliaram a influência das condições reacionais 

na seletividade enzimática de β-galactosidases de diferentes cepas. Ao se investigar o efeito 

da temperatura, os autores observaram que a conversão de lactose praticamente foi a mesma 

em todas as temperaturas avaliadas (40, 45, 50, 55 e 60 °C). Já no caso do rendimento de 

produção de lactulose e de galactooligossacarídeos, houve uma influência significativa da 

temperatura nesses parâmetros, indicando um comportamento semelhante ao observado no 

presente estudo. Porém, os autores observaram que a 60 °C a β-galactosidase proveniente de 

uma cepa de A. oryzae ainda apresentou uma atividade residual, o que não é esperado, 

considerando que a enzima não possui uma boa estabilidade térmica nessa temperatura, 

sendo praticamente desnaturada sob essa condição térmica. Contudo, os autores associaram 

o ocorrido ao fato de que β-galactosidases e outras glicosidases podem ter sua estabilidade 

melhorada em situações reacionais, devido à presença de açúcares que podem atuar como 

estabilizadores (GUERRERO et al., 2011). 

 A seguir, a Figura 22 apresenta um comparativo entre as temperaturas estudadas, 

mostrando a influência delas nos perfis de conversão de lactose e de síntese de lactulose com 

o tempo.  
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Figura 22 – Perfis de concentração de lactose (A) e de lactulose (B) com a variação da 

temperatura: 25 °C (■); 37 °C (●) e 50 °C (▲). Condições reacionais: concentração total de 

substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL e 120 

RPM por 10 min. 
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Fonte: O Autor (2021). 
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 A baixas temperaturas, o processo de hidrólise se mostrou um pouco mais rápido 

do que a temperaturas superiores (Figura 22.A), já que em tempos menores a quantidade de 

lactose residual no meio reacional foi menor na temperatura de 25 °C. No entanto, essa 

característica não chega a ser um fator crucial no processo hidrolítico, já que ao término da 

reação, praticamente toda lactose presente no meio foi convertida, mostrando que de fato 

não existe uma influência significativa da temperatura no processo de hidrólise para as 

temperaturas analisadas. No entanto, o efeito da temperatura na atividade de 

transgalactosilação foi mais perceptível (Figura 22.B), ocorrendo um pico, após 3 min de 

reação, na concentração de lactulose na temperatura de 50 °C. Nas demais temperaturas, a 

máxima concentração ocorreu na faixa dos 2 min de reação, sendo um pouco maior na 

temperatura de 25 °C. Ademais, um outro ponto importante é que nas temperaturas inferiores 

a concentração de lactulose atingiu concentração zero ao término da reação, enquanto que 

na temperatura mais elevada ainda foi constatado uma quantidade de lactulose residual, 

indicando que temperaturas superiores não favorecem a hidrólise reversa da lactulose, como 

o observado nas outras temperaturas ou a síntese de outros oligossacarídeos. 

 

5.3.1 Avaliação da estabilidade operacional do biocatalisador em diferentes temperaturas 

 De posse dos resultados obtidos do estudo da temperatura, partiu-se para uma 

investigação acerca da estabilidade operacional do biocatalisador obtido e os efeitos da 

temperatura sobre tal parâmetro. A Figura 23 apresenta os resultados obtidos de hidrólise e 

produção de lactulose durante o estudo da estabilidade operacional do biocatalisador em 

diferentes temperaturas.  
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Figura 23 – Estabilidade operacional da β-galactosidase de K. lactis imobilizada em 

quitosana ativada com glutaraldeído. Temperaturas avaliadas: 25 °C (■), 37 °C (■) e 50 °C 

(■). Percentuais de hidrólise de lactose (A) e concentração máxima de lactulose (B), obtidos 

por ciclo. Condições reacionais: concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão 

fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL e 120 RPM por 10 minutos. 
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 A avaliação da Figura 23 confirma o relatado anteriormente, de que a variação 

da temperatura, dentro do faixa avaliada, não exerce influência significativa sobre a 

atividade hidrolítica do biocatalisador, além de não influenciar em sua estabilidade 
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operacional, já que ao término de 10 ciclos reacionais o percentual hidrolítico se manteve 

constante, na faixa de 90%. Isso comprova que β-galactosidases de K. lactis possuem uma 

tendência a favorecer a hidrólise, sem contar com o fato de que não necessariamente os 

parâmetros ótimos para a reação de hidrólise sejam os mesmos para a reação de 

transgalactosilação (DE ANDRADE et al., 2020; ZOLNERE; CIPROVICA, 2017). Dessa 

forma, pode-se afirmar que o balanço entre as reações de hidrólise e de transgalactosilação 

sofre influência da temperatura. Contudo, as alterações nas concentrações do agente doador 

do galactosil que influenciam de fato a etapa de transgalactosilação (GUERRERO; VERA; 

CONEJEROS; et al., 2015), já que a afinidade que a enzima tem pelos agentes doadores (e, 

nesse caso, a lactose) e pelos nucleófilos (nesse caso, a frutose), dependerá da cepa de origem 

e não de alterações na temperatura (SPOHNER et al., 2016; ZHU, Fan et al., 2018). 

 Avaliando a Figura 23.B, nota-se uma queda significativa na produção de 

lactulose ao longo dos ciclos. Na temperatura de 25 °C, observou-se que houve um 

decréscimo acentuado na concentração de lactulose a partir do segundo ciclo, a qual reduziu-

se de 8,73 g/L para 4,57 g/L, e manteve-se nesse valor, com poucas variações, até o décimo 

ciclo. O mesmo comportamento foi observado na temperatura de 37 °C, na qual observou-

se uma redução de 8,04 g/L para 3,54 g/L, notando-se pequenas oscilações do segundo até o 

décimo ciclo. Apesar da queda observada nas três temperaturas avaliadas ao longo dos 

reciclos, nota-se que a variação de concentração entre os ciclos (a partir do segundo) não é 

tão intensa, ao ponto de poder se deduzir que houve um decréscimo na atividade de 

transferase da enzima. Provavelmente, entre o primeiro e o segundo ciclo, ocorreu a perda 

de algumas subunidades da enzima que não estavam totalmente fixadas ao suporte. Por se 

tratar de uma enzima multimérica, muitas vezes a perda de subunidades pode acarretar na 

redução da eficiência catalítica da enzima, ocasionado o observado na figura acima 

(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2009)  

 Estudos conduzidos por Guerrero e colaboradores (2017) avaliaram a 

estabilidade operacional de uma β-galactosidase de A. oryzae imobilizada em diferentes 

matrizes de agarose. Os autores avaliaram a formação de lactulose e outros oligossacarídeos 

através de 10 ciclos sucessivos. O observado por eles foi semelhante ao observado no 

presente estudo, no entanto, do primeiro para o segundo ciclo não ocorreu um decréscimo 

na quantidade de lactulose produzida, como o observado neste estudo. Ao longo dos ciclos 

houve uma constância nos valores observados, com pequenas oscilações ao longo de cada 

ciclo avaliado (GUERRERO; VERA; ILLANES, 2017b). 
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 De posse desses resultados, foram avaliados processos de incubação prévia do 

biocatalisador à temperatura ótima de reação, e seu uso logo após a temperaturas inferiores, 

buscando-se observar se esta incubação prévia altera alguma conformação enzimática, 

fazendo com que o sítio ativo da enzima se torne mais exposto aos substratos envolvidos nas 

reações. 

 

5.3.2 Avaliação da estabilidade operacional do biocatalisador após o processo de 

incubação a 50 °C e com reações ocorrendo em diferentes temperaturas 

 Com os resultados até então obtidos e analisados, observou-se que a temperatura 

utilizada não ocasionou grandes mudanças na eficiência hidrolítica do processo, mas 

ocasionou alterações no processo de transgalactosilação, evidenciando que uma temperatura 

ótima do processo está na faixa dos 50 °C. Dessa forma, optou-se por investigar uma possível 

otimização das propriedades do biocatalisador, após uma prévia incubação na temperatura 

ótima da reação em tampão fosfato de potássio pH 7,0 e 50 mM. A Figura 24 apresenta os 

resultados obtidos nesse estudo. 
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Figura 24 – Influência da temperatura no processo de hidrólise da lactose e formação de 

lactulose por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com 

glutaraldeído, após incubação prévia a 50 °C por 10 min. Condições reacionais: 

concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio 50 mM e 

pH 7,0; 7 U/mL e 120 RPM por 10 minutos. 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 Após o processo de incubação prévia a 50 °C, os níveis de hidrólise da lactose 

foram próximos aos obtidos sem nenhum procedimento prévio, ou seja, não houve alterações 

significativas em relação aos percentuais hidrolíticos, obtendo percentuais de 93,16 % (25 

°C), 93,18 % (37 °C) e 94,18 % (50 °C). No entanto, a incubação influenciou negativamente 

a etapa de transgalactosilação, reduzindo as concentrações obtidas em todas as temperaturas 

avaliadas (ver Figuras 20 e 24). Para a temperatura de 25 °C a redução foi de 

aproximadamente 24 %, seguida de uma redução de 22,88 %, para a temperatura de 37 °C 

e, por fim, a maior redução observada, para a temperatura de 50 °C, sendo de 53,03 %.  

 Provavelmente, a queda na taxa de formação de lactulose para a temperatura de 

50 °C está relacionada ao fato de que a β-galactosidase tende a favorecer a hidrólise reversa 

da lactulose formada, já que a enzima também possui afinidade pela própria lactulose 

(FISCHER; KLEINSCHMIDT, 2018). As possíveis alterações conformacionais 

ocasionadas pela incubação a 50 °C podem ter contribuído para o aumento da especificidade 
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da enzima pelos substratos presentes no meio (além da frutose), promovendo a formação de 

complexos em estado de transição mais estáveis, otimizando as reações de 

transgalactosilação (PEREIRA-RODRÍGUEZ et al., 2012; RODRÍGUEZ et al., 2008). Os 

aminoácidos residuais presentes no sítio ativo da enzima é que determinam a estabilidade 

desses compostos de transição e variam com a fonte da enzima, em geral. No entanto, o 

processo incubatório pode ter alterado a disposição desses resíduos aminoácidos, fazendo 

com que a enzima aumentasse sua afinidade por outros aceptores do galactosil, favorecendo, 

possivelmente, o processo de transgalactosilação para formação de outros oligossacarídeos 

(KACZYŃSKI; CAIS-SOKOLIŃSKA; SZWENGIEL, 2019). 

 Após análise dos resultados obtidos, realizou-se uma avaliação da estabilidade 

operacional dos biocatalisadores obtidos nas referidas temperaturas, a fim de observar se 

durante os reciclos ocorreria um comportamento semelhante ao observado no processo sem 

a incubação e os resultados estão apresentados na Figura 25. 
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Figura 25 – Estabilidade operacional da β-galactosidase de K. lactis imobilizada em 

quitosana ativada com glutaraldeído, após o processo de incubação a 50 °C por 10 minutos. 

Temperaturas avaliadas: 25 °C (■), 37 °C (■) e 50 °C (■). Percentuais de hidrólise de lactose 

(A) e concentração máxima de lactulose (B), obtidos por ciclo. Condições reacionais: 

concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio 50 mM e 

pH 7,0; 7 U/mL e 120 RPM por 10 minutos. 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 A partir do terceiro ciclo, o percentual hidrolítico à temperatura de 50 °C começa 

a diminuir, chegando até o percentual de 20% no último ciclo avaliado (Figura 25.A), 
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ocorrendo uma perda da eficiência catalítica de 78,6% ao longo dos reciclos, refletida 

também na diminuição da formação de lactulose (Figura 25.B). Muito provavelmente, o 

motivo desse comportamento não esteja diretamente relacionado à temperatura em si, mas 

sim a problemas operacionais durante os reciclos, como variações na temperatura e no pH. 

Até mesmo, essa redução catalítica pode estar associada ao tempo de meia vida da enzima 

na temperatura de 50 °C, o qual é de aproximadamente de 47 min (Neto, 2020). Como o 

tempo total dos ciclos foi de aproximadamente 100 min, é esperado que ocorra esse 

decréscimo no percentual de hidrólise na formação de lactulose na temperatura de 50 °C ao 

longo dos reciclos. Já ao se analisar as temperaturas de 25 °C e 37 °C, observa-se que os 

percentuais de hidrólise permanecem mais elevados, sendo que a partir do sétimo ciclo é que 

se observa uma redução mais acentuada nesse percentual, que cai em aproximadamente 18 

%, alcançando a uma redução total de 31 % ao término dos 10 ciclos.  

 Na temperatura de 25 °C foi observada a menor perda de eficiência hidrolítica 

em comparação com o processo sem incubação, apresentando uma redução de 

aproximadamente 8% ao término dos reciclos. Do ponto de vista da formação de lactulose 

observa-se que a redução nos percentuais de hidrólise refletiu diretamente nas taxas de 

formação de lactulose, já que com menos galactose presente no meio, menos lactulose seria 

produzida pela enzima. Percebe-se aqui a relação existente entre a hidrólise e a 

transgalactosilação, na qual uma depende da outra, devendo haver um balanço entre ambas. 

Por mais que a temperatura de 25 °C não favoreça a atividade de transferase, com mais 

substratos disponíveis no meio, oriundos dos altos percentuais de hidrólise ao longo dos 

reciclos, então, consequentemente, as taxas de reação de transgalactosilação serão maiores, 

em comparação as outras temperaturas. 

 Boon e colaboradores (2000) avaliaram o efeito que a temperatura tinha sobre a 

síntese enzimática de oligossacarídeos, utilizando β-galactosidases de diversas fontes. As 

faixas avaliadas variaram de 20 °C a 65 °C. Em conjunto com a avaliação térmica, os autores 

também realizaram uma avaliação do percentual inicial de lactose no meio, a fim de se 

determinar se o qualquer efeito ocasionado na reação era devido a mudanças na temperatura 

ou a alterações nas concentrações iniciais de lactose. Os autores concluíram que de fato 

existe uma influência da temperatura sobre o processo de formação de oligossacarídeos, mas 

que a influência exercida pela concentração inicial de substrato se sobrepõe a aquela, 

mostrando que, de fato, esse tipo de reação é controlada cineticamente, assim como o 

observado neste estudo (BOON; JANSSEN; VAN ’T RIET, 2000). O que de fato pode 
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acontecer com o aumento da temperatura é a ocorrência de uma desnaturação enzimática, ou 

alterações na solubilidade dos substratos necessários para a reação. 

 

 Influência do meio reacional no processo de hidrólise da lactose e na produção de 

lactulose 

 Prosseguindo nas avaliações das melhores condições operacionais, investigou-

se os efeitos que processos de incubação nos substratos podem ter no desempenho do 

biocatalisador. As incubações foram feitas no próprio tampão (fosfato de potássio pH 7,0 e 

50 mM), em uma solução de lactose (66,7 g/L) e em uma solução de frutose (133,3 g/L) e 

os resultados obtidos estão expressos na Figura 26. O resultado que indica o estudo de 

controle foi feito sem incubação prévia.  
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Figura 26 – Efeito da incubação do biocatalisador a 50 °C por 30 minutos em tampão fosfato 

de potássio (50 mM e pH 7,0), lactose (66,7 g/L) e frutose (133,3 g/L) na hidrólise da lactose 

(A) e produção de lactulose (B) por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana 

ativada com glutaraldeído, a 25 °C (barra cinza escuro, ■) e 50 °C (barra cinza claro, ■). 

Condições reacionais: concentração total de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato 

de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL e 120 RPM por 10 minutos. 
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Fonte: O Autor (2021). 
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 A Figura 26.A apresenta os resultados de hidrólise obtidos a 25 e 50 °C. Percebe-

se uma discreta vantagem na temperatura de 50 °C, como obtido nos resultados do estudo 

da influência da temperatura. Além disso, o processo de incubação prévia também não 

resultou em alterações significativas nos percentuais de hidrólise, mantendo-se inalterada a 

eficiência hidrolítica do biocatalisador. No entanto, de forma semelhante aos resultados 

obtidos no estudo da incubação térmica, ocorreu uma melhora na concentração de lactulose 

máxima produzida a 25 °C, principalmente quando ocorreu a incubação em tampão e lactose, 

gerando um aumento de 16,55 % e 14,76 %, respectivamente. A incubação prévia em 

tampão, possivelmente auxilia no processo de interação entre grupos funcionais específicos 

presentes na superfície enzimática devido ao pH utilizado no meio reacional, já que a β-

galactosidase atua melhor em meios com o pH neutro, tanto na hidrólise quanto na 

transgalactosilação. Já a incubação prévia nos substratos permite que o biocatalisador tenha 

uma espécie de contato prévio com os grupos funcionais participantes das reações, fazendo 

com que a enzima possivelmente interaja de maneira mais eficaz com os substratos (AIDER; 

HALLEUX, 2007; GUERRERO; VERA; CONEJEROS; et al., 2015; SCHMIDT et al., 

2020; VERA; GUERRERO; ILLANES, 2011). Já na análise da quantidade de lactulose 

formada, nota-se que a incubação em tampão não foi benéfica para o processo na temperatura 

de 50 °C, já que se observou uma redução de quase 75% na produção de lactulose. Nos 

estudos com lactose ou frutose, ambos a 50 °C, também se observou que houve uma redução 

na quantidade de lactulose, a qual caiu 48 % e 52 %, respectivamente. As melhorias nesse 

parâmetro foram observadas na temperatura de 25 °C, nas incubações feitas em tampão e em 

lactose. Talvez a piora observada no estudo a 50 °C com incubação em tampão se deva ao 

fato de que nessa temperatura, a enzima provavelmente tenha entrado num estado de 

ativação, mas a ausência de substrato no meio deva ter ocasionado uma redução na atividade 

de transferase, sem alterações na atividade hidrolítica. É muito provável que após durante o 

processo de hidrólise, o complexo galactosil-enzima tenha tido mais afinidade por um 

nucleófilo diferente da frutose, como a glicose liberada, ou a própria lactose residual ou até 

mesmo a água (ILLANES; VERA; WILSON, 2016).  

 Em relação a melhora na produção de lactulose observada na temperatura de 25 

°C, provavelmente a enzima tenha entrado num estado de latência durante o processo de 

incubação, fazendo com que o biocatalisador fosse mais eficiente ao entrar em uma condição 

reacional mais favorável à hidrólise e à produção de lactulose. Já a melhora observada após 

a adaptação em lactose, é provável que tenha relação com a alta especificidade da enzima 
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com a galactose presente na composição da lactose. Essa especificidade depende dos 

grupamentos hidroxila presentes, especificamente, nas posições 2, 3 e 4 da molécula de 

lactose. Estando na conformação correta, esses grupos funcionais otimizam o processo de 

hidrólise e de transgalactosilação (HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009; RUEDA et 

al., 2016; SOUZA; GARCIA-ROJAS; FAVARO-TRINDADE, 2018). Uma adequação 

conformacional da estrutura enzimática ao substrato pode ter ocorrido durante o processo de 

incubação da enzima em lactose, facilitando e otimizando o processo quando este ocorreu 

nas condições reacionais utilizadas. No entanto, vale lembrar que β-galactosidases também 

têm a capacidade de realizar hidrólises reversas, reduzindo a quantidade de lactulose 

formada no meio, como o observado na temperatura de 50 °C. Em geral, a hidrólise reversa 

é favorecida quando se tem um alto percentual de substratos que possuam esses grupos 

funcionais em orientações diferentes das observadas na galactose, como é o caso da própria 

glicose, a qual, em geral, possui uma orientação diferente na hidroxila presente na posição 

3, em relação a galactose. Isso faz com que a especificidade enzimática mude, favorecendo 

assim a reações reversas (JUERS, D. H. et al., 2001; JUERS; MATTHEWS; HUBER, 2012).  

 Em relação ao processo de incubação em solução de frutose, percebeu-se que 

não houve contribuições relevantes para o processo a 25 °C, tendo a concentração de 

lactulose se mantido a mesma, praticamente. No processo a 50 °C percebe-se que houve uma 

redução significativa, comparando-se ao controle, mas com valores aproximados, quando 

comparada à incubação em lactose. Apesar de se tratar de uma pentose, a frutose possui 

grupamentos hidroxilas em posições semelhantes às observadas na galactose, o que pode ter 

contribuído para esse resultado similar entre os dois estudos. A Tabela 12 apresenta um 

resumo dos dados obtidos no estudo de incubação. 
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Tabela 12 – Percentuais de hidrólise e concentrações máximas de lactulose obtidos após 

incubação do biocatalisador a 50 °C por 30 minutos em tampão fosfato de potássio (50 mM 

e pH 7,0), lactose (66,7 g/L) e frutose (133,3 g/L). Condições reacionais: concentração total 

de substrato = 200 g/L (± 10 g/L); tampão fosfato de potássio 50 mM e pH 7,0; 7 U/mL e 

120 RPM por 10 min. 

 Hidrólise (%) Lactulose (g/L) 

 25 °C 50 °C 25 °C 50 °C 

Controle 94,26 ± 2,22 94,08 ± 0,39 8,73 ± 0,88 13,20 ± 1,05 

Tampão 96,42 ± 0,35 98,43 ± 1,02 10,45 ± 0,16 3,42 ± 0,15 

Lactose  95,92 ± 0,11 96,94 ± 2,07 10,23 ± 0,34 6,82 ± 0,12 

Frutose 95,6 ± 0,58 97,94 ± 1,09 8,73 ± 1,01 6,28 ± 0,39 

Fonte: O Autor (2021). 

 

 Após a análise dos resultados obtidos, foi possível entender um pouco mais o 

processo de hidrólise e produção de lactulose por β-galactosidase de K. lactis, percebendo 

que uma prévia interação da enzima com os agentes doadores e receptores do complexo 

galactosil não foi benéfica para o processo de transgalactosilação. O pH neutro não 

influência de maneira significativa, já que nessa faixa de pH a concentração de íons H+ e 

OH- é balanceada, não gerando qualquer tipo de interação com a enzima e, possivelmente, 

algum tipo de inibição. De forma geral, o processo de incubação não alterou os índices de 

hidrólise, mas não foi benéfico para a etapa de transgalactosilação, principalmente na 

temperatura de 50 °C. Houve uma melhora no processo conduzindo na temperatura de 25 

°C. No entanto, tal melhoria não se mostrou superior ao processo conduzido sem a incubação 

prévia. Por esse motivo, optou-se por não incluir essa etapa de incubação prévia do 

biocatalisador ao meio reacional. Dessa forma, partiu-se para o desenvolvimento de 

estratégias de otimização da produção de lactulose, através da integração de processos 

diferentes, como será apresentado no tópico seguinte. 
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 Avaliação da configuração operacional do processo de produção de lactulose por β-

galactosidase de K. lactis e o uso da glicose isomerase para otimização do processo 

  Configurações operacionais diferentes foram avaliadas com e sem integração com 

um processo de isomerização da glicose obtida no processo de hidrólise da lactose utilizando 

a glicose isomerase de S. murinus como biocatalisador. A Figura 27 mostra os resultados 

obtidos para o primeiro esquema operacional, esquematizado na Figura 17, no tópico de 

Material e Métodos. 

 

Figura 27 – Processo integrado A: avaliação da hidrólise do soro de leite por β-galactosidase 

de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído, seguida pela isomerização 

por glicose isomerase de S. murinus e, por fim, reação de transgalactosilação com o 

biocatalisador utilizado no início. Lactose (■); glicose (▲), galactose (▼), frutose (◄) e 

lactulose (●). Condições reacionais: [La]inicial = 66,7 g/L (± 5 g/L); 7 U/mL; 50 °C; pH 7,0, 

120 RPM e 20 minutos (reações com β-galactosidase); menz = 0,5 g, pH 7,5, 70 °C, agitação 

mecânica suave por 90 min (reação com glicose isomerase). 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 A configuração avaliada no Processo A apresentou resultados esperados até o 

início da reação de transgalactosilação, utilizando o mesmo biocatalisador usado na hidrólise 
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do início. O percentual de hidrólise do soro de leite obtido da faixa de tempo de 0 a 20 

minutos foi de 94,24 %, gerando uma quantidade de glicose e galactose de 30,38 g/L e 28,14 

g/L, respectivamente. A partir dos 20 min de reação, deu-se início ao processo de 

isomerização presente no soro de leite hidrolisado. O percentual médio de glicose 

isomerizada em frutose foi de 48,55%, gerando uma concentração de frutose de 18,34 g/L e 

uma quantidade de glicose residual de 19,42 g/L. Ao término dessas duas etapas (hidrólise 

+ isomerização da glicose) obteve-se um meio reacional com a seguinte composição: 3,94 

g/L de lactose, 18,34 g/L de glicose, 37,76 g/L de galactose e 18,34 g/L de frutose 

(aproximadamente 80 g/L de açúcares totais). Se for considerada a razão ótima de 

lactose:frutose, e que cada molécula de galactose formada veio de uma molécula de lactose 

hidrolisada, tem-se que a concentração total de lactose no meio seria de aproximadamente 

23 g/L. Tal valor requeria uma concentração de frutose 3x maior, ou seja, de 

aproximadamente 70 g/L de frutose. Logo, a quantidade de frutose presente no meio 

reacional não seria suficiente para otimizar o processo de transgalactosilação, dificultando a 

formação de lactulose. E de fato isso foi observado nos resultados expressos na Figura 28. 

A não formação de lactulose ao término do processo integrado pode ter relação com alguns 

efeitos, como perca de atividade enzimática entre um processo e outro, inibição enzimática 

por parte da composição do soro de leite. No entanto, já se sabe que a composição do meio 

reacional é de fundamental importância no processo de transgalactosilação, ainda mais em 

casos como este, por se tratar de reações cineticamente controladas. A baixa concentração 

do nucleófilo pode ter relação direta com a ausência de lactulose ao término da ação 

integrada. 

 Para contornar o fato de que o processo de isomerização não gerou a quantidade 

de frutose necessária para promover as reações de transgalactosilação, optou-se por realizar 

o mesmo processo, contudo, suplementando a quantidade de frutose necessária para atingir 

a razão que mais favorece a formação de lactulose (1:2, levando-se em consideração a 

quantidade inicial de lactose oferecida) e os resultados para esta nova configuração do 

processo integrado (Processo A com suplementação de frutose) estão apresentados na Figura 

28. 
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Figura 28 - Processo integrado A, com suplementação de frutose: avaliação da hidrólise do 

soro de leite por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com 

glutaraldeído, seguida pela isomerização por glicose isomerase de S. murinus e, por fim, 

reação de transgalactosilação com o biocatalisador utilizado no início. Lactose (■); glicose 

(▲), galactose (▼), frutose (◄) e lactulose (●). Condições reacionais: [La]inicial = 66,7 g/L (± 

5 g/L); 7 U/mL; 50 °C; pH 7,0, 120 RPM e 20 minutos (reações com β-galactosidase); menz 

= 0,5 g, pH 7,5, 70 °C, agitação mecânica suave por 90 min (reação com glicose isomerase). 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 Percebe-se, da análise da Figura 28 que, apesar da suplementação com frutose, 

também não foi possível obter sucesso na última etapa do processo integrado 

(transgalactosilação), não sendo detectado a formação de lactulose. A composição do meio 

reacional disponibilizado para o processo de transgalactosilação foi de 7,44 g/L de lactose, 

7,25 g/L de glicose, 28,13 g/L de galactose e 117,71 g/L de frutose, após suplementação. A 

suplementação foi feita levando-se em consideração a quantidade inicial de lactose oferecida 

e obedecendo a condição de concentração máxima de açúcares de 200 g/L (± 10 g/L). 

Analisando-se os 2 últimos gráficos, o que pode ter gerado esse tipo de comportamento pode 

ser a inibição enzimática por parte de algum composto presente na composição do soro de 

leite, ou até mesmo uma possível alteração conformacional ou uma desnaturação enzimática 

causada pelas alterações de meio (temperatura e pH diferentes para cada etapa). Além desses 

fatores, deve-se levar em conta que há a possibilidade de a enzima agir melhor na presença 
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de lactose do que na presença da galactose livre, pois sabe-se que a β-galactosidase de K. 

lactis tem grupamentos específicos que conferem uma afinidade maior pela molécula de 

lactose (DE ANDRADE et al., 2020; RODRÍGUEZ et al., 2006; SPOHNER et al., 2016), 

fazendo com que sua ausência diminua as chances da formação do complexo enzima-

galactosil, fundamental para seguir nas etapas de formação de oligossacarídeos por 

transgalactosilação. 

 Além dessa possibilidade, também deve-se levar em conta a possível formação 

de outros oligossacarídeos diferentes da lactulose. É sabido que o complexo galactosil-

enzima tem afinidade por diversos substratos com o grupamento hidroxila disponível para 

interação. Além dos oligossacarídeos compostos por 2 açúcares, como a lactulose, existem 

oligossacarídeos de composição trissacarídea, como a rafinose (formada por galactose, 

glicose e frutose) e os de composição tetrassacarídea, como a estaquiose (formada por duas 

unidades de galactose, uma de glicose e uma de frutose). A formação desses compostos 

utiliza a própria lactulose como agente doador e aceptor da porção de galactosil, sendo que 

esse tipo de reação pode ser catalisada por β-galactosidases de K. lactis (MARTÍNEZ-

VILLALUENGA et al., 2008; NGUYEN et al., 2019). 

 A fim de se sanar a questão da desativação enzimática por conta da alteração do 

meio, ou até mesmo a perda de subunidades ou alterações conformacionais ocasionadas pelo 

mesmo fator, o processo B foi realizado (reação de hidrólise e isomerização simultâneas em 

um mesmo reator, condições favoráveis para β-galactosidase, seguido da transgalactosilação 

com um novo biocatalisador de β-galactosidase), de modo a minimizar alterações de meio 

entre uma etapa e outra, a fim de reduzir os possíveis problemas encontrados no Processo A. 

A Figura 29 apresenta os resultados obtidos para os estudos realizados. 
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Figura 29 – Processo integrado B: avaliação da hidrólise do soro de leite por β-galactosidase 

de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído, simultaneamente com a 

isomerização, por glicose isomerase de S. murinus e, por fim, reação de transgalactosilação 

com o biocatalisador utilizado no início. Lactose (■); glicose (▲), galactose (▼), frutose (◄) 

e lactulose (●). Condições reacionais: [La]inicial = 66,7 g/L (± 5 g/L); 7 U/mL; 50 °C; pH 7,0, 

120 RPM e 20 minutos (reações com β-galactosidase); menz = 0,5 g, pH 7,5, 70 °C, agitação 

mecânica suave por 90 minutos (reação com glicose isomerase). 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 No processo integrado B não houve produção de frutose nas condições avaliadas, 

e, consequentemente, não houve produção de lactulose. Apesar de condições de pH 

semelhantes entre o uso da β-galactosidase e da glicose isomerase (GI), a temperatura 

utilizada não favoreceu o uso da glicose isomerase, a qual necessita de temperaturas mais 

elevadas. Não seria possível uma reação em conjunto com as duas enzimas na temperatura 

de 70 °C (ótima para GI), pois, muito provavelmente, a β-galactosidase passaria por uma 

desnaturação (a 60 °C já começa o processo de desnaturação enzimática) (NETO et al., 

2021). Percebe-se que o processo de hidrólise ocorreu sem nenhuma dificuldade, gerando 

uma quantidade de 35,27 g/L de glicose e de 38,98 g/L de galactose. Outro ponto importante 

é que ao término dos 90 minutos de reação ocorre uma redução nas concentrações desses 

dois açúcares, indicando o consumo para formação de algum outro composto, diferente da 
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lactulose. O complexo enzima-galactosil formado durante o estado de transição é apto para 

interação com a própria lactose, com galactose (gerando os galactooligossacarídeos, através 

da transgalactosilação da lactose) e com a frutose ou outros nucleófilos com estrutura 

semelhante (GÄNZLE, 2012; VERA; GUERRERO; ILLANES, 2011; XAVIER; 

RAMANA; SHARMA, 2018), e é muito provável que esteja ocorrendo a formação de algum 

desses compostos, o que explicaria a redução nessas concentrações. 

 Como não foi possível a formação de frutose por meio da reação de isomerização 

da glicose, então optou-se por repetir o processo B com uma etapa de suplementação da 

frutose, a fim de se avaliar se de fato não ocorreu a síntese da lactulose apenas pela ausência 

deste monossacarídeo no meio reacional, ou se haveria a influência de outro fator. A Figura 

30 apresenta os resultados obtidos do processo B com a suplementação de frutose. 
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Figura 30 – Processo integrado B, com suplementação de frutose: avaliação da hidrólise do 

soro de leite por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com 

glutaraldeído, simultaneamente com a isomerização, por glicose isomerase de S. murinus e, 

por fim, reação de transgalactosilação com o biocatalisador utilizado no início. Lactose (■); 

glicose (▲), galactose (▼), frutose (◄) e lactulose (●). Condições reacionais: razão La:Fru 

= 1:2, concentração total de carboidratos = 200 g/L (± 10 g/L), 7 U/mL; 50 °C; pH 7,0, 120 

RPM e 20 minutos (reações com β-galactosidase); menz = 0,5 g, pH 7,5, 70 °C, agitação 

mecânica suave por 90 minutos (reação com glicose isomerase). 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 O comportamento observado até os 90 minutos de reação é bastante similar ao 

observado no estudo sem suplementação de frutose. A mesma tendência de queda nas 

concentrações de glicose e galactose é observada nos últimos 20 minutos da reação. No 

entanto, mesmo com a suplementação de frutose no meio, não se constatou a formação de 

lactulose. Na verdade, percebe-se que os níveis de frutose praticamente não mudam durante 

a etapa de transgalactosilação. Isso mostra que provavelmente algum composto inibitório 

está presente no meio resultante do processo de hidrólise e isomerização simultâneos, ou que 

a atividade de transferase está sendo voltada para formação de algum outro composto 

diferente da lactulose. Também deve-se levar em consideração que a inibição enzimática 

pela falta da lactose e o excesso de frutose no meio reacional. 



148 

 

 Song e colaboradores (2013) realizaram um processo semelhante ao mencionado 

no presente estudo. Os autores realizaram a produção de lactulose usando o soro de leite 

como substrato para as reações de hidrólise e transgalactosilação catalisadas por β-

galactosidase de K. lactis e uma glicose isomerase de S. rubiginosus para isomerização da 

glicose liberada após a hidrólise do soro de leite, no mesmo reator. Os resultados mostraram 

que o percentual de lactose hidrolisada foi maior em condições nas quais a concentração de 

lactose era menor, enquanto que o inverso foi observado nas reações de transgalactosilação. 

Ao avaliar o processo de isomerização, os autores perceberam que para que houvesse um 

processo mais eficaz seria necessário a utilização de uma maior carga de glicose isomerase 

na reação. Utilizando a maior razão para glicose isomerase (β-gal:GI = 1:6), foi obtida uma 

concentração de frutose de 33,9 g/L após 2 horas de reação. Da mesma forma que o 

observado anteriormente, a taxa de formação de lactulose aumentou com o aumento da 

frutose no meio (SONG et al., 2013b). Nos processos integrados onde as reações ocorreram 

em reatores distintos, observou-se que a máxima produção de glicose foi de 18,34 g/L e 

20,45 g/L, nos processos sem e com suplementação, respectivamente. Uma diferença média 

de 42,78 % entre os valores obtidos no presente estudo e o valor obtido nas melhores 

condições obtidas por Song e colaboradores (2013). Em relação a produção de lactulose, o 

valor máximo obtido pelos autores foi de 4,81 g/L, na temperatura de 53,5 °C, mostrando 

que o processo B, no qual utilizou-se os dois biocatalisadores de forma simultânea no mesmo 

reator, provavelmente associado a pequenas alterações na temperatura e no pH do meio 

(através do tampão utilizado), possa realizar a etapa de transgalactosilação de forma mais 

eficaz. Além disso, o observado por Song e colaboradores (2013) em relação à quantidade 

de lactose presente no meio e redução na capacidade de catalisar as reações de 

transgalactosilação corrobora para as hipóteses também observadas no presente estudo, 

confirmando a especificidade da enzima pela molécula de lactose. 

 Por fim, com o intuito de avaliar o processo A novamente, mas utilizando um 

biocatalisador virgem (sem aplicação prévia) ao invés de reutilizar o que foi aplicado na 

etapa de hidrólise inicial, a Figura 31 apresenta o resultado da repetição do estudo em 

questão. 
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Figura 31 – Processo integrado A: avaliação da hidrólise do soro de leite por β-galactosidase 

de K. lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído, seguida pela isomerização 

por glicose isomerase de S. murinus e, por fim, reação de transgalactosilação com o 

biocatalisador virgem. Lactose (■); glicose (▲), galactose (▼), frutose (◄), lactulose (○), 

rafinose (○) e estaquiose (◊). Condições reacionais: [La]inicial = 66,7 g/L (± 5 g/L); 7 U/mL; 

50 °C; pH 7,0, 120 RPM e 20 minutos (reações com β-galactosidase); menz = 0,5 g, pH 7,5, 

70 °C, agitação mecânica suave por 90 min (reação com glicose isomerase). 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 Diferentemente do processo A descrito incialmente, no qual se fez o reuso do 

biocatalisador utilizado na etapa de hidrólise, nesse processo percebe-se que houve a 

formação de lactulose, mesmo que em baixas concentrações, na etapa de transgalactosilação. 

Além disso, percebe-se que na etapa de hidrólise também houve a formação da estaquiose e 

da rafinose. A formação desses compostos pode ter sido devido à baixa concentração de 

frutose presente na composição do soro de leite utilizado (em torno de 4,62 g/L). Essa baixa 

concentração não favoreceu a formação da lactulose nos estágios iniciais, mas permitiu que 
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pequenas quantidades de rafinose e estaquiose fossem formadas. Pode-se perceber também 

que ao passo que a rafinose e a estaquiose eram formadas, as concentrações de glicose e 

galactose presentes no meio não aumentavam significativamente, mesmo com a hidrólise da 

lactose ocorrendo (Figura 31.A), devido a tais moléculas serem necessárias para o processo 

de formação desses oligossacarídeos. 

 Na etapa de isomerização, foi possível obter uma quantidade significativa de 

frutose (em média 35,19 g/L) ao término do processo. Um detalhe interessante é que a 

quantidade de rafinose presente no meio começa a declinar já ao término da etapa da 

hidrólise (a partir de 4 minutos de reação), indicando uma possível hidrólise reversa desse 

composto, a qual libera no meio glicose, galactose e frutose. Essa tendência continua nas 

etapas seguintes, indicando que para produção desse composto, seja necessária sua remoção 

ao longo do processo.  

 Mesmo com a etapa de isomerização produzindo níveis satisfatórios de frutose, 

ainda foi necessário suplementar o meio para a etapa de transgalactosilação, a fim de se 

garantir uma quantidade de frutose adequada para otimizar a formação da lactulose. 

Contudo, mesmo com essa suplementação ainda não foi possível obter quantidades 

significativas desse composto. A concentração máxima de lactulose obtida foi de 1,24 g/L 

já ao término da reação, indicando que um tempo maior de reação talvez fosse necessário 

para aumentar os níveis de produção da lactulose, além de provavelmente ser necessário 

reduzir a quantidade de frutose oferecida e oferecer quantidade pequenas de lactose, a fim 

da enzima voltar a realizar a hidrólise e, assim, voltar a formar um complexo enzima-

galactosil mais estável e disponível para reação de transgalactosilação. Observa-se que, 

diferentemente da rafinose, a estaquiose produzida na etapa de hidrólise se manteve 

praticamente constante ao longo das demais etapas, indicando que tais moléculas apresentam 

uma maior resistência à hidrólise reversa do que as moléculas de rafinose e lactulose. A 

concentração máxima de estaquiose obtida ao término do processo integrado foi de 3,16 g/L. 

Isso mostra que uma otimização dos processos avaliados, pode fazer com que os níveis de 

estaquiose e lactulose ao término do processo possam melhorar. 

 Os resultados expressos até o momento refletem os estudos iniciais sobre a 

integração de processos para produção de lactulose por β-galactosidase de K. lactis 

utilizando o soro de leite como substrato, mostrando que a produção de lactulose não foi 

favorecida, mas que houve a produção de outros oligossacarídeos, a exemplo da rafinose e 

da estaquiose. Além disso, é necessário verificar uma forma de manter a formação do 
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complexo enzima-galactosil, o qual, provavelmente, necessite rapidamente da molécula 

receptora do galactosil para formação de oligossacarídeos. Esses resultados levantam a 

hipótese de que o complexo enzima-galactosil formado durante a hidrólise da lactose, seja 

bastante reativo e instável, pois caso não reaja num tempo hábil, complexo irá se desfazer, 

liberando enzima e galactose no meio reacional. Levando-se em consideração esses motivos 

expostos, é provável que o reuso da β-galactosidase (como proposto no processo A inicial) 

seja possível e viabilize ainda mais o processo como um todo. Do ponto de vista da 

isomerização, percebe-se que os índices de glicose isomerizada à frutose foram tanto quanto 

satisfatórios para as condições avaliadas. Porém, necessitam de uma análise mais detalhada 

e que leve em conta uma interação com a β-galactosidase. 

 

 Avaliação da redução da carga proteica por grama de suporte para otimização da 

produção de oligossacarídeos 

 Como demonstrado nos estudos anteriores, a capacidade hidrolítica da β-

galactosidase de Kluyveromyces lactis é alta, o que faz com que a lactose presente no meio 

seja facilmente e rapidamente hidrolisada em glicose e galactose. Uma outra característica 

dessa capacidade hidrolítica é que além de hidrolisar a lactose, β-galactosidases também têm 

a capacidade de realizar hidrólises reversas, nas quais os compostos formados durante o 

processo de transgalactosilação podem ser também hidrolisados por essa enzima (WEI et al., 

2013, 2016; WEIGNEROVÁ; BOJAROVÁ; KREN, 2009). Esse processo de hidrólise 

reversa funciona de forma semelhante ao processo de hidrólise da lactose, no qual a enzima 

atua diretamente na ruptura da ligação o-glicosídica, formada entre o galactosil e o nucleófilo 

(no caso da lactulose, a frutose). O estudo em questão foi feito seguindo as mesmas 

condições ótimas das reações envolvendo a produção de lactulose, porém, reduzindo-se a 

carga de proteína imobilizada por grama de suporte oferecido. Ou seja, partindo-se da carga 

ótima de 7 mg de proteína por grama de suporte, a carga proteica foi reduzida para 75 % 

(5,25 mg/g), 50 % (3,5 mg/g), 25 % (1,75 mg/g) e 10 % (0,7 mg/g) do valor inicial. As 

atividades obtidas para cada biocatalisador foram: 45,04 ± 1,24; 40,90 ± 1,51; 27,76 ± 1,87; 

25 ± 1,06 e 13,15 ± 1,03, respectivamente. A Figura 32 traz os perfis de hidrólise da lactose 

e produção de lactulose e rafinose para cada redução de carga avaliada. 
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Figura 32 – Avaliação da redução da carga proteica utilizada na imobilização de β-

galactosidase de K. lactis em quitosana ativada com glutaraldeído 0,8 % (v/v). Perfis de 

hidrólise da lactose (A), produção de lactulose (B) e rafinose (C). Cargas avaliadas: 7 mg/g 

(♦); 5,25 mg/g (▼); 3,5 mg/g (▲); 1,75 mg/g (●) e 0,7 mg/g (■). Condições reacionais: 

concentração total de açúcares = 200 g/L; tampão fosfato de potássio pH 7,0 e 100 mM, 120 

RPM, 50 C e 30 minutos. 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 Uma primeira análise da Figura 32.A traz à tona a informação de que o primeiro 

efeito da redução da carga proteica na imobilização foi uma redução na velocidade de 

hidrólise da lactose. Percebe-se que nas cargas de 0,7 e 1,75 mg/g, a concentração de lactose 

no tempo de 5 minutos é 18,9 e 12,26 g/L, respectivamente, enquanto que nos demais 

percentuais avaliados, os níveis de lactose já estão bem próximos a zero. Contudo, em todas 

proporções avaliadas ainda se observa altos percentuais de hidrólise da lactose, a qual tende 

a zero em todos os casos avaliados. Da análise das Figuras 32.B e 32.C, percebe-se que 

houve uma influência mais significativa da redução da carga proteica para as reações de 
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transgalactosilação. Avaliando-se os perfis de produção de lactulose, observa-se que uma 

tendência de aumento em sua concentração com a redução da proporção enzimática. Nas 

cargas de 0,7 e 1,75 mg/g, as quantidades máximas de lactulose produzidas foram de 17,51 

e 11,09 g/L, respectivamente. Quando comparado com a carga ótima (7m/g), percebe-se um 

aumento de aproximadamente 125 % obtido na carga de 0,7 mg/g e um aumento de quase 

75 % observado na carga de 1,75 mg/g. De forma semelhante foi notado para a produção de 

rafinose, a qual obteve maiores concentrações também nas menores proporções avaliadas 

(2,45 g/L para carga de 0,7 mg/g e 2,09 g/L para 1,75 mg/g). Em comparação com o 

biocatalisador imobilizado com 7 mg/g, a concentração de rafinose aumentou quase 130 % 

na carga de 0,7 mg/g e 93 % na carga de 1,75 mg/g mostrando que a redução carga proteica 

favoreceu a produção desses oligossacarídeos. 

 Tais resultados corroboram para a hipótese de hidrólise reversa dos compostos 

formados durante a etapa de transgalactosilação. Esse processo de hidrólise reversa ocorre 

quando uma molécula de água passar a agir como nucleófilo e ataca a molécula de 

oligossacarídeo formada, fazendo com que a enzima que antes agiu para formação da ligação 

o-glicosídica entre os monossacarídeos necessários para a reação, atue na quebra dessa 

mesma ligação, liberando tais monossacarídeos (DE ANDRADE et al., 2020; XAVIER; 

RAMANA; SHARMA, 2018). Uma forma de minimizar os efeitos dessa hidrólise reversa é 

retirando-se o produto do meio, ao passo que ele é formado; adição de sais ou, como 

mencionado nos tópicos anteriores, aumentando-se a concentração de um nucleófilo mais 

ativo do que a água, que nesse caso é a frutose. Tal característica corrobora ainda mais para 

o fato de que a reação de transgalactosilação catalisada por β-galactosidases de K. lactis é 

cineticamente controlada, como afirmado em tópicos anteriores. Isso porque é fundamental 

que esteja presente no meio um composto que atue de forma mais competitiva pelo complexo 

enzima-galactosil do que a própria água presente no meio, reduzindo os efeitos de uma 

possível inibição competitiva da água pelo complexo enzimático (WEIGNEROVÁ; 

BOJAROVÁ; KREN, 2009). Tal mecanismo controlado cineticamente, permite também que 

a quantidade de oligossacarídeos presente no meio reacional após a reação de 

transgalactosilação possa ser maior do que a necessária para que ocorra apenas um equilíbrio 

reacional, já que a presença em excesso de um nucleófilo mais competitivo faz com que 

hidrólise reversa seja minimizada. Contudo, a presença de água é necessária para manter a 

atividade enzimática, o que contribui tanto para formação quanto para hidrólise dos produtos 

e limita o controle cinético da reação (HAMILTON, 2004; WEIGNEROVÁ; BOJAROVÁ; 
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KREN, 2009). Weignerová e colaboradores (2009), trazem em seu estudo observações 

semelhantes, porém voltadas a enzimas do tipo glicosidases (E.C. 3.2.1.-), as quais possuem 

comportamento bastante semelhantes com β-galactosidases. Os autores também observaram 

que o processo de hidrólise catalisado pela glicosidase em questão é termodinamicamente 

controlado (semelhante à hidrólise catalisada por β-galactosidases) e ocorre na presença de 

água, a qual atua de acordo com o esquema proposto na Figura 33, a qual também apresenta 

o esquema de hidrólise reversa dos produtos formados. Os compostos acima das setas e 

separados por “;” indicam possíveis participantes da reação para formação dos compostos 

indicados após a seta. 

 

Figura 33 – Esquemas reacionais das etapas de hidrólise, transgalactosilação e hidrólise 

reversa catalisados por β-galactosidases. 

 
Fonte: Adaptado de WEIGNEROVÁ; BOJAROVÁ; KREN, (2009). 

 

 Tal comportamento justifica os resultados obtidos, nos quais observa-se que as 

quantidades de oligossacarídeos formadas tendem a diminuir com o passar da reação, 

indicando a hidrólise reversa. 
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 Comparação das reações utilizando β-galactosidases de Kluyveromyces lactis e de 

Aspergillus oryzae 

 Com o intuito de se comparar o processo de formação de oligossacarídeos por 

β-galactosidases oriundas de cepas diferentes, realizou-se um estudo, a fim de se observar 

que tipo de reação tem predominância para cada tipo de β-galactosidase. As condições 

operacionais foram as mesmas descritas no tópico 4.2.6 de materiais e métodos. A Figura 34 

apresenta os resultados obtidos para esse estudo comparativo. 

 

Figura 34 – Comparação entre os perfis de hidrólise da lactose (A), produção de estaquiose 

(B), rafinose (C) e de lactulose (D) por β-galactosidases de Kluyveromyces lactis (■) e de 

Aspergillus oryzae (●). Condições reacionais: concentração total de açúcares = 200 g/L (± 

10 g/L); razão de La:Fru = 1:2; tampão fosfato de potássio pH 7,0 e 50 mM; 50 °C, 120 RPM 

e 150 minutos. 
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 A quantidade máxima de lactulose produzida pela β-galactosidase de K. lactis 

foi de 10,42 ± 0,37 g/L, enquanto que a quantidade produzida pela enzima de A. oryzae foi 

de 6,35 ± 0,15 g/L. Apesar de produzir uma quantidade inferior de lactulose, a enzima de A. 

oryzae foi capaz de produzir maiores concentrações de rafinose (7,91 ± 0,45 g/L) e 

estaquiose (14,68 ± 0,84 g/L) do que a β-galactosidase de K. lactis (2,74 ± 0,31 g/L de 

rafinose e 2,52 ± 0,24 g/L de estaquiose). Esses dados colaboram ainda mais com a hipótese 

de que a enzima proveniente de A. oryzae tem melhor performance na formação de 

oligossacarídeos do que a β-galactosidase de K. lactis. Da Figura 34.A é notável que o perfil 

de hidrólise de lactose é mais acentuado para a β-galactosidase de K. lactis, comprovando 

sua melhor capacidade hidrolítica. Além disso, a análise das Figuras 34.B, 34.C e 34.D 

mostram que os oligossacarídeos formados conseguem permanecer por mais tempo no meio 

reacional nos ensaios com a β-galactosidase de A. oryzae, indicando que, provavelmente, 

por possuir um menor potencial hidrolítico, a hidrólise reversa não seja tão favorecida com 

é com a enzima de K. lactis. 

 As atividades de transgalactosilação também podem auxiliar na explicação dos 

resultados obtidos. O valor de atividade de transgalactosilação para β-galactosidase de K. 

lactis obtido foi de aproximadamente 56.837 ± 487,32 ULactulose por grama de enzima. Tal 

valor reflete bem os resultados obtidos, pois a atividade é menor que a atividade reportada 

para β-galactosidases de A. oryzae, de 64.590 ULactulose/g de enzima (VERA; GUERRERO; 

ILLANES, 2011). Além desse estudo, no trabalho desenvolvido por Guerrero e 

colaboradores (2015) foram avaliados 11 extratos comerciais de β-galactosidases de 

diferentes cepas. Os resultados obtidos mostraram que as enzimas provenientes de cepas de 

A. oryzae e B. circullans foram as que exibiram maior atividade de transgalactosilação, 

enquanto que as β-galactosidases oriundas de K. lactis apresentaram maior atividade 

hidrolítica (GUERRERO; VERA; CONEJEROS; et al., 2015). 

 No entanto, mesmo com uma menor tendência de formação de oligossacarídeos, 

a β-galactosidase de K. lactis apresentou bons resultados no processo de produção de 

lactulose usando soro de leite como substrato, além de apresentar capacidade catalítica para 

formação de rafinose e estaquiose, como demonstrado nos estudos anteriores. 
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 Estudos de produção enzimática de lactulose em modo contínuo em reator de leito 

fixo 

 Em um primeiro momento, optou-se por avaliar o comportamento das reações 

aqui estudadas em um reator de leito fixo. Para tal, utilizou-se as melhores condições obtidas 

nos estudos anteriores para avaliar uma resposta inicial da mudança de reator ao processo.  

 

5.8.1 Avaliação da hidrólise do soro de leite em reator de leito fixo 

 O processo de hidrólise do soro de leite em reator de leito fixo seguiu as melhores 

condições obtidas nos estudos preliminares. O intuito desse estudo também é de avaliar o 

tempo de saturação do leito fixo. A Figura 35 apresenta os resultados obtidos no processo 

de hidrólise do soro de leite em reator de leito fixo. 

 

Figura 35 – Hidrólise do soro de leite por β-galactosidase de K. lactis imobilizada em reator 

de leito fixo. Condições reacionais: mβ-Gal = 2 g; hL = 3 cm; Carga enzimática do leito = 80 

U; τ = 4,7 minutos; t = 10 horas; υ = 0,5 mL/min; 50 °C e pH 7,0. Lactose (■); glicose (●) e 

galactose (▲). 
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 A quantidade de lactose presente no soro de leite fornecido ao leito foi de 

aproximadamente 84,79 g/L. Como os processos de hidrólise da lactose reportados até aqui 

ocorrem rapidamente, então durante o tempo que a solução percola o leito fixo, já ocorre a 

reação de hidrólise, liberando como primeiro ponto visual da lactose uma concentração 

residual de 30,68 g/L. Dessa forma, o percentual hidrolítico obtido do processo em leito fixo 

foi de aproximadamente 96%, se mostrando tão eficiente quanto o processo em batelada. 

 Os maiores níveis de glicose e galactose foram obtidos após 3,5 h de reação 

(41,64 g/L e 42,14 g/L, respectivamente). Após 50 min de reação, o leito atingiu um estado 

estacionário, no qual se observou as concentrações de glicose e galactose com poucas 

variações.  Contudo, após 10 h de reação percebeu-se uma alta perda de carga no leito, 

refletida na redução da vazão de saída. Porém, essa perda de carga não chegou prejudicar o 

sistema, devido ao tempo em que o leito já vinha em um estado estacionário, ou seja, do 

início do estado estacionário (após 50 minutos) até a perda de carga ser observada (10 h), o 

leito passou 9 h em reação continua e com bons rendimentos, mostrando que o tempo 

necessário para se atingir o breakthrough do leito fixo é bem abaixo das 10 h de reação. Ao 

término do processo, mediu-se a atividade residual do biocatalisador e ocorreu uma pequena 

redução, de aproximadamente 4%, no valor inicialmente oferecido (de 41,24 U/g para 39,67 

U/g). 

 Nos estudos realizados por Ricardi e colaboradores (2018) foi avaliada a 

estabilidade operacional de um leito recheado com uma β-galactosidase de K. lactis 

imobilizada em um suporte composto por uma mistura de sílica e quitosana. Os autores 

alimentaram um reator de leito fixo com uma solução de lactose pura (50 g/L) em tampão 

fosfato de potássio 100 mM e pH 7,0 a 37 °C, em uma vazão de 0,3 mL/min, 1,5 gramas do 

biocatalisador por 200 minutos. Ao término da reação, os autores observaram que a atividade 

relativa do biocatalisador ainda estava acima dos 90% e que o percentual de glicose liberada 

foi de 14% (RICARDI et al., 2018), o que demonstra que os resultados obtidos no presente 

estudo foram superiores. 

 De forma semelhante, também se avaliou o processo de isomerização em leito 

fixo. Esse estudo foi feito com glicose pura e com soro de leite previamente hidrolisado em 

um procedimento em batelada e os resultados estão apresentados na Figura 36. 
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Figura 36 – Avaliação da isomerização da glicose pura (A) e da glicose presente no soro de 

leite hidrolisado (B) em reator de leito fixo recheado com glicose isomerase de S. murinus. 

Condições reacionais: mGI = 1 g; hL = 3 cm; carga enzimática global do leito = 350 U; τ = 

11,7 minutos; t = 5 horas; υ = 0,2 mL/min; 70 °C e pH 7,0. Glicose (■) e frutose (●). 
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Fonte: O Autor (2021). 

 

 Os resultados expressos nas Figura 36.A e 36.B mostram que o processo de 

isomerização da glicose por glicose isomerase de S. murinus atingiu níveis satisfatórios, já 
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que os valores de conversão se limitam à faixa de 50%, devido ao caráter reversível da 

reação, o que permite a isomerização reversa da frutose formada (FABER, 2011). Nos testes 

envolvendo reagentes puros, é nítida a maior estabilidade da reação ao longo do tempo. A 

partir dos 120 min de reação já se percebe um estado estacionário da reação, convertendo 

glicose num percentual de aproximadamente de 50%. Levando-se em conta que a reação de 

isomerização é reversível e que o percentual teórico máximo está entre 50-60 %, os 

resultados obtidos se mostram promissores (QUAX, 1993; SEYHAN TÜKEL; ALAGÖZ, 

2008; ZHAO, Hong et al., 2016). A concentração final de frutose obtida ao final do processo 

foi de 46,13 g/L. A partir daí, partiu-se para uma investigação do mesmo processo, mas 

utilizando soro de leite previamente hidrolisado. As concentrações de lactose, glicose e 

galactose presentes no meio eram de 0,79 g/L, 43,13 g/L e 30,72 g/L, respectivamente. 

Portanto, é esperado que a quantidade de frutose produzida seja um pouco menor do que a 

observada no estudo com glicose pura, já que a concentração de glicose no primeiro estudo 

foi de aproximadamente 90 g/L.  

 A análise da Figura 36.B, existe um ponto de contato entre as duas curvas, no 

qual o a quantidade de glicose volta a subir e a de frutose a baixar. Nesse estudo, a 

concentração média máxima de frutose obtida foi de 35,19 g/L, na faixa de tempo que vai 

de 40 a 120 min. A partir daí começa-se a observar a tendência mais acentuada de queda na 

concentração de frutose. É importante destacar que a glicose isomerase tem a capacidade de 

realizar a isomerização reversa, fazendo com que a partir de certo ponto ocorra a formação 

de glicose a partir da frutose, sendo essa uma das possíveis hipóteses. Talvez esse fator seja 

observado nos estudos com soro de leite, devido a compostos e proteínas (como a β-

lactoglobinas, α-lactoglobinas, soroalbuminas e imunoglobina) presentes na sua composição 

que favoreçam o processo de isomerização reversa. Outra hipótese é que a redução na 

concentração de frutose seja por conta da perda de atividade da enzima durante o processo, 

chegando a não isomerizar mais a glicose, a qual volta a elevar seus níveis. Portanto, um dos 

primeiros pontos a se concluir da isomerização do soro de leite hidrolisado é que a partir de 

60 minutos de reação a taxa de formação de frutose passa a cair, e os níveis de glicose passam 

a se aproximar da concentração de alimentação do leito.  

 Neifar e colaboradores (2020) avaliaram a produção de um xarope rico em 

frutose, feito a partir de um processo de isomerização de glicose, catalisado por uma glicose 

isomerase de Caldicoprabacter algeriensis imobilizada em esferas de Sepharose®, e 

aplicaram o biocatalisador obtido em um processo continuo com leito fixo. A reação foi 
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conduzida na vazão de 0,03 mL/min (τ = 33 minutos), 70 °C e com uma solução de 50 g/L 

de glicose. Após 2 h de reação, observaram um percentual de conversão de 46,5%, obtendo 

um rendimento máximo de 49,1% após 48 horas de reação (NEIFAR et al., 2020). Os 

resultados obtidos por esses autores mostram que o processo proposto no presente estudo de 

fato foi mais eficaz, levando-se em conta o tempo de reação e o percentual de glicose 

isomerizada ao longo do processo. 

 Os estudos com reatores de leito fixo se mostraram promissores, em especial nas 

etapas de hidrólise e isomerização. Tais resultados poderão ser utilizados em aplicações 

futuras, visando a otimização da produção de oligossacarídeos por β-galactosidase de K. 

lactis. 
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6 CONCLUSÕES 

 Os estudos realizados buscaram avaliar e compreender o processo de produção 

de lactulose por via enzimática, utilizando β-galactosidase como biocatalisador. No primeiro 

momento, observou-se que a melhor carga de imobilização enzimática foi de 7 mg/g, a qual 

apresentou um rendimento de imobilização de 88,59 %, gerando um biocatalisador com uma 

atividade de 46,47 U/g. 

 A partir daí, partiu-se para uma avaliação da influência que os substratos 

exercem sobre a enzima, mais precisamente nas etapas de hidrólise de transgalactosilação. 

Nesse estudo, obteve-se como melhores parâmetros as razões de 1:2 e de 1:3 (La:Fru), tanto 

para os estudos com reagentes puros, quanto para os estudos com soro de leite. As diferenças 

observadas entre tais parâmetros foram consideradas mínimas, levando a escolha da razão 

de 1:2, tendo em vista que por não apresentar diferenças significativas, não seria 

economicamente viável o uso de mais frutose nas reações dos estudos seguintes. Além de 

baratear as despesas iniciais, tal fator contribui para uma viabilidade econômica futura, após 

determinar-se uma viabilidade técnica eficaz e condizente com o objetivo proposto. 

 Os estudos para se avaliar a influência de processos incubatórios do 

biocatalisador, levaram em conta possíveis alterações conformacionais causadas pela 

incubação na temperatura de 50 °C e em diferentes meios, contendo os substratos que 

compunham o meio reacional. Nos estudos envolvendo a temperatura, primeiramente se 

determinou sua influência sob o processo, chegando à conclusão que a temperatura de 50 °C 

foi a que apresentou melhores níveis de hidrólise de produção de lactulose, também 

observado na avaliação da estabilidade operacional do biocatalisador na mesma temperatura. 

Feito isso, os efeitos observados no processo incubatório a 50 °C mostraram resultados 

negativos, no que diz respeito a produção de lactulose, indicando que a incubação prévia à 

temperatura ótima não melhorou o rendimento da etapa de transgalactosilação. Além disso, 

a avaliação da estabilidade operacional dos biocatalisadores submetidos a incubação a 50 

°C, mostrou reduções nos percentuais de hidrólise e de transgalactosilação, principalmente 

nas temperaturas de 37 e 50 °C, sendo esta última a que mais sofreu influência negativa. 

 De forma semelhante, os resultados obtidos nos estudos de incubação no meio 

reacional mostraram que não houve alterações no biocatalisador que gerassem uma 

otimização do processo. Os percentuais hidrolíticos se mostraram indiferentes às mudanças 

nas condições avaliadas, enquanto que a produção de lactulose foi reduzida em todas as 

condições avaliadas, quando comparada ao estudo de controle. 
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 Nos estudos dos processos integrados, observou-se que o processo A obteve 

resultados melhores quando se utilizou um biocatalisador virgem para etapa de 

transgalactosilação. Os resultados mostraram que a etapa de isomerização foi boa, no entanto 

não foi capaz de fornecer uma quantidade de frutose suficiente para, na etapa de 

transgalactosilação, favorecer a formação de oligossacarídeos, como lactulose e rafinose. 

Tais compostos ainda foram sintetizados, mas em baixas concentrações (1,24 e 3, 16 g/L, 

respectivamente), indicando que se necessitam de novas alterações na etapa de 

transgalactosilação para sua otimização. 

 No estudo de redução da carga enzimática, observou-se uma melhora na 

produção de lactulose e rafinose em proporções menores de enzima por grama de suporte 

oferecido, indicando que possivelmente a alta capacidade hidrolítica da enzima faça com 

que ocorram processos de hidrólise reversa, nos quais os produtos formados da reação de 

transgalactosilação são hidrolisados em seus monossacarídeos estruturais. 

 Na avaliação da atividade de transgalactosilação ficou constatado o que já se 

esperava, devido aos resultados obtidos nos estudos anteriores: um valor de atividade um 

pouco menor, quando comparado a atividade de β-galactosidases de cepas como Aspergillus 

oryzae e Bacillus circullans. A atividade de transgalactosilação obtida para β-galactosidase 

de Kluyveromyces lactis foi de 56.837 ULactulose por grama de enzima. 

 Um estudo comparativo, entre a β-galactosidase de Kluyveromyces lactis e a de 

Aspergillus oryzae deixou ainda mais claro a alta capacidade hidrolítica que a primeira 

enzima tem, e a alta capacidade de transgalactosilação da segunda enzima. Os resultados 

mostraram que além disso, β-galactosidases de A. oryzae possuem uma melhor capacidade 

em resistir à hidrólise reversa, diferentemente da enzima de K. lactis. Além disso, ambas 

enzimas se mostraram capazes de sintetizar outros tipos de oligossacarídeos, como foi o caso 

da rafinose e da estaquiose, obtidos nas mesmas condições reacionais usadas para produção 

de lactulose. 

 Os estudos em reator de leito fixo mostraram resultados satisfatórios em relação 

aos estudos de hidrólise do soro de leite e isomerização do soro de leite hidrolisado. Os 

resultados obtidos mostraram que após 50 min de reação, o sistema atinge um estado 

permanente, no qual não se observa variações significativas nas concentrações de glicose e 

galactose, sendo os valores máximos obtidos de 41,64 e 42,14 g/L, respectivamente. O ponto 

de breakthrough do leito foi antes das 10 horas de reação. Além da hidrólise, realizou-se 
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também a isomerização no leito fixo, a qual gerou uma quantidade final de frutose de 46,13 

g/L, após 120 minutos de reação. 

 O processo de produção de oligossacarídeos utilizando β-galactosidase de K. 

lactis imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeído 0,8 % (v/v) e soro de leite como 

substrato mostrou resultados satisfatórios em determinadas condições. As condições e 

configurações operacionais influenciaram na performance da reação, bem como o uso de um 

subproduto da indústria de lacticínios, agregando valor e destinando-o a um processo de 

produção de compostos de interesse econômico, como a lactulose, rafinose e a estaquiose. 

Deve-se ser levado em conta que são poucos os estudos que avaliam a produção da rafinose 

e da estaquiose por via enzimática, sendo o presente estudo um ponto de partida para 

avaliações mais profundas sobre a obtenção desses oligossacarídeos. 

 A partir desse estudo espera-se contribuir para a obtenção de outros tipos de 

oligossacarídeos, levando-se em conta as observações e conclusões observadas na presente 

tese. 
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