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Resumo

As B-galactosidases pertencem ao grupo de enzimas que tém despertado crescente interesse
por parte da inddstria de alimentos, devido a sua capacidade de hidrolisar a lactose e de
produzir galacto-oligossacarideos (GOS). A utilizacdo de enzimas livres para processos em
escala industrial é dispendiosa e s6 pode ser usada em batelada. Porém, o uso de técnicas de
imobilizacdo permite uma diminuicdo de custos, além de permitir a recuperacao e reutilizacdo
das enzimas, possibilita ainda aumento da estabilidade operacional e seu uso continuo para
producdo de GOS. Os GOS sao considerados prebidticos, pois sdo usados de forma seletiva
por bactérias consideradas benéficas (probidticos) em detrimento das bactérias patogénicas,
com diversos beneficios a salde. Foi entdo preparado um suporte a base de quitosana
entrecruzada com glutaraldeido, para a imobilizacdo de B-galactosidase de Bacillus circulans,
para avaliar a estabilidade térmica, a sintese de GOS em presenca de lactose, e, também, a
purificacdo parcial dos galacto-oligossacarideos sintetizados, com carvdo ativado e
Saccharomyces cerevisiae imobilizada, que fermenta seletivamente os monossacarideos. As
esferas de quitosana foram preparadas pelo método de precipitagdo, resumidamente: a
quitosana (2 % m/v) foi dissolvida em acido acético (0,35 M) e gotejada em uma solucéo de
NaOH 1 M e etanol 26 % (v/v). As esferas foram lavadas e posteriormente ativadas com
glutaraldeido (5 % v/v) em tampdo fosfato (pH 7). A imobilizacdo da pB-galactosidase foi feita
incubando-se, durante 8 h, uma solucdo enzimatica (2 mL, 20 U mL?), preparada em tampéo
fosfato (pH 6,0), com as esferas obtidas. A atividade da B-galactosidase livre e imobilizada foi
medida utilizando o substrato cromogénico o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG). A
sintese de GOS foi estudada com a enzima imobilizada em diferentes condicdes de pH,
temperatura e concentracdo inicial de lactose e, posteriormente analisada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, para quantificacdo dos acucares. Até o presente momento, foi
alcancado um rendimento de 35% na sintese de GOS, em presenca de uma solucdo
tamponada de lactose (40 % p/v). Para as proximas etapas serdo testadas outras diferentes
condicGes de pH, temperatura e concentracdo inicial de lactose e, estabilidade térmica, bem
como a purificacdo dos galacto-oligossacarideos sintetizados.



