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"O valor de praticar com rigor, por algum tempo, uma ciéncia
rigorosa ndo esta propriamente em seus resultados: pois eles sempre seréo
uma gota infima, ante o mar das coisas dignas de saber. Mas isso produz
um aumento de energia, de capacidade dedutiva, de tenacidade; aprende-
se a alcancar um fim de modo pertinente. Nesse sentido é valioso, em vista
de tudo o que se fara depois, ter sido um homem de ciéncia."

Nietzche (1878)
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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um novo bioprocesso para a sintese de
lactosacarose, um candidato a prebidtico. A lactosacarose foi produzida por
transgalactosilagdo, catalisada pela B-galactosidase de Bacillus circulans imobilizada
em macroesfera de quitosana, utilizando a lactose e a sacarose como substratos. No
processo de imobilizacdo, os resultados indicam que a melhor razdo entre a
concentracdo de enzima e de suporte foi de 200 mg.g™. A estabilidade térmica da
enzima imobilizada foi determinada e comparada com a estabilidade térmica da
enzima livre em temperaturas de 50, 60 e 70 °C e para esta ultima foi verificada a
estabilidade na presenca e auséncia de substrato. A imobilizagdo aumentou de 10 a
260 vezes a estabilidade térmica da enzima, sendo este efeito inversamente
relacionado com a temperatura. A otimizacdo das condicdes de producao indica,
para a -galactosidase imobilizada e livre, que a melhor condicdo de producédo de
lactosacarose e de oligossacarideos totais, ocorre na temperatura de 30 °C e pH
7,0. Nesta condicdo, apés 24 h, foi alcancada a producdo de 79 g.L* de
lactosacarose, 35 g.L' de galacto-oligossacarideos (GOS) e 260 g.L* de
oligossacarideos totais. O processo de imobilizacdo possibilitou a reutilizacdo da
enzima imobilizada por 30 ciclos, mantendo aproximadamente 95% da concentracao
inicial de lactosacarose, GOS e oligossacarideos totais produzidos inicialmente.
Portanto, o bioprocesso de imobilizacdo de B-galactosidase de Bacillus circulans em
macroesfera de quitosana pode ser considerado um potencial catalisador para

producao industrial de lactosacarose.
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ABSTRAT

This work developed a new process for the synthesis of lactosucrose, a candidate for
prebiotic. The lactosucrose was produced by transgalactosylation that was catalyzed
by a Bacillus circulans B-galactosidase immobilized on macrospheres of chitosan
using lactose and sucrose as substrates. In the process of immobilization, the results
indicate that the best ratio of the concentration of enzyme and carrier was 200 mg.g°
! The thermal stability of the immobilized enzyme was determined and compared
with the thermal stability of the free enzyme at temperatures of 50, 60 and 70 °C and
for the latter was verified stability in the presence and absence of substrate. The
immobilization increased (10-260 times) the thermal stability of the enzyme, which is
inversely related to the temperature. The results of the experiment optimization of
lactosucrose production conditions indicate point out that, for free and immobilized -
galactosidase, the best condition lactosucrose production and total oligosaccharides
occurs at a temperature of 30 °C and pH 7.0. In this condition, after 24 h, producing
79 g.L™? lactosucrose was reached, 35 g.L™ galactooligosaccharides (GOS) and
260 g.L™ of total oligosaccharides. The immobilization process enabled the reuse of
immobilized enzyme for 30 cycles, maintaining approximately 95% of the initial
concentration of lactosucrose, GOS and total oligosaccharides produced initially.
Therefore, the bioprocess of B-galactosidase from Bacillus circulans immobilization

on macrospheres of chitosan can be considered a potential catalyst for industrial
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OBJETIVO GERAL

Produzir lactosacarose a partir de lactose e sacarose como substratos utilizando
enzima imobilizada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Imobilizar B-galactosidase em macroparticulas de quitosana;

» Determinar a estabilidade térmica da enzima livre, imobilizada e em presencga
de substrato;

= Verificar as melhores condi¢cdes de temperatura e pH para a producdo de
lactosacarose, GOS e oligossacarideos totais;

» Determinar a estabilidade operacional da enzima imobilizada.
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1 INTRODUCAO

Os oligossacarideos sao carboidratos de baixa massa molecular e de baixo
grau de polimerizacdo contendo de 3 a 10 residuos de monossacarideos em sua
estrutura quimica (IJUP-IUPAC, 1982). Os oligossacarideos nao digeriveis
representam uma fracdo consideravel desta classe de compostos. Como ndo séo
digeridos pelos seres humanos, chegam ao intestino grosso, onde podem ser
fermentados por bactérias residentes. Alguns destes oligossacarideos nao digeriveis
sao classificados como prebiéticos. Os prebidticos sédo definidos como ingredientes
seletivamente fermentados que permitem mudancas especificas na composicdo
e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo, com isso, bem-estar e
beneficio a saide (ROBERFROID, 2007). Para que seja considerado um prebiotico
ha necessidade de demonstracao cientifica de que o ingrediente: (1) resiste a acidez
gastrica, a hidrdlise por enzimas de mamiferos e a absor¢do gastrointestinal; (2) seja
fermentado pela microbiota intestinal; (3) estimule seletivamente o crescimento e/ou
atividade de bactérias intestinais associadas com a saude e o bem-estar (RASTALL
e GIBSON, 2006).

Os prebidticos podem ser obtidos por sintese (quimica ou enzimatica) ou por
hidrélise de polissacarideos (métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos). A sintese
catalisada por enzimas representa uma alternativa atraente aos métodos quimicos
classicos por permitir o controle da regioseletividade e da estereoquimica dos
produtos finais da reacdo (PERUGINO et al., 2004). Por exemplo, os fruto-
oligossacarideos (FOS) podem ser obtidos a partir da sacarose por transfrutosilacéo
usando as B-frutofuranosidases (PASSOS e PARK, 2003); a producéo de isomalto-
oligossacarideos, tais como a panose, envolve a reagdo catalisada por
transglicosilacdo pela B-glicosidase utilizando amido como substrato (FERNANDEZ-
ARROJO et al., 2007). As p-galactosidases também catalisam reacdes de
transgalactosilacdo que tém como produto final galacto-oligossacarideos (GOS),
atuando na hidrdlise da lactose e na sintese de oligossacarideo a partir do mesmo
substrato (RABIU et al., 2001; TZORTZIS et al., 2005). A lactosacarose pode ser
produzida através da reacdo de transfrutosilacdo por B-frutofuranosidase (C.E.
3.2.1.26) de Arthrobacter sp. K-1 ou uma série de levansacarases (C.E. 2.4.1.10),
ou, ainda, por reacédo de transgalactosilacédo, catalisada por B-galactosidases (C.E.
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3.2.1.23) obtida de Bacillus circulans, utilizando sacarose e lactose como substratos
(MU et al., 2013b)

Os processos de sintese enzimatica citados acima sao realizados
principalmente pela utilizagdo de enzimas livres ( MU et al., 2013b; TONOZUKA et
al., 2012). Em geral, as enzimas sao caras, aumentam substancialmente o custo do
processo e possuem baixa resisténcia as condi¢cOes de processo (ILLANES, 2011).
Com a imobilizacdo em suportes, estas podem ser reutilizadas diversas vezes, 0 que
diminui os custos. Além disso, enzimas imobilizadas tendem a ser mais estaveis
podendo ser usadas em processos continuos (GARCIA-GALAN et al., 2011).
Portanto, a imobilizagdo pode ser a chave para a otimizacdo do desempenho
operacional de uma enzima em processos industriais (SHELDON, 2007).

Na literatura existem diversos estudos descrevendo a producdo dos
prebibticos fruto-oligossacarideos (FOS) e galacto-oligossacarideos (GOS) por
enzimas imobilizadas em suportes. Porém, praticamente ndo ha trabalhos relatando
a producdo de lactosacarose por enzimas imobilizadas. O trabalho de (MIKUNI et
al., 2000), onde uma B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp. foi imobilizada sobre
resina € a Unica referéncia disponivel na literatura sobre o uso de uma enzima
imobilizada para a producgdo de lactosacarose. Além disso, ndo consta registro de
nenhuma p-galactosidase usada de forma imobilizada para producdo deste
oligossacarideo. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo a sintese de
lactosacarose  (O-B-D-galactopiranosil-(1,4)  -O-a-D-glicopiranosil(1,2)  -B-D-
frutofuranosideo) usando uma B-galactosidase de Bacillus circulans imobilizada em

macroesferas de quitosana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLIGOSSACARIDEOS

Os oligossacarideos séo carboidratos de baixa massa molar contendo entre
3 a 10 residuos de monossacarideos em sua estrutura quimica (IUP-IUPAC, 1982),
embora alguns autores definam oligossacarideos como moléculas contendo de 2 a
20 unidades monossacaridicas (FENNEMA, 2010). Os oligossacarideos sao
encontrados naturalmente em diversos alimentos, tais como na banana, alho,
cebola, leite, mel, alcachofra, etc. Eles sdo componentes importantes dos alimentos,
influenciando diretamente seu valor nutricional e suas caracteristicas sensoriais
(MORENO e SANZ, 2014).

Entre os oligossacarideos, destacam-se os oligossacarideos nao digeriveis
(NDOs). Os NDOs possuem ligagBes quimicas entre as unidades monossacaridicas
gue, em geral, ndo séo hidrolisadas pela acidez do estdbmago e/ou pelas enzimas
digestivas do trato gastrointestinal superior dos seres humanos. Alguns NDOs sao
hidrolisados apenas por enzimas produzidas por grupos especificos e limitados de
micro-organismos do colon, principalmente pelas bifidobactérias e lactobacilos
(BIELECKA et al., 2002; PASSOS e PARK, 2003; RODRIGUEZ-COLINAS et al.,
2013).

A producdo de NDOs esta atraindo o interesse da industria de alimentos
para utilizacdo como ingredientes com propriedades funcionais (MORENO e SANZ,
2014). Além da extracdo vegetal, os oligossacarideos podem ser obtidos através de
sintese (quimica ou enzimatica) ou da hidrélise de polissacarideos (métodos fisicos,
guimicos ou enzimaticos) (GIESE et al., 2011; GULEWICZ et al., 2000). Entretanto,
sua sintese € complexa devido ao grande numero de combinacBes entre as
unidades monoméricas de monossacarideos e a introducédo estéreo-especifica de
ligacdes glicosidicas (BARRETEAU et al., 2006; TOLSTOGUZOV, 1991).

Os procedimentos fisicos sdo menos utilizados pois ndo apresentam
seletividade e ndo sdo especificos. Os métodos mais comuns envolvem mudancas
drasticas de pH e temperatura, uso de micro-ondas ou ultrassom (BEKERS et al.,

2005). Por exemplo, o uso de ultrassom e micro-ondas em pH 1,5 provocou a
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hidrolise da xilana, extraida de sementes de tamarindo, resultando em xilo-
oligossacarideos (VODENICAROVA et al., 2006). Outro método relatado na
literatura é o uso de radiacéo de energia ionizante (AL-ASSAF et al., 2006).

Alguns métodos quimicos podem ser utilizados na sintese de
oligossacarideos, destacando-se as reacdes de condensacgdo (com o inconveniente
do alto preco e baixo rendimento nas etapas de separacdo e purificacdo) e a
hidrolise acida em altas temperaturas (podendo ocorrer a formacdo de furfural
(pentoses) ou hidroximetilfurfural (hexoses)) (AKPINAR et al., 2009). Com a hidrélise
acida e altas temperaturas, (JOHANSSON et al., 2006), obtiveram oligossacarideos
com ligacbes B-(1—3), alternadas por ligagdes B-(1—4) utilizando pB-glicanas
extraidas de cereais como aveia e cevada.

O uso de enzimas é uma alternativa aos métodos fisicos e quimicos para a
sintese de oligossacarideos por permitir 0 controle da regioseletividade e da
estereoquimica dos produtos finais da reacdo (PERUGINO et al., 2004). Dentre as
reacdes enzimaticas utilizadas na obtencdo de oligossacarideos destacam-se as
reacdes catalisadas por glicosidases e glicosiltransferases (KLEIN et al., 2012;
MONSAN e PAUL, 1995; SHODA et al., 1998). As glicosiltransferases participam
tanto de reacdes de transferéncia intramolecular como de transferéncia
intermolecular. Para uso comercial, estas enzimas sao produzidas principalmente
por fungos, leveduras e bactérias, e podem ser utilizadas como biocatalisadores
livres ou imobilizados (ABE et al., 2003; WATANABE et al., 2006). Como exemplos
de reacOes catalisadas pelas glicosiltransferases destaca-se a producédo de fruto-
oligossacarideos (FOS) pela acao da frutosiltransferase sobre a sacarose (GHAZI et
al.,, 2005; WATANABE et al., 2006). As B-galactosidases catalisam reacdes de
transgalactosilacdo que geram como produto final galacto-oligossacarideos (GOS),
atuando na hidrélise da lactose e sintese do oligossacarideo a partir do mesmo
substrato (RABIU et al., 2001; TZORTZIS et al., 2005).

2.2 PREBIOTICOS

Alguns oligossacarideos nao digeriveis (NDOs), tais como a inulina, os FOS
e 0s GOS, sao considerados prebidticos. Prebidtico eram definidos como
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‘ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro ao
estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um numero
limitado de bactérias no célon, melhorando assim a saude do hospedeiro” (GIBSON
e ROBERFROID, 1995). Esta definicdo foi atualizada, ndo restringindo o célon como
0 Unico local de acdo do prebidtico, definindo-o, entdo, como um ‘“ingrediente
seletivamente fermentado que permite mudancas especificas na composi¢cao e/ou
atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo, com isso, bem-estar e beneficio
a saude” (FIGUEROA-GONZALEZ et al., 2011; ROBERFROID, 2007).

Para ser classificado como prebidticos esses ingredientes devem cumprir
alguns requisitos fundamentais. Conforme (ROBERFROID, 2007):

a) Resistir ao acido cloridrico do estbmago, resistir a acdo hidrolitica das
enzimas intestinais e ndo serem diretamente absorvidos pelo trato
gastrintestinal,

b) Ser fermentados por bactérias potencialmente benéficas do colon,
principalmente bifidobactérias e lactobacilos,

c) Estimular seletivamente a proliferacdo de bactérias associadas com a
saude e bem-estar.

A hipotese de que os NDOs séo fermentados por bactérias que colonizam o
intestino grosso é apoiada por muitos estudos in vitro (analiticos e microbiolégicos) e
in vivo que também confirmam a producdo de acido latico e acidos carboxilicos de
cadeia curta como produtos finais da fermentagcédo. Foi demonstrado em humanos
gue esta fermentacao leva a estimulacdo seletiva do crescimento de bifidobactérias
(GIBSON et al., 2004).

Os géneros bacterianos Bifidobacterium e Lactobacillus sdo o0s mais
seletivamente estimulados pelos prebidticos (RODRIGUEZ-COLINAS et al., 2013).
Estudos tém mostrado que a ingestdo de prebidticos pode reduzir a prevaléncia e
duracdo da diarreia infeciosa e associada a antibidticos; reduzir a inflamacéo e
sintomas associados com a doenca inflamatoria do intestino; exercer efeitos de
protecéo para prevenir o cancer de colon; melhorar a biodisponibilidade e absorgéo
de minerais, incluindo calcio, magnésio, e, possivelmente, de ferro; diminuir alguns
fatores de risco para as doencgas cardiovasculares e promover a saciedade e perda
de peso, além de prevenir a obesidade (GIBSON e ROBERFROID, 1995;
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GOURBEYRE et al., 2011; KLEIN et al., 2012; LORENZONI et al., 2014; OOl e
LIONG, 2010; SALMINEN et al., 2004; SLAVIN, 2013). Os prebidticos também
possuem baixo valor caldrico, baixa cariogenicidade e baixo indice glicémico
(CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). Por este motivo, estdo sendo adicionados em
bebidas, produtos lacteos, iogurtes probioticos, (GIBSON et al., 2004), sobremesas
(sorvetes, geleias, gelatinas, etc.), biscoitos, chocolates, doces, cereais matinais,
paes, pastas enriquecidas (VORAGEN, 1998).

Nos dultimos anos, aumentou o interesse das pessoas em consumir
oligossacarideos prebidticos e, consequentemente, ocorreu um aumento na
producdo de novos oligossacarideos com acdo prebidtica para utilizacdo em
alimentos funcionais (ROLIM, 2015).

A inulina, os fruto-oligossacarideos (FOS), obtidos a partir de sacarose, 0s
galacto-oligossacarideos (GOS) e a lactulose, obtidos a partir de lactose, séo
classificados como prebioticos e foram extensivamente estudados (CHO e
FINOCCHIARO, 2009; GIBSON et al., 2010; KLEIN et al., 2012; LORENZONI et
al., 2014). NDOs ainda estdo sendo estudados e ndo estdo incluidos no grupo dos
prebidticos. Aqueles com maior destaque s&o: isomalto-oligossacarideos (IMO)
(RUDEEKULTHAMRONG et al., 2013) xilo-oligossacarideos (XOS) (MOURA et al.,
2007) e lactosacarose (CHO e FINOCCHIARO, 2009; DIEZ-MUNICIO et al., 2014;
GIBSON et al., 2010).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € quem
regula a categoria de “Alimentos com Alegacdes de Propriedade Funcional e/ou de
Saude” através da Resolugéo n° 18/1999. A legislacéo brasileira ainda ndo aprova o
uso do termo prebidtico e incluem a inulina, os FOS e a lactulose na lista de “fibras

alimentares que auxiliam o funcionamento do intestino”.

2.3 LACTOSACAROSE

A lactosacarose (O-B-D-galactopiranosil-(1— 4) -O-a-D-glicopiranosil- (1
—2)-B-D-frutofuranosideo) (Figura 1), € um trissacarideo sintético obtido a partir de
uma mistura de lactose (B-D-galactopiranosil-(1—4)-a-D-glucose) e sacarose (a-D-

glicopiranosil-(1—2)-B-D-frutose) por transgalactosilagdo enzimatica.
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Figura 1 - Estrutura quimica da lactosacarose

CH,OH CH,OH
CH,0H o
OH O O

O CH,OH

OH OH OH

Fonte: Kazufumi Ensuiko Sugar Refining Co. Ltd. (2007)

A lactosacarose é um oligossacarideo hidrolisado em baixa extensdo por
enzimas digestivas humanas (FUJITA et al., 1991) mas utilizada seletivamente por
bactérias probidticas (FUJITA et al., 1991; MIZOTE et al.,, 2009; OHKUSA et al.,
1995). Assim, a lactosacarose € um candidato a prebiotico. Estudos adicionais sé&o
necessarios para comprovar que a lactosacarose preenche todos os critérios para
ser considerado um prebidético (CHO e FINOCCHIARO, 2009; GIBSON et al., 2010).

A comercializacao de lactosacarose recebeu interesse particular no Japéo,
onde esta foi incluida na lista de alimentos para usos especificos de saude (FOSHU)
em 2005, sendo Ensuiko Sugar Refining e Hayashibara Shoji os dois maiores

fabricantes.

2.3.1 Enzimas produtoras de lactosacarose

A lactosacarose é um oligossacarideo raro, dificil de ser sintetizada
quimicamente (MU et al., 2013a).

Trés enzimas diferentes tém potencial para serem utilizadas como
biocatalisadores na sintese enzimatica de lactosacarose, conforme (SILVERIO et al.,
2015): levansacarase, B-frutofuranosidases e (-galactosidase. A levansacarase é
obtida de diferentes fontes de micro-organismos, tais como Bacillus Natto, Bacillus
subtilis e Paenibacillus polymyxa. A B-frutofuranosidase é geralmente obtida a partir
de Arthrobacter sp. e a B-galactosidase é geralmente obtida a partir de Bacillus
circulans.

A enzima B-frutofuranosidase (E.C. 3.2.1.26) catalisa a transfrutosilacédo a

partir da sacarose para moléculas aceptoras de lactose. Embora a -


https://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Kazufumi+Ensuiko+Sugar+Refining+Co.+Ltd.+MURAKAMI%22
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frutofuranosidase ocorra amplamente na natureza, até o presente momento apenas
a B-frutofuranosidase de Arthrobacter sp. K-1 possui capacidade de conversao de
lactose e sacarose em lactosacarose (MU et al., 2013a). (Figura 2)

Figura 2 - As reagdes enzimaticas de B-frutofuranosidase obtida a partir de

Arthrobacter sp. K-1 com lactose e sacarose como substratos

@ + @O — @B + @

Sacarose Lactose Lactosacarose Glicose
+ HO0 — +
Sacarose Frutose Glicose

Fonte: Adaptado de PILGRIM et al. (2001)

Em relacdo a levansacarase (E.C. 2.4.1.10), quando a lactose e a sacarose
sao utilizadas como aceptor e doador de transfrutosil, respectivamente, sugere-se
gue a formacdo de lactosacarose € realizada pelo mecanismo de ping-pong

envolvendo a formacdo de um intermediario transitorio enzima-frutosil (Figura 3)
(FUJITA et al., 1991).

Figura 3 - O mecanismo proposto para producéo de lactosacarose por levansacarase de Bacillus

Natto
@

ose
m7 8¢ @ ®
Lactosacarose Lactose

Fonte: Adaptado de FUJITA et al. (1991)
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Foi relatada a producéo de lactosacarose por levansacarase de Aerobacter
levanicum (AVIGAD, 1957). Véarios anos mais tarde, muitos micro-organismos com
atividade levansacarase foram rastreados e caracterizados com capacidade de
bioconversédo de lactose e sacarose em lactosacarose, tal como Bacillus Natto
(TAKAHAMA et al., 1991), Bacillus subtilis ATCC 6501 (HARA et al., 1994), Bacillus
subtilis CCCM 32835 (PARK et al., 2005), Paenibacillus polymyxa IFO 3020 (CHOI
et al., 2004), Sterigmatomy ceselviae ATCC 18894 (LEE et al., 2007), e
Pseudomonas aurantiaca (HAN et al., 2009; MU et al., 2013b).

A enzima B-galactosidase de B. circulans catalisa a transferéncia de
unidades de galactose para derivados de glicose e galactose, com formacao de tri- e
tetrassacarideos com ligacdo (-1,4 incluindo lactosacarose (FARKAS et al., 2003).
Ao contrario da producdo de lactosacarose por transfrutosilacdo de -
frutofuranosidase de Arthrobacter sp. K-1 e de levansacarases, a producdo de
lactosacarose por [(-galactosidase de B. circulans € devido a transferéncia do

residuo galactosil do doador lactose para o aceptor sacarose (Figura 4).

Figura 4 - Esquema da sintese de lactosacarose e seus analogos por
B-galactosidase de Bacillus circulans com lactose e sacarose como substratos

@

Lactose Glicose

o N

Sacarose

@ 1.4

@@ ®

G.-ll|¥ll «a-1,2

Fonte: Adaptado de LI et al. (2009)
2.3.2 B-galactosidase

A enzima p-galactosidase (B-D-galactoside galactohidrolase, EC 3.2.1.23)
pode ser obtida a partir de uma ampla variedade de fontes, tais como micro-

organismos, plantas e animais (PANESAR et al., 2010). As suas caracteristicas e
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propriedades variam de acordo com a fonte (GERMAN, 1997; MAHONEY, 1998). A
B-galactosidase derivada de plantas e animais possui pouco valor comercial, mas
aquelas obtidas de alguns micro-organismos possuem propriedades interessantes
para aplicacdo tecnoldogica. Os micro-organismos oferecem véarias vantagens em
relagdo a outras fontes disponiveis, tais como facil manuseio, maior taxa de

multiplicacéo e alto rendimento de producéo.

2.3.2.1 Reacdes catalisadas por B-galactosidase

A B-galactosidase € uma enzima da familia das hidrolases que catalisa a
hidrolise da ligacdo glicosidica da lactose em glicose e galactose (ADAM et al.,
2004). A enzima também € capaz de realizar reacdo de transferéncia
(transgalactosilacédo) do residuo galactosil com a formacgédo de uma variedade de di-,
tri-, e oligossacarideos chamados de galacto-oligossacarideos (GOS) (PARK e OH,
2010).

A origem da enzima determina o0 seu potencial de transgalactosilacdo e a
sua capacidade de empregar moléculas diferentes como aceptores do residuo
galactosil. Além disso, a fonte da enzima determina a estrutura molecular de
oligossacarideos transgalactosilados: composi¢cdo do produto, nimero de unidades
de hexoses e os tipos de ligacdo entre eles (GUERRERO et al., 2015):

e [-galactosidases de A. oryzae e B. circulans exibem alta atividade de
transgalactosilagéo;

e Estirpes de Kluyveromyces exibem alta atividade hidrolitica, mas
muito baixa atividade de transgalactosilacao;

O mecanismo de a¢do da (-galactosidase envolve pelo menos trés etapas,
gue permitem a hidrélise ou a atividade de transgalactosilacdo (WALLENFELS e
MALHOTRA, 1961):

1° etapa: Enzima + Lactose — Enzima-lactose
2° etapa: Enzima-lactose — Galactosil-Enzima + Glicose

3° etapa: Galactosil-Enzima + Aceptor — Galactosil Aceptor + Enzima
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Dois residuos de &cido glutdmico presentes no sitio ativo da enzima estéo
diretamente envolvidos no mecanismo catalitico, agindo, um como doador de
prétons e o outro como base nucleofilica (WALLENFELS e MALHOTRA, 1961).

Duas situacdes podem ocorrer: (1) Quando o aceptor é 4gua, uma molécula de
galactose livre é formada por hidrélise (Figura 5), (2) Quando o aceptor é um acucar,

o resultado € a formacéao de galactosil-oligossacarideo (Figura 6).

Figura 5 - Mecanismo de hidrélise da lactose pela -galactosidase

COMPLEXD ENZIMA-GALACTOSE

COMPLEXD ENZIMA-GALACTOSE

Fonte: Adaptado de BENJAMINS (2014)
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Figura 6 - Mecanismo de reacao de transgalactosilacédo por S-galactosidase

H

Fonte: Adaptado de BENJAMINS (2014)

O mecanismo indica que a (-galactosidase ir4 transferir a galactose para
aceptores nucleofilicos contendo um grupo hidroxila. A transferéncia para a agua

produz galactose livre; transferéncia para outro acucar produz di-, tri- e
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oligossacarideos superiores. Estes, por sua vez, tornam-se substratos para a
enzima e sdo lentamente hidrolisados. Foi observado que as reacdes de hidrélise e
de transgalactosilacdo ocorrem simultaneamente, e a predominancia de uma ou de
outra é, em grande parte, funcdo da concentracdo de lactose, da natureza da
enzima usada e das condi¢des de reacgéo escolhidas (NERI, 2008).

O rendimento dos produtos de transgalactosilacdo de uma reacéo
controlada cineticamente é independente da concentracdo de enzima. J4 o tempo
para atingir este rendimento, no entanto, € inversamente proporcional a
concentracdo de enzima (KASCHE et al., 1984).

Pela elevada atividade de transgalactosilacdo, a 8-galactosidase de Bacillus
circulans foi escolhida para realizar este estudo. A atividade de transgalactosilacado
de B-galactosidase de Bacillus circulans também foi aplicada a sintese de N-acetil-
lactosamina, (BRIDIAU et al., 2010) de GOS (FARKAS et al., 2003; RODRIGUEZ-
COLINAS et al., 2012) e lactosacarose, (LI et al., 2009), sendo este o primeiro

estudo da producéo de lactosacarose por f-galactosidase imobilizada.

2.4 ENZIMAS IMOBILIZADAS

Uma enzima é definida como imobilizada quando ela esta fisicamente ligada
ou retida em um suporte solido sobre o qual passa um substrato que é convertido
em produto. Este sistema enzima-suporte pode ser utilizado de forma repetida e
continua” (CHIBATA, 1978; GUISAN, 2006). Na década de 50 esta tecnologia foi,
pela primeira vez, introduzida com a producdo de preparacdes enzimaticas
imobilizadas por inclusdo em matrizes poliméricas e por ligagdo em suportes. Desde
entdo, foram desenvolvidos numerosos métodos de imobilizacdo em diferentes
materiais e devido as suas vantagens sobre enzimas livres, seus derivados
imobilizados sdo objetos de consideravel interesse. Nos ultimos cinco anos foram
publicados mais de 11000 trabalhos sobre enzimas imobilizadas (pesquisa no
Scopus utilizando o termo de busca “immobilized enzymes").

As enzimas imobilizadas possuem vérias vantagens em relacdo as suas
formas livres, tais como: possibilidade de reutilizagcdo da preparacdo enzimatica,

com reducado no custo, possibilidade de utilizacdo em processos continuos e a facil
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separacdo da enzima dos produtos (SHELDON e VAN PELT, 2013). Além disso, a
imobilizacdo pode resultar no aumento da estabilidade da enzima frente ao pH,
temperatura e tempo de armazenamento (ALBAYRAK e YANG, 2002).

Um processo eficiente de imobilizacdo € afetado pelas caracteristicas da
enzima, do suporte e do método de imobilizacdo (CANTONE et al., 2013).

A imobilizacdo de enzimas pode ser feita por diferentes métodos, tais como:
(1) adsorcéo fisica, (2) ligacéo covalente, (3) encapsulamento e (4) entrecruzamento
(Figura 7).

Figura 7 - Métodos de imobilizag&o de enzimas

);

Encapsulagao

Adsorgao Fisica

Entrecruzamento

Fonte: Adaptado de BICKERSTAFF (1996)

2.4.1 Adsorcéo fisica

A adsorc¢ao fisica € uma das técnicas mais simples para a imobilizacdo de
enzimas na industria (CAO, 2005). Ela esta baseada nas intera¢ges fracas (pontes
de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e de van der Waals) entre a enzima e o
suporte (TANAKA e KAWAMOTO, 1999). Apesar da simplicidade da ligacdo por
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interagdes fracas, este método € limitado pela tendéncia de dessor¢do da enzima do
suporte e por ser sensivel as condicbes do ambiente, como a temperatura e a

concentragéo de ions no meio (GROSOVA et al., 2008).

2.4.2 Ligagao covalente

Nesse método as enzimas sao ligadas covalentemente ao suporte através
de grupos funcionais ndo essenciais para a sua atividade catalitica (TANAKA e
KAWAMOTO, 1999). A enzima fica fortemente ligada ao suporte, evitando a sua
separacado do suporte durante a utilizacdo. Além disso, pode ocorrer um aumento da
estabilidade térmica. Como efeito negativo, ocorre diminuicdo da liberdade de
movimento, 0 que pode resultar em diminuicdo da atividade enzimatica (AEHLE,
2007).

A imobilizacdo covalente é frequentemente realizada na presenca de um
agente ativador, como o glutaraldeido, em suportes contendo grupamentos amino
primarios. O glutaraldeido reage covalentemente com 0s grupos amino primarios
presentes também na enzima ligando-a irreversivelmente ao suporte (GUISAN,
2006). Na literatura foram descritos outros agentes de ativacdo. Um exemplo € a
genipina, obtida a partir dos frutos de Genipa americana e Gardenia jasminoides
Ellis (KLEIN et al., 2016).

2.4.3 Encapsulamento

O processo de encapsulamento é baseado no aprisionamento da enzima em
uma matriz polimérica- as mais utilizadas sdo a poliacrilamida e a silica. A principal
vantagem desta técnica € que ela permite o transporte de compostos de baixo peso
molecular através da matriz permeéavel (GUISAN, 2006; SHELDON e VAN PELT,
2013).

Como principais desvantagens estdo o0s problemas difusionais,
principalmente quando substratos de elevada massa molecular sdo usados, e a
instabilidade dos suportes normalmente utilizados, limitando o uso dos agregados
por longos periodos (CARVALHO et al., 2006).
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2.4.4 Entrecruzamento

Neste método as enzimas séo ligadas entre si sem 0 uso de um suporte. A
imobilizacdo por este método requer apenas agentes de reticulacédo, tais como o
glutaraldeido (PANESAR et al., 2010; SHELDON, 2007).

As duas estratégias mais utilizadas (Figura 8) sdo os CLECs - crosslinking
enzyme crystals, cristalizacdo de enzimas puras, seguida pela reticulagdo ou os
CLEAs - crosslinking enzyme aggregates, com agregacao das enzimas antes da
reticulacdo (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Figura 8 - CLECs - crosslinking enzyme crystals e CLEASs - crosslinking enzyme aggregates
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Fonte: Adaptado de GARCIA-GALAN et al. (2011)

2.5 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

O suporte € o principal contribuinte para o bom desempenho de um sistema
de imobilizacdo (MENDES et al.,, 2011). Os materiais utilizados na confecgéo de
suportes deveriam, idealmente, apresentar alta capacidade de retencdo, ter
resisténcia mecanica para uma longa vida operacional, ndo apresentar toxicidade,
ter baixo custo, serem encontrados facilmente e de forma abundante na natureza e
apresentar facilidade de operacdo em grande escala (CANILHA et al.,, 2006;
NAGASHIMA et al., 1984; PRADELLA, 2001).
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Os suportes segundo Mendes et al. (2011) podem ser classificados em:
1. Microporosos ou nao porosos (vidro, silica, nylon)

2. Microencapsulados (triacetato de celulose)

3. Polimeros (quitosana, poliacrilamida, Sephadex, DEAE celulose)

4

. Macroporosos (silica, alumina)

Na selecdo de um suporte é necessario analisar suas propriedades fisicas e
qguimicas, bem como a possibilidade de regeneracdo do material, sendo as principais
caracteristicas a serem observadas: area superficial, permeabilidade, insolubilidade,
capacidade de regeneracdo, morfologia e composicdo, natureza hidrofilica ou
hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica e custo
(MENDES et al., 2011; VILLENEUVE et al., 2000).

Dentre os diferentes suportes empregados na imobilizacdo de enzimas
destacam-se 0s suportes organicos naturais a base de quitosana devido as suas
multiplas caracteristicas, incluindo uma elevada afinidade por proteinas, a
disponibilidade de grupos funcionais reativos para reacdes diretas com enzimas e
para as modificacdes quimicas, propriedades antibacterianas e facilidade de
preparacdo numa variedade de formas fisicas (KLEIN et al., 2012; LORENZONI et
al., 2014; SCHOEFFER et al., 2013).

2.5.1 Suportes a base de quitosana

A quitosana € a forma desacetilada da quitina (Figura 9). E um produto
natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, obtida do exoesqueleto de
crustaceos (KRAJEWSKA, 2004).
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Figura 9 - Estrutura da quitina (a) e da quitosana (b)
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Fonte: HECKEL et al. (2013)

Entre as caracteristicas desejaveis da quitosana pode-se destacar: alta
afinidade por proteinas, disponibilidade de grupos funcionais para reacao direta com
enzimas ou para modificacdo quimica, hidrofilicidade, biocompatibilidade, resisténcia
a degradacao quimica, propriedades antimicrobianas e facilidade de preparacdo em
uma variedade de formas fisicas (HSIEH et al.,, 2000; JUANG et al.,, 2001;
KRAJEWSKA, 2004).

A quitosana € insolavel em agua. A sua solubilizacdo ocorre em solucdes
acidas para formar solugdes viscosas que precipitam mediante um aumento do pH,
formando complexos insollveis em agua, o que auxilia na producdo dos géis, em
suas diversas formas, sejam esferas, membranas ou fibras (KRAJEWSKA, 2004).

Diferentes protocolos podem ser empregados na imobilizacdo de enzimas
em quitosana, tais como adsorgdo, encapsulacdo e ligagdo covalente. Embora
agentes de entrecruzamento como a genipina possam ser usados (KLEIN et al.,
2016), a imobilizagdo covalente em quitosana ativada por glutaraldeido (Figuras 10
e 11) € o método mais empregado (MENDES et al., 2011).
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Figura 10 - Quitosana ativada com glutaraldeido

7

o HaN—{ 2

H ? Zi
O/\NH2 A /\,/J\H O,/\NA/\/LH \_ _/

Fonte: HANEFELD (2013)

Figura 11- Complexo enzima-glutaraldeido-quitosana
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3. RESULTADOS

Os resultados referentes ao trabalho de imobilizagdo da enzima -
galactosidase e sua utilizacado na producéo de lactosacarose estdo apresentados na

forma de artigo, que serd submetido na revista Journal of Functional Foods.
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ABSTRACT

A new bioprocess for the synthesis of lactosucrose was developed using an immobilized -
galactosidase on macrospheres of chitosan. The effects of temperature and pH on the
production of lactosucrose and other oligosaccharides were evaluated. Under the optimized
reaction conditions, 30 °C and pH 7.0, the maximal yield of lactosucrose reached 79 g L.
The change of the reaction conditions, pH and temperature, allowed to modify the qualitative
profile of the final products without quantitative change in the total of oligosaccharides
produced. The immobilization increased the thermal and operational stability of enzyme,
respectively, up to 260 times and 30 cycles of reuse with maximal lactosucrose synthesis.
These results fulfill some important aspects for the enzyme immobilization and
oligosaccharides synthesis: the simplicity of the protocols, the high operational stability of the

enzyme and the possibility of driving the final products.

Keywords:  Prebiotic;  Transgalactosylation;  Chitosan;  B-galactosidase;  Enzyme

Immobilization; Lactosucrose.
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1. INTRODUCTION

Lactosucrose, an oligosaccharide enzymatically synthesized from lactose and
sucrose, has a potential as a prebiotic food ingredient since it showed a strong in vitro
bifidogenic activity (Diez-Municio, Kolida, Herrero, Rastall, & Moreno, 2016). Prebiotics are
beneficial to health of the host by providing the growth or activity of beneficial bacteria and,
at the same time, inhibit the growth of pathogenic bacteria (Gibson & Roberfroid, 1995;
Roberfroid, 2000).

The prebiotics may be obtained by synthesis (chemical or enzymatic). The synthesis
catalyzed by enzymes represents an attractive alternative to classical chemical methods since
allow the control of the regioselectivity and stereochemistry of the final products of the
reaction (Perugino, Trincone, Rossi, & Moracci, 2004).

In a recent work, Silverio el al. (2015) reviewed the biotechnological production and
potential applications of lactosucrose, highlighting the role of three different enzymes having
potential to be used as catalysts for enzymatic synthesis of lactosucrose, namely:
levansacarases, B-frutofuranosidases and [-galactosidases (Silverio, Macedo, Teixeira, &
Rodrigues, 2015). Nowadays, these synthesis processes are carried out mainly by use of free
enzymes (Mu, Chen, Wang, Zhang, & Jiang, 2013; Tonozuka et al., 2012). Because these free
enzymes are expensive raw materials, they tend to substantially increase the process cost
(IManes, 2011). An alternative way to reduce the process cost is the use of immobilized
enzymes, because they can be reused several times and in continuous process (making it
cheaper), and may increase the enzyme stability (Garcia-Galan, Berenguer-Murcia,
Fernandez-Lafuente, & Rodrigues, 2011). Immobilization may also be the key to optimizing
the operational performance of an enzyme in industrial processes (Roger A Sheldon, 2007).

Meanwhile, so far, there is no studies about the use of immobilized -galactosidase for the
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lactosucrose production. Therefore, as far as we are concerned, this is the first work reporting
the immobilization of B-galactosidase for such purpose.

In our recent works, successful immobilization of enzymes on chitosan beads
resulted in biocatalysts with high thermal and operational stability (Klein et al., 2013; Klein et
al., 2012; Lorenzoni, Aydos, Klein, Rodrigues, & Hertz, 2014; Schoeffer, Klein, Rodrigues,
& Hertz, 2013; Valerio, Alves, Klein, Rodrigues, & Hertz, 2013). Particularly, in some cases,
thermal stability allowed the synthesis of oligosaccharides at high temperatures, which
improves the solubility of carbohydrate, decreasing the viscosity and preventing
crystallization (Lorenzoni et al., 2014; Schoeffer et al., 2013). Thereby making possible the
use of high concentrations of sugars, providing higher enzymatic conversions. Furthermore,
the thermal stability of the free enzymes may limit the long-term application of biocatalysts in
the industrial process (Liese & Hilterhaus, 2013).

In this context, the aim of this work is to to develop a new bioprocess for lactosucrose
synthesis using S-galactosidase immobilized on chitosan. In this sense, we evaluated the
effects of immobilization approach on the retention of activity, thermal stability and
operational stability. Moreover, a quantitative and qualitative analysis of the oligosaccharides
mixture produced, as a function of the transgalactosylation reaction conditions, was

performed.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Materials

[-D-galactosidase from B. circulans was obtained from BIOLACTASA NTL CONC
(Biocon, Spain). Chitosan (from shrimp shells, >75% deacetylated), o-nitrophenyl-p-D-

galactopyranoside (ONPG), lactose (= 98 %), sucrose (= 99.5 %), glucose (99 %), galactose
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(98 %) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Glutaraldehyde was purchased from Nuclear. Acetonitrile (HPLC grade) was purchased from
J.T. Baker. Lactosucrose (= 97 %) was acquired from LC Scientific (Canada). All other

chemicals were of analytical grade.

2.2. Enzymatic activity

The activity of the free p-galactosidase was determined using ONPG as substrate.
The reaction was carried out in 500 pL of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0)
containing 28 mM ONPG and 25 pL of enzyme for 2 min at 37 °C. The reaction was stopped
by adding 1.5 mL of sodium bicarbonate solution (1 M, pH 10). The liberated o-nitrophenol
was determined spectrophotometrically at 415 nm. The commercial preparation showed 3140
U mL™" of enzyme activity.

In order to determine the activity of the immobilized B-galactosidase the following
procedure was used: two chitosan spheres (1 mg of dry support) were incubated with 1 mL of
sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 6) containing ONPG (28 mM) during 2 min at 37 °C.
The reaction was stopped by adding 3.0 mL of sodium bicarbonate solution (1 M, pH 10).
The liberated o-nitrophenol was determined in a spectrophotometer at 415 nm.

One unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme hydrolyzing 1

umol of ONPG per minute.

2.3. Chitosan support preparation

Chitosan beads were prepared as described by (Klein et al., 2012). Briefly, acetic
acid solution (0.35 M) was used to dissolve chitosan (2 % wi/v), sonicated 20 min in order to
remove the air bubbles and added dropwise into the coagulation solution (sodium hydroxide 1

M and ethanol 26 % v/v) under slow agitation. Then, the macroparticles were washed with
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distilled water until neutrality and the activation was performed, by incubating with
glutaraldehyde (5 % v/v) prepared in potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) for 3 h. At
the end, activated chitosan particles were washed with the same buffer to remove the excess

of glutaraldehyde.

2.4. Enzyme immobilization

The enzyme immobilization was carried out incubating 0.05 g of support with 10 mL
of enzyme solution, with different protein concentrations, in sodium phosphate buffer (0.1 M,
pH 6.0), in order to obtain 25, 50, 100, 200 and 400 mg of protein per g of dry support. The
mixture was incubated in orbital shaker (200 rpm), overnight (~16 h) at room temperature (20
°C). At the end, the unbound proteins were removed by sequentially washing of the beads
with phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0), NaCl (1 M) and ethylene glycol (0.2 M). The protein
concentration (mg mL™) of immobilization solutions was determined by the Lowry method
(Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951).

Immobilization yield and efficiency were calculated according to Egs. 1 and 2,

respectively (Roger A. Sheldon & van Pelt, 2013):

I . immobilized activity
Immobilization yield (%) = 100 X ( > (D

starting activity

I bilizati .. (%) = 100 x ( observed activity > 5
mmobilization ef ficiency (%) = immobilized activity @

2.5. Thermal stability
Free and immobilized enzymes were incubated at 50, 60 and 70 °C by up to 96 h.
Thermal stability was performed in phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0). The effect of the

presence of substrate (lactose 30 % w/v and sucrose 30 % wi/v), was also tested at 70 °C in
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the same buffer (at this temperature the lowest thermal stability was previously detected).
Samples were withdrawn at regular time intervals and placed in ice bath to stop thermal
inactivation. Enzyme activity was then measured by ONPG hydrolysis (method described in

the Enzymatic activity section).

The thermal inactivation of enzymes can be predicted by a first order reaction (Eqg. 3),
A
——=exp(-kt) (3)
Ay

where A is the enzyme activity at t time, Ay is the initial enzyme activity, t is the treatment
time, and Kk is the inactivation rate constant at the studied temperature. The value of k was
determined by fitting the first order model to the data of the residual enzyme activity plot
(AJAp) versus time (min) using nonlinear regression.

The enzyme half-life (ty,) is the time required for the enzyme to decay 50% of its

initial value of activity, and it was calculated according to the Eq. 4:

_In@@
=02 (@)

2.6. Effects of the pH and temperature on the synthesis of lactosucrose

The effects of the pH and temperature on the production of lactosucrose were
evaluated in a mixture of 30% (w/v) sucrose and 30% (w/v) lactose with 3 spheres per mL of
immobilized enzyme or 5 uL of free enzyme for 24 h. The pH and temperature for each assay
varied according the experimental design presented in Table 1. The experimental design

consisted of a 22 full factorial central composite design.
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After 24 h, the reaction with free enzyme was stopped by heating at 95 °C for 5
minutes, and the spheres with immobilized enzyme were removed from the reaction medium,

The samples were analyzed by HPLC-RID.

Table 1 — Experimental design analysis for determination of the pH and temperature

conditions for the lactosucrose production.

Run Temperature (°C) pH Lactosucrose (g.L™)
Free enzyme Immobilized
enzyme

1 36 (-1) 4.9 (-1) 74.31 76.45
2 36 (-1) 9.1 (+1) 73.80 80.52
3 64 (+1) 4.9 (-1) 59.56 41.83
4 64 (+1) 9.1 (+1) 62.02 52.81
5 30 (-1.41) 7 (0) 78.90 79.61
6 70 (+1.41) 7(0) 58.87 44.64
7 50 (0) 4 (-1.41) 50.11 47.78
8 50 (0) 10 (+1.41) 50.22 50.21
9 50 (0) 7(0) 60.76 59.42
10 50 (0) 7(0) 59.63 55.88

11 50 (0) 7(0) 60.58 60.67
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2.7. Enzymatic synthesis of oligosaccharides

From the best conditions of pH and temperature obtained in the experimental design
(pH 7 and 30 °C), it was performed an enzymatic kinetic to verify the synthesis of
lactosucrose and others oligosaccharides by immobilized B-galactosidase. It was used sucrose
(30%, w / v) and lactose (30% w / v) in sodium phosphate buffer (0.1M, pH 7.0) at 30 °C
with 3 spheres per ml for 8 h. At appropriate intervals, samples were withdrawn and analyzed

by HPLC RID.

2.8. Operational stability of immobilized p-galactosidase for lactosucrose synthesis

The operational stability of the immobilized enzyme was evaluated during 30
transgalactosylation cycles. The immobilized enzyme (25 spheres per mL) was incubated in a
lactose (30%, w/v) and sucrose (30%, w/v) in 0.1 M sodium phosphate buffer at pH 7.0 and
30 °C for 105 min. At the end of each cycle, sample was collected, diluted, filtered and
analyzed by HPLC-RID, and the particles of immobilized enzyme were removed from the
reaction medium, washed 3-times with 0.1 M sodium phosphate buffer and added to a fresh

substrate solution.

2.9. Identification of oligosaccharides by HPLC-MS"

The identification of tri and tetrasaccharides was performed in a Shimadzu HPLC
(Kyoto, Japan) connected to a mass spectrometer (MS) with a quadrupole-time of flight (g-
TOF) analyzer and an electrospray ionization (ESI) source (Bruker Daltonics, model
micrOTOF-QIII, Bremen, Germany).

The carbohydrates (glucose, lactose, sucrose, lactosucrose and GOS) were separated
on a Kromasil column amine (250 x 4.6 mm, 5 um) in isocratic mode using as mobile phase a

1

solution of acetonitrile:water (75:25, v/v), with a flow rate of 1 mL.min and oven
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temperature of 40 °C. The column eluate was split to allow only around 0.50 mL.min™’

entering the ESI interface. The mass spectra was acquired with a scan range from m/z 100 to
m/z 1000. The MS parameters were set as follows: ESI source in positive ion mode; capillary
voltage: +4000 V (positive), end plate offset: -500 V, dry gas (N,) temperature: 350 °C, flow
rate: 8 L.min~', nebulizer: 30 psi. MS? and MS® were set in manual mode applying
fragmentation energy of 34 eV.

The lactosucrose (Supplementary Material Figure S1) was identified and other
oligosaccharides tentatively identified based on the following information: elution order and
retention time in the normal phase column, spike of standard, MS and MS? spectra features as

compared to standard analyzed under the same conditions and data available in the literature.

2.10. Quantification of carbohydrates by HPLC-RID

The concentration of the carbohydrates (glucose, lactose, sucrose, lactosucrose and
GOS) was determined using a HPLC (Shimadzu, Japan) connected to a refraction index
detector (RID). The separation of the carbohydrates was carried using the same conditions
previously described in the identification of oligosaccharides by HPLC-MS" section.

The carbohydrates were quantified using six-point analytical curves of lactose,
glucose, sucrose, galactose and lactosucrose. The validation of the method was performed and
the results are shown in the Supplementary Material Table S1.

The galactose was not effectively separated from other sugars in the
chromatographic conditions above presented. Thus, the galactose was separated on an
Aminex HPX-87C column (300 mm x 7.8 mm x 9 pum) in isocratic mode using ultra-pure

water as the mobile phase, with a flow rate of 0.6 mL.min "' and oven temperature of 85 °C.
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3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Effect of protein loading on the enzyme immobilization

The immobilization yield and efficiency for different protein loadings are presented
in Table 2. Increasing the protein concentration from 25 up to 200 mg g~' support the
immobilization yield was almost 100%. However, additional raising up to 400 mg g~' shows a
decrease (around 20%) in the immobilization yield and a slightly increased in immobilized
enzymatic activity. At all protein loadings tested, it was found a low efficiency of
immobilization (Table 2). The low efficiency of immobilization may occur due to the high
immobilized enzyme concentrations causing diffusion limitation of substrate to the active site
of the enzyme (Wong, Khan, & Micklefield, 2009) or by alteration in the tertiary structure of
the enzyme, when the immobilization occurs with groups related to its active site (Tanriseven
& Aslan, 2005).

Considering that the efficiency of immobilization decreases as the protein
concentration increases beyond 200 mg g™, in the following experiments, the immobilization
was carried out with a protein load of 200 mg g™ support, which provided a better relationship

between activity of the immobilized enzyme and the amount of protein used.
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Table 2 — Effect of the protein loading in the p-galactosidase immobilization.

Protein Enzyme

concentration concentration Immobilized Immobilization Immobilization

applied (mg.gt dry  applied (U.g dry activity (U.g?)  vield (%) efficiency (%)

support) support)
25 1400 197.95 100.00 11.03
50 2800 209.58 99.96 6.66
100 5600 250.36 100.00 5.54
200 11200 335.53 95.15 3.30
400 22400 325.93 80.96 2.17

3.2. Thermal stability

The thermal stability of free and immobilized B-galactosidase and the stabilization

factor for each temperature are shown in Figure 1 and Table 3, respectively.
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Figure 1 - Thermal stability of free enzyme and immobilized f-galactosidase at 50
°C (@, O), 60 °C (A, A) and 70 °C (L1, W). Open symbols: immobilized enzyme; Closed

symbols: free enzyme
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In general, the thermal stability of the immobilized B-galactosidase was higher than
the free enzyme. The stabilizing effect was inversely related with increasing temperature. The
stabilizing effect conferred by immobilization on chitosan particles has already been
mentioned by other authors (Klein et al., 2012; Lorenzoni et al., 2014). This shows that the
process of immobilization, using particles of chitosan as carrier, has a positive effect on the
thermal stability of B-galactosidase, possibly by protecting its active conformation of heat
damage (Zhang, Gao, & Gao, 2010). Besides the linkage of the enzyme in the support, it is
possible that some of the reactive groups of the chitosan, free from reaction with
glutaraldehyde, can react with surface charges of the enzyme, increasing their stability. This
protective effect could be multiplied when substrates are added to the reaction medium. In
fact, the thermal stability of enzymes may be improved by sugars and other osmolytes by
reducing the enzyme movement, due to the preferential exclusion of the osmolytes from the
protein backbone, thus avoiding unfolding and denaturation (Kumar, Attri, & Venkatesu,
2012; Liu, Ji, Zhang, Dong, & Sun, 2010). In the presence of substrates (Figure 2), lactose
and sucrose, the immobilized enzyme remains more than 90 % active after 90 min at 70 °C.
Table 3 shows that it was possible to get a high stabilization factor (4279) for the
immobilized enzyme in the presence of substrate compared to the free enzyme in the absence

of substrate.



Table 3 - Stabilization factor for immobilized f-galactosidase at each temperature

Temperature t1» Free t 12 Immobilized Stabilization
(°C) enzyme enzyme factor
70 0.27 2.72 9.98 ™
60 1.36 197.28 145.00 @
50 38.99 10179.62 261.01 @
70 ¥ - 1166.79 4279.41%
70 ¥ - 1166.79 428.85 ©

(1) Immobilized enzyme compared with free enzyme in the absence of substrate.
(2) Immobilized enzyme in the presence of substrate compared with free enzyme in the

absence of substrate.

(3) Immobilized enzyme in the presence of substrate compared with immobilized enzyme

in the absence of substrate.

(4) Immobilized enzyme in the presence of substrate.
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3.3. Effect of pH and temperature on the lactosucrose synthesis

The effect of pH and temperature on the lactosucrose synthesis was studied using a
central composite design, and the results are presented in Table 1. The lactosucrose
concentrations ranged from 50 to 80 g L™ for both, free and immobilized enzymes. Statistical
testing of the model was done using Fisher’s statistical test for analysis of variance
(ANOVA). For free enzyme, the determination coefficient (R? = 0.85) implies that the sample
variation of 85 % for lactosucrose synthesis is attributed to the independent variables, and can
be explained by the model. For immobilized enzyme, the determination coefficient was 0.91.
In both cases, there was a satisfactory representation of the process model and a good
correlation between the experimental results and the theoretical values predicted by the model
equations. Additionally, for the two tested enzymes, the linear effects of temperature were
negative and statistically significant (p < 0.01). For free enzyme the temperature linear effect
was -13.6 and for immobilized enzyme was -27.8, meaning that the increase in the
temperature from the level -1 to 1 represents a decrease in the enzyme activity and
lactosucrose concentration. The pH effect was not statistically significant for free and
immobilized enzymes.

The effect of pH and temperature on the lactosucrose synthesis can be better
understood by observing the contour plots showed in Figure 3. High lactosucrose
concentrations from free and immobilized B-galactosidase are obtained at low temperatures
and in a wide pH range (Figures 3A and 3B). However, the temperature range for the
immobilized enzyme is somewhat wider. Higher yields of lactosucrose at low temperatures
have been reported by (Li et al., 2009). These authors also observed that an increase of
temperature from 40 °C to 50 °C resulted in decrease of yield of lactosucrose. They suggest
that, at high temperatures, lactosucrose is liable to transgalactosylation by the same enzyme,

forming other trisaccharides and tetrasaccharides.
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Figure 3 - Synthesis of lactosucrose from free f-galactosidase (A) and lactosucrose from

immobilized p-galactosidase (B)

Although the yield of lactosucrose was similar in Run 2 (36 °C, pH 9.1) and Run 5
(30 °C, pH 7), the reaction conditions of experiment 2 were not chosen because of lower
enzyme stability for long-term use. Besides, even B-galactosidase from B. circulans seems to
be stable at higher pH, when long-term reactions are taken, the enzyme could be partially or
totally inactivated. Indeed, a pH of 9.2 there is a loss of 20 % of enzyme activity while at pH
9.4, the loss is 40 % and at a pH 9.6, a complete inactivation occurs after 22 h of reaction
(Benjamins, Boxem, KleinJan-Noeverman, & Broekhuis, 2014).

Additionally, the content of galactooligosaccharides (GOS) and total
oligosaccharides were measured at different temperatures and pHs for the immobilized
enzyme. As can be seen in Figure 4, the total oligosaccharides production of has a wide range
of pH and temperature, remaining constant at all reaction conditions. On the other hand, the
production of lactosucrose has an inverse relationship with temperature increase. The highest
production is at pH 7.0 at 30 °C, while the GOS production gradually increases with

increasing temperature to 64 °C and has a peak production at this temperature at a lower pH

AAAANAAAY
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(4.9). However, 64 °C appears to be the temperature limit, since at the highest tested
temperature (70 °C) were obtained lower yields for all oligosaccharides when using
immobilized enzymes. These results clearly demonstrate that it is possible to obtain a mixture
of oligosaccharides with prebiotic potential using sucrose and lactose as a substrate and that
the concentration of the main products of this mixture may be partially controlled by the

conditions of pH and temperature.
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3.4. Kinetics of lactosucrose and oligosaccharides synthesis
The kinetics of synthesis of the lactosucrose and oligosaccharides are show in Figure
5. At the initial stage, there was only sucrose and lactose. The production of lactosucrose and

GOS was observed after 1 h. As time passes, it can be observed the formation of two
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trisaccharides and after 5 h of reaction was formed a tetrasaccharide. The greater consumption
of lactose relative to sucrose suggests the simultaneous formation of GOS. The concentration
of galactose remained low along the reaction (data not shown). Moreover, the HPLC-MS
analysis showed that oligosaccharides with a higher degree of polymerization are formed

(Supplementary Material Figure S2).
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Figure 5 - Reaction kinetics catalyzed by immobilized -galactosidase: Glucose (0),

Sucrose (®), Lactose (A ), Lactosucrose (M), Trisaccharide 1 (O), Trisaccharide 2 (), GOS
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Lactosucrose is the main product formed. In transgalactosylation reactions with -
galactosidase from Bacillus circulans, in the presence of lactose and sucrose, lactose can act
as both donor and galactosyl acceptor, since sucrose is always acceptor. This behavior was

also reported by (Li et al., 2009) in synthesizing lactosucrose by free f-galactosidase.



58

The concentrations, after 8 h reaction with three spheres per mL, were 42.08 g L™ of

lactosucrose, 30.79 g.L™* of GOS and 162.58 g.L™ of total oligosaccharides.

3.5. Operational stability

The Figure 6 shows the operational stability of the immobilized enzyme. It can be
observed that after 30 reuses (105 min each) the concentration of lactosucrose, GOS and total
oligosaccharides remained unchanged. This operational stability enables that the enzyme can
be used for many reaction cycles without loss of activity, overcoming the drawback of low
immobilization efficiency. These results are comparable with the results obtained by (Klein et
al., 2012), that studied B-galactosidase immobilized on chitosan macro and nanoparticles. The
authors reported good operational stability at 37 °C, thus confirming once again the capability
of chitosan as an immobilizing agent and stabilization of enzymes. Ideally, the immobilization
of enzymes should provide a high operational stability, which translates into multiple reuses
in order to offset the high cost of the enzymes and the immaobilization process (Bayramoglu,

Tunali, & Arica, 2007).
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4. CONCLUSIONS

The development of a novel bioprocess of lactosucrose synthesis using f3-
galactosidase from B. circulans immobilized on chitosan was successfully developed. The
operational stability of the new biocatalyst is high and one of the main objectives in the
immobilized enzyme technology that is to increase the enzyme stability was achieved. In
addition, to the observed improvements, at the operating range of pH and temperature of the
enzyme, for the first time, it was shown these parameters may be advantageously employed to
drive the main final product of transgalactosylation reaction. It was clearly demonstrated that
lactosucrose was produced at low temperatures while GOS concentrations were higher at high
temperatures, using the same immobilized enzyme. Therefore, immobilized [-galactosidase

may be considered a potential candidate for future industrial production of lactosucrose.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Validation parameters of the HPLC-RID method

Compound Lir(lfr?rirtryl/l_r_a}?ge o L(?nD b LOQ® Repeatability (%)

P g mL_gl) (mg mL™) 19 259 4d
Fructose 0.25-5.0 0.999 0.08 0.23 3.93 6.75  6.96
Glucose 0.25-5.0 0.999 0.17 0.50 3.74 112  3.08
Sucrose 0.25-5.0 0.999 0.14 0.52 2.13 585  7.08
Lactose 0.25-5.0 0.998 0.26 0.79 6.57 9.17 390
Rafinose 0.25-5.0 0.999 0.12 0.35 4.71 150 1.87

Staquiose 0.25-5.0 0.999 0.12 0.38 4.19 455 441
Lactosucrose 0.25-5.0 0.990 0.63 1.92 n.d. n.d. n.d.

% R2 = determination coefficient. > LOD = limit of detection. ® LOQ = limit of quantification. ¢ mg

mL". n.d. - not determined.
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Figure S1. Chromatogram obtained by HPLC-RID of (a) sample, (b) spike - mixture of
sample + lactosucrose standard and (c) overlapping of sample + lactosucrose standard.

Chromatographic conditions: see text.
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Figure S2. Tetrasaccharide (MM = 666 g mol™) found in the sample: fragments from
[M+Na]* = 689 (positive mode).
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal deste trabalho foi produzir lactosacarose, um prebidtico
formado a partir de lactose e sacarose. Inicialmente, foi avaliada uma f-
frutofuranosidase comercial, uma vez que boa parte da literatura cientifica relata a
produgcdo de lactosacarose com o uso deste tipo de enzima. Foram realizados
diferentes testes e verificou-se que somente parte do substrato disponibilizado, a
sacarose, era consumida e, em consequéncia, o produto formado eram fruto-
oligossacarideos e nenhuma lactosacarose foi produzida. Em seguida iniciou-se a
prospeccado de outro catalisador com potencial para produzir lactosacarose. Foi
selecionada entédo a -galactosidase de Bacillus circulans que foi subsequentemente
imobilizada em macroesferas de quitosana. Para isso macroesferas de quitosana
foram produzidas, bem como, testes para avaliar a sua capacidade de carregamento
de proteina. Foram avaliadas cargas de proteina que variaram de 25 a 400 mg/g de
suporte seco. Um biocatalisador com atividade de aproximadamente 300 U/g de
suporte seco foi obtido com uma concentracdo de 200 mg/g de proteina,
considerada a melhor relacdo entre a carga proteica oferecida e a atividade final
obtida. No entanto, boa parte do catalisador imobilizado no suporte ficou sem
atividade. Foi verificado que mesmo com um rendimento de imobilizacdo de
aproximadamente 100 %, a eficiéncia do processo foi baixa (3,3%). Experimentos
posteriores revelaram que a imobilizacdo em quitosana proporcionou uma alta
estabilidade operacional ao suporte, compensando assim a baixa eficiéncia do
processo de imobilizacdo. Assim, ap6s 30 ciclos de reutilizagcdo quase 100% da
atividade inicial do biocatalisador foi mantida.

A estabilidade térmica da enzima livre, da enzima imobilizada e da enzima
imobilizada em presenca de substrato (lactose e sacarose) foi avaliada. Verificou-se
que a imobilizacdo aumentou a estabilidade térmica da enzima e que este aumento
foi ainda maior quando a o catalisador imobilizado foi incubado em presenca de
substrato (lactose e sacarose), mais de 4.000 vezes em relagdo a enzima livre. Este
resultado é particularmente importante porque a estabilidade térmica reflete o
reforco obtido na estrutura da enzima e, aliado aos resultados da estabilidade
operacional, demonstra que o processo de imobilizacdo permitiu a obtencéo de um
catalisador altamente robusto. Além disso, a avalicdo da estabilidade térmica em

presenca de substrato € mais representativa das condi¢des reais de utilizacédo e
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permite prever melhor o comportamento do catalisador em um processo produtivo
que pode ser em batelada ou continuo.

A sintese de lactosacarose ocorre por reacdo de transgalactosilacédo
catalisada por B-galactosidase, onde um grupamento galactosil da lactose é
transferido para a sacarose. A lactose também pode agir como aceptor do
grupamento galactosil e formar GOS. Quando GOS e lactosacarose sao aceptores
de galactosil oligossacarideos com maior grau de polimerizacdo sdo formados.
Ciente desses produtos formados, foi verificado os efeitos da temperatura e do pH
na producdo de lactosacarose, GOS e oligossacarideos totais, tanto para enzima
livre quanto para a enzima imobilizada. Foi observado que temperaturas baixas,
cerca de 30 °C, produzem concentracdes mais elevadas de lactosacarose, enquanto
gue temperaturas mais elevadas, cerca de 50 °C, aumentam a formacédo de GOS.
Tendo em vista que o objetivo inicial do trabalho € a producdo de lactosacarose,
cabe destacar que na melhor condicdo avaliada foi possivel obter 79 g.L™ deste
oligossacarideo. Entretanto no somatorio final, contabilizando também a presenca
de outros oligossacarideos com potencial de funcionalidade, foram obtidos 260 g.L™
de oligossacarideos totais. Assim foi demostrado que p-galactosidase de B.
circulans imobilizada em quitosana € um bom biocatalisador para producdo de
prebibticos e que a concentracao final dos diferentes oligossacarideos componentes
da mistura pode ser, ao menos em parte, dirigida pelas condicdes de pH e
temperatura utilizadas durante a reacdo enzimatica.

Como perspectivas futuras deste trabalho, pode-se prever:

e Imobilizar a enzima em outros suportes, utilizando além do glutaraldeido a
genipina ou outros agentes de ligagéo e verificar a possibilidade de aumentar
a eficiéncia da imobilizacdo e também o rendimento da producdo de
lactosacarose,

e Aplicar o biocatalisador em reatores, e verificar os rendimentos da producéo
em processo continuo,

e Produzir a lactosacarose com simultanea retirada de glicose do meio
reacional, a fim de verificar um maior rendimento de producéo,

e Realizar experimentos envolvendo mutagénese para modificar a enzima g-
galactosidase a fim de direcionar a formacdo de produtos e melhorar os

parametros de imobilizagao.



