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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar a influência de parâmetros reacionais 
na obtenção via enzimática de galacto-oligossacarídeos (GOS), utilizando-se a 
enzima comercial β-galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym® 3000 L), 
tendo como substrato a lactose. Foi proposto um planejamento experimental 23, 
verificando a influência da temperatura (30 a 40 °C), da concentração de lactose 
(200 a 400 mg.mL–1) e da concentração de enzima (5 a 10 U.mL–1) no desempenho 
da reação enzimática. Os ensaios foram conduzidos a 180 rpm e pH 7,0 (tampão 
fosfato de sódio 0,1 M). A enzima Lactozym® 3000 L apresentou atividade de 
transgalactosilação, tendo sido atingido rendimento do processo igual a 41,9% 
e concentração de GOS de 167,5 mg.mL–1 no sistema reacional composto por 
400 mg.mL–1 de lactose e 5 U.mL–1 de enzima a 30 °C em 14 h de reação. Nessa 
condição, a conversão de lactose foi de 65,0%. Maior concentração de lactose 
foi favorável ao mecanismo de transgalactosilação, enquanto que, em menores 
concentrações, o mecanismo hidrolítico predominou.

Palavras-chave: Prebióticos; Oligossacarídeos; Transgalactosilação.

Summary

The main goal of this work was to study the influence of the reaction 
parameters on the enzymatic production of galactooligosaccharides (GOS) using 
the commercial β-galactosidase from Kluyveromyces lactis (Lactozym® 3000 L) 
and lactose as the substrate. A 23 experimental design was proposed, verifying 
the influence of the temperature (30 to 40  °C), lactose concentration (200 to 
400 mg.mL–1) and enzyme concentration (5 to 10 U.mL–1) on the performance 
of the enzymatic reaction. The assays were carried out at 180 rpm and pH 7.0 
(0.1  M sodium phosphate buffer). The enzyme Lactozym® 3000  L presented 
transgalactosylation activity, reaching a yield of 41.9% and GOS concentration 
of 167.5  mg.mL–1 in a reaction system composed of 400  mg.mL–1 of lactose 
and 5 U.mL–1 of enzyme at 30 °C and 14 h of reaction. Under these conditions 
the lactose conversion was 65.0%. Higher lactose concentrations favored the 
transgalactosylation mechanism, whereas the hydrolytic mechanism dominated 
with lower concentrations.

Key words: Prebiotics; Oligosaccharides; Transgalactosylation.
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O mecanismo sugerido envolve a ação de um 
grupo tiol atuando como uma base e um grupo imidazol 
atuando como um nucleófilo, que facilita o rompimento da 
ligação glicosídica (WALLENFELS e MALHOTRA, 1962).

A β-galactosidase catalisa ambas as reações 
de hidrólise e transgalactosilação, ou seja, a enzima 
transfere a unidade de galactose para um aceptor que 
contenha um grupo hidroxila. Na hidrólise, em que a água 
atua como aceptor, glicose e galactose são formadas. 
Entretanto, a lactose presente na solução pode também 
servir como aceptor e, então, GOS são formados pela 
reação de transgalactosilação. Também alolactose 
pode ser produzida por transferência interna direta da 
unidade de galactose da posição 4 para a posição 6 
da unidade de glicose presente na molécula de lactose. 
Os GOS podem atuar como aceptores intermediários, 
eventualmente formando oligossacarídeos de maior 
cadeia ou podem tornar-se substrato para a enzima e 
serem lentamente hidrolisados (HUBER et al., 1976). A 
reação de transgalactosilação é menos efetiva quanto 
maior o peso molecular do oligossacarídeo aceptor, o que 
explicaria a maior formação de di, tri e tetrassacarídeos 
em comparação com oligômeros maiores, sendo que 
as β-galactosidases de Kluyveromyces produzem 
principalmente trissacarídeos (BOON et al., 2000).

A hidrólise da ligação glicosídica, de fato, constitui 
uma reação de transgalactosilação em que o aceptor é 
a água (BOON et al., 2000). Do ponto de vista da reação 
de transgalactosilação, a água pode ser considerada 
como um fator desfavorável à síntese de GOS quando 
uma grande quantidade de água está presente no 
meio reacional. Esse efeito pode ser minimizado 
incrementando-se a concentração de lactose em sistemas 
aquosos ou conduzindo a reação em meios não aquosos 
(CHEN et al., 2001).

A formação de GOS a par t i r  da lactose é 
influenciada por diversos fatores, como a fonte da 
enzima, a concentração da enzima, a temperatura, o 
pH e a concentração do substrato (BOON et al., 2000; 
CARDELLE-COBAS  et  al., 2008). O planejamento 
fatorial tem se constituído em poderosa ferramenta 
para o planejamento e a análise de experimentos em 
sistemas dependentes de mais de uma variável. As 
variáveis são modificadas simultaneamente de uma 
maneira sistemática e os resultados são avaliados 
estatisticamente (RODRIGUES e IEMMA, 2005). No 
entanto, na literatura, predomina a análise univariável 
dos fatores que influenciam a produção de GOS a partir 
da lactose utilizando-se β-galactosidase de diferentes 
micro-organismos, como Bifidobacterium  longum 
( H S U   e t   a l . ,  2 0 0 7 ) ,  L a c t o b a c i l l u s   r e u t e r i 
(SPLECHTNA  et  al., 2006; SPLECHTNA  et  al., 2007), 
Kluyveromyces  lactis (CHOCKCHAISAWASDEE  et  al., 
2005), Talaromyces  thermophilus (NAKKHARAT  et  al., 

1 Introdução

Oligossacarídeos são definidos como glicosídeos 
que contêm de 3 a 10 unidades de monossacarídeos, 
sendo encontrados como componentes naturais de 
muitos alimentos, incluindo frutas, vegetais, leite e 
mel. São considerados ingredientes funcionais, pois, 
além das modificações que promovem no flavor e nas 
características fisicoquímicas dos alimentos em que 
são incorporados, exibem atividade fisiológica, pois sua 
ingestão traz benefícios à saúde humana (PAZUR, 1970; 
VAN LOO et al., 1999).

Galacto-oligossacarídeos (GOS) são carboidratos 
formados por até 7 unidades de galactose e uma glicose 
terminal (TZORTZIS e VULEVIC, 2009); são resistentes à 
ação das enzimas digestivas e, portanto, não digeríveis 
(MORO et al., 2005). Ao serem consumidos, produzem 
um significativo incremento, principalmente na população 
de Bifidobacterium, com a consequente redução da 
concentração de bactérias putrefativas; os galacto-
oligossacarídeos são, dessa forma, considerados 
prebióticos (BOUHNIK et al., 1997). Os efeitos benéficos 
ao trato gastrintestinal vão desde a modulação do 
sistema imune, por meio das propriedades antiadesivas 
que indicam possíveis reduções nos riscos de câncer 
no cólon (SHOAF et  al., 2006), passam por vantagens 
digestivas, como a regulação no trânsito intestinal (TEURI 
e KORPELA, 1998), e atingem ganhos nutricionais, como 
a absorção de minerais desejáveis, em especial cálcio 
e magnésio (CHONAN  et  al., 1995). Os GOS, quando 
comparados aos fruto-oligossacarídeos, são mais 
estáveis quando submetidos a tratamentos térmicos, 
mesmo sob condições ácidas (SAKO et al., 1999). Por 
não serem digeridos, apresentam baixo valor calórico; 
por não serem metabolizados por micro-organismos da 
cavidade oral, não são cariogênicos (HARTEMINK et al., 
1997). Há um grande interesse no seu uso em formulações 
infantis, em função da presença de oligossacarídeos com 
estruturas similares no leite materno (ANTHONY et  al., 
2006).

A  β -ga lac tos idase  ou  β -D-ga lac tos ídeo-
galactohidrolase (EC 3.2.1.23) é classificada como uma 
hidrolase, em geral associada à hidrólise da lactose do 
leite na produção de lácteos de baixo teor de lactose 
para pessoas intolerantes a esse carboidrato (WHITAKER, 
1972). Um mecanismo geral da ação da β-galactosidase 
foi proposto por Wallenfels e Malhotra (1962), envolvendo 
um mínimo de três etapas:

Enzima + Lactose → Enzima-Lactose	 (1)

Enzima-Lactose → Galactosil-Enzima + Glicose	 (2)

Galactosil-Enzima + Aceptor → 

→ Galactosil-Aceptor + Enzima	
(3)
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obtendo-se como respostas os valores máximos 
para concentração de GOS e rendimento em cada 
ensaio. No respectivo tempo de reação, também foram 
determinadas produtividade, conversão de lactose 
e razão entre GOS produzido e enzima utilizada no 
processo (GOS/E). As variáveis independentes em níveis 
reais e codificados estão apresentadas na Tabela 1. O 
intervalo de temperatura adotado considerou o perfil 
de temperatura típico de β-galactosidase proveniente 
de levedura (MATIOLI  et  al., 2001). O intervalo para a 
concentração da enzima foi estabelecido em ensaios 
preliminares (dados não mostrados), em que se procurou 
atingir uma taxa de reação apropriada que não implicasse 
em um tempo de reação demasiado longo. O intervalo 
de concentração de lactose levou em consideração 
valores que favorecem a reação de transgalactosilação 
para diferentes β-galactosidases, conforme citado por 
Boon et al. (2000), Chen et al. (2001), Splechtna et al. 
(2006) e Hsu et al. (2007).

O rendimento em GOS e a conversão de lactose 
foram calculados de acordo com as Equações  1 e 2, 
propostas por Hsu et al. (2007), enquanto a produtividade 
foi definida de acordo com a Equação 3 e a razão GOS/E 
foi calculada conforme sugerido por Cruz et al. (1999), 
com a Equação 4.

=
+ + +

 t

t t t t

GOSRendimento (%) x100
Gli   Gal Lac GOS 	

(1)

=
   i t

i

Lac - Lac  Conversão de Lactose (%)  x100
Lac 	

(2)

− =-1 1 t iGOS -GOSProdutividade (mg.mL .h )  
t 	

(3)

=-1

E

GOSGOS/E (mg.U )
C 	

(4)

2006), Thermus  aquaticus (BERGER  et  al., 1997) e 
Thermus sp. (AKIYAMA et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi estudar a influência de 
parâmetros reacionais na obtenção de GOS a partir da 
lactose utilizando-se a enzima comercial β-galactosidase 
de Kluyveromyces  lactis (Lactozym® 3000  L). Neste 
estudo, foi aplicada a metodologia do planejamento 
experimental.

2 Material e métodos

2.1	Material

A enzima utilizada foi a β-galactosidase comercial 
de Kluyveromyces lactis Lactozym® 3000 L (Novozymes, 
Dinamarca), com grau alimentar. A atividade enzimática 
foi determinada usando-se o método baseado na 
hidrólise de o-nitrofenol-β-galactopiranosídeo a 37  °C 
por 15 min, seguida de leitura em espectrofotômetro a 
425  nm (INCHAURRONDO  et  al., 1994). Uma unidade 
de atividade de β-galactosidase foi definida como a que 
causa a liberação de 1 µmol de o-nitrofenol por minuto, 
nas condições do ensaio.

2.2	Síntese de GOS

As reações de síntese enzimática de GOS com 
a enzima β-galactosidase foram realizadas em meio 
aquoso. O sistema de reação foi composto por lactose 
pura dissolvida em tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 
7,0) e enzima, totalizando 125  mL, adicionados em 
Erlenmeyers de 250 mL. As quantidades adicionadas foram 
estabelecidas de forma a resultar nas concentrações de 
lactose e enzima, conforme o planejamento experimental 
proposto. Os frascos foram dispostos em incubadora 
rotatória, mantidos à temperatura constante conforme 
estabelecido no planejamento experimental e a agitação 
foi de 180 rpm para todos os experimentos.

Foram retiradas alíquotas de 5 mL em intervalos de 
tempo pré-determinados, deixando em banho a 100 °C 
por 5 min para a inativação da enzima. A concentração 
de glicose foi imediatamente determinada utilizando-se 
um kit enzimático colorimétrico Glicose PAP Likuiform 
(Labtest, Brasil), com leitura da absorbância a 505 nm 
e conversão à concentração de glicose por curva de 
calibração previamente estabelecida. A reação foi 
interrompida após três valores constantes. As amostras 
foram congeladas e, posteriormente, os açúcares foram 
quantificados por cromatografia líquida de alta eficiência.

2.3	Planejamento fatorial

Um planejamento fatorial 23 com 3 repetições 
no ponto central foi proposto a fim de estudar a 
influência da temperatura, da concentração da enzima 
e da concentração de lactose na produção de GOS, 

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental 23 com valores 
reais e codificados (entre parênteses).

Ensaio Temperatura 
(°C)

Concentração 
de enzima 
(U.mL–1)

Concentração 
de lactose  

(mg.mL–1)
1 30 (–1) 5 (–1) 200 (–1)
2 40 (+1) 5 (–1) 200 (–1)
3 30 (–1) 10 (+1) 200 (–1)
4 40 (+1) 10 (+1) 200 (–1)
5 30 (–1) 5 (–1) 400 (+1)
6 40 (+1) 5 (–1) 400 (+1)
7 30 (–1) 10 (+1) 400 (+1)
8 40 (+1) 10 (+1) 400 (+1)
9 35 (0) 7,5 (0) 300 (0)

10 35 (0) 7,5 (0) 300 (0)
11 35 (0) 7,5 (0) 300 (0)
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A quantificação foi realizada utilizando-se curva de 
calibração com os padrões lactose, glicose e galactose 
na faixa de 1 a 100 mg.L–1. Os GOS foram quantificados 
considerando-se a área relativa dos picos. Para tal, foi 
utilizado o software de aquisição de dados Peak Net 5.1.

3 Resultados e discussão

3.1	Síntese enzimática de GOS

Os resultados referentes aos percentuais de 
galactose, glicose, lactose e GOS totais em relação aos 
açúcares totais presentes em cada amostra, no tempo 
necessário para atingir a máxima concentração de 
GOS, são apresentados na Figura 1, indicando produtos 
de composição do meio reacional diferenciada, de 
acordo com a condição de reação. Um cromatograma 
típico é mostrado na Figura  2, mostrando a presença 
de galactose, glicose, lactose e GOS no meio reacional, 
bem como os respectivos tempos de retenção nas 
condições de eluição. Conforme a Figura 1, a atividade 
de transgalactosilação da enzima Lactozym® 3000 L foi 
comprovada, verificando-se a formação de GOS em todas 
as condições testadas; é importante mencionar que a 
atividade enzimática da enzima utilizada correspondeu 
a 3.263,2  U.mL–1. O percentual de GOS em relação 
aos carboidratos totais variou de 17,3% (ensaio 2) 
a 43,8% (ensaio 7), obtidos em 3 e 16  h de reação, 
respectivamente. Para a glicose, o percentual variou de 
5,7% (ensaio 6) a 36,2% (ensaio 10), com 4 e 10 h de 
reação, respectivamente. E, para a lactose, variou de 
23,2% (ensaio 3) a 66,8% (ensaio 2), em 14 e 3  h de 
reação, respectivamente. Em diversos ensaios não foi 
detectada a presença de galactose (ensaios 2, 6, 7, 8, 
9, 10 e 11), sendo o maior valor observado no ensaio 
3 (8,8% em 14 h de reação), seguido pelos ensaios 4 

As abreviações GOS, Gl i ,  Gal  e Lac são, 
respectivamente, as concentrações de GOS, glicose, 
galactose e lactose, em mg.mL–1; os índices i e t 
referem-se à concentração inicial e àquelas atingidas no 
tempo t (correspondente ao tempo de reação para atingir 
a máxima concentração de GOS em h), respectivamente, 
e CE é a concentração de enzima (U.mL–1).

Os dados obtidos foram tratados no software 
Statistica 5.0, de acordo com Rodrigues e Iemma (2005), 
para verificação de efeitos principais das variáveis 
independentes sobre as respostas avaliadas.

2.4	Quantificação dos carboidratos por 
cromatografia de íons (HPLC-PAD)

As amostras (25 µL) foram filtradas em membranas 
Millipore de 0,45 µm e injetadas no sistema Dionex DX-500 
(Sunnyvale, Estados Unidos), que consiste de uma 
bomba gradiente GP-50 com um detector eletroquímico 
ED-40, operando na forma de pulso amperométrico, e um 
eletrodo de trabalho de ouro e um eletrodo de referência 
Ag-AgCl. Os produtos foram analisados usando uma 
coluna de troca aniônica CarboPac PA1 (250 × 4 mm) e 
uma pré-coluna CarboPac PA1, conforme Lisboa (2008). 
A temperatura foi mantida a 20-22 °C e o fluxo de eluente 
foi de 1,0 mL.min–1. O gradiente de eluição utilizado foi 
constituído de três solventes: a) uma solução de NaOH 
150  mM; b)  uma solução de NaOH 150  mM contendo 
500 mM de acetato de sódio e c) água Milli-Q. A eluição 
iniciou-se com 5% de A e 95% de C por 12 min, seguida 
de um gradiente linear de 100-90% do solvente A 
combinado com o solvente B por 23 min. Em seguida, a 
coluna foi lavada por 5 min com 50% de B e 50% de C, e 
equilibrada com 5% de A e 95% de C por 15 min.

Figura 1. Composição dos meios reacionais no tempo necessário para atingir a máxima concentração de GOS nos diferentes ensaios.
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que as β-galactosidases de Kluyveromyces são inibidas 
por galactose (inibição competitiva) e glicose (inibição 
não competitiva).

Também foram observados picos ou patamares de 
produção, com posterior decréscimo na concentração 
de GOS, comportamento este bastante evidenciado no 
ensaio 6 (Figura 3b) e possivelmente associado à hidrólise 
dos mesmos a monossacarídeos. Comportamento 
similar foi observado por Del Val e Otero (2003) para a 
enzima Pectinex® Ultra SP. A maioria dos picos de GOS 
ocorreu quando uma boa parte da lactose já havia sido 
hidrolisada (33,2 a 76,8%), mas em geral não coincidiram 
com a conversão máxima de lactose atingida no final 
do processo. Dessa forma, é importante estabelecer o 
tempo de reação a fim de que se evite a perda de GOS 
por hidrólise. De acordo com Splechtna et al. (2006), os 
GOS também são substratos para a hidrólise, sendo que 
o rendimento pode mudar drasticamente com o tempo de 
reação. Conforme Splechtna et al. (2007), os GOS estão 
sujeitos à hidrólise, sendo esta mais pronunciada quando 
o substrato lactose atinge níveis baixos de concentração. 
De acordo com Cruz  et  al. (1999), a partir de uma 
determinada concentração, os GOS são hidrolisados 
preferencialmente em relação à lactose, pois a enzima 
tem maior afinidade por ligações galactose-galactose do 
que ligações galactose-glicose.

3.2	Avaliação dos efeitos da temperatura, da 
concentração de enzima e da concentração de 
lactose

A análise estatística dos resultados do planejamento 
experimental (Tabela 2) revelou os efeitos principais e de 
interação das variáveis sobre as respostas estudadas, 
conforme apresentado na Figura 4. O efeito principal de 
uma variável independente pode ser entendido como 
a variação causada na resposta (variável dependente) 

(5,8% em 4 h de reação), 1 (4,2% em 12 h de reação) 
e 5 (2,6% em 14 h de reação). Conforme Anthony et al. 
(2006), um xarope comercial obtido com β-galactosidase 
de Bacillus circulans (Vivinal®) continha 45% de GOS, 15% 
de lactose, 14% de glicose e 1% de galactose.

Os perfis cinéticos dos 11 ensaios propostos foram 
obtidos acompanhando-se o consumo de lactose e a 
formação dos monossacarídeos glicose e galactose, e 
dos GOS, ao longo do tempo. A Figura 3 apresenta os 
perfis dos ensaios mais relevantes quanto à produção 
de GOS, correspondentes aos ensaios 5, 6, 7 e 8, que 
se destacaram pelas elevadas concentrações de GOS 
obtidas. Como pode ser observado, no tempo zero 
de reação (adição da enzima), não foram detectadas 
as presenças de glicose, galactose e GOS, indicando 
apenas a presença de lactose.

Ainda na Figura  3, pode-se observar o acúmulo 
de glicose e galactose ao longo do tempo, mas esta 
última em menor proporção, 11,1 e 2,0 g.L–1, ao término 
da reação, respectivamente nos ensaios 5 (Figura 3a) e 
6 (Figura 3b). Nos ensaios 7 e 8 (Figuras 3c e 3d), não 
foi detectada galactose livre. Comportamento similar 
foi observado por Chen  et  al. (2002), relacionado à 
incorporação da galactose à molécula de GOS.

Também pode ser observado na Figura  3 que, 
inicialmente, ocorre uma rápida redução na concentração 
de lactose, acompanhada de uma maior taxa de formação 
de GOS. Essa taxa de produção diminui ao longo do 
tempo, ressaltando-se que a conversão total da lactose 
não foi atingida nos ensaios realizados. Cruz  et  al. 
(1999) comentam que a síntese de oligossacarídeos 
por β-galactosidase de Penicillium  simplicissimum 
foi fortemente inibida quando a concentração de 
monossacarídeos atingiu concentrações próximas à 
concentração de GOS (cerca de 180 g.L–1), não havendo 
mais formação de GOS. Mateo et al. (2004) comentam 

Figura 2. Cromatograma típico do meio reacional da síntese de GOS. Condições experimentais: 40 °C, 10 U.mL–1 de enzima e 
200 mg.mL–1 de lactose, em 16 h de reação (ensaio 4).
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Figura 3. Consumo de lactose e formação de GOS, glicose e galactose durante reações catalisadas por Lactozym® 3000 L. 
a) Ensaio 5; b) ensaio 6; c) ensaio 7; d) ensaio 8.

Tabela 2. Resultados do planejamento experimental para a concentração de GOS, o rendimento, a produtividade, a conversão 
da lactose e a razão GOS/E.

Ensaio Tempo  
(h)

GOS  
(mg.mL–1)

Rendimento  
(%)

Produtividade 
(mg.mL–1.h–1)

Conversão de 
lactose (%)

GOS/E  
(mg.U–1)

1 12 67,0 33,5 5,6 51,1 13,4
2 3 34,7 17,3 11,6 33,2 6,9
3 14 84,0 42,0 6,0 76,8 8,4
4 4 67,5 33,8 16,9 71,7 6,8
5 14 167,5 41,9 12,0 65,0 33,5
6 4 141,4 35,4 35,4 41,1 28,3
7 16 175,3 43,8 10,9 71,5 17,5
8 10 138,5 34,6 13,8 55,6 13,9
9 10 61,2 20,4 6,1 50,1 8,2

10 10 52,4 17,5 5,2 53,6 7,0
11 6 54,0 18,0 9,0 39,3 7,2
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similar nessa resposta ocorreu com o aumento de 5 para 
10 U.mL–1, resultando em incremento de 15 mg.mL–1. A 
variável temperatura apresentou um efeito contrário, pois 
com o aumento de 30 para 40 °C ocorreu uma diminuição 
em média de 27,9 mg.mL–1 na concentração de GOS.

O incremento de 5 para 10 U.mL–1 na concentração 
de enzima, bem como o aumento de 200 para 400 mg.mL–1 
na concentração de lactose, influenciaram o rendimento 
positivamente, aumentando-o em média 7,8 e 8,5%, 
respectivamente, como se pode observar na Figura 4b. 

quando se percorrem todos os níveis de variação da 
variável independente que está sendo avaliada, em 
separado das demais variáveis (RODRIGUES e IEMMA, 
2005).

Na Figura 4a, pode-se observar que a concentração 
de lactose foi a variável que mais influenciou positivamente 
a resposta concentração de GOS, já que seu efeito ficou 
muito próximo ao da média dos ensaios. Ao passar de 200 
para 400 mg.mL–1 de lactose, houve incremento médio 
na concentração de GOS de 92,3  mg.mL–1. Um efeito 

a b

d

e

c

Figura 4. Efeitos principais das variáveis temperatura (T), concentração de enzima (CE) e concentração de lactose (CL) sobre a 
concentração de GOS (a), o rendimento (b), a produtividade (c), a conversão de lactose (d) e a razão GOS/E (e).
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(58,9%), não desejável. Santos et al. (2009) comentam 
que a temperatura elevada pode desfavorecer a reação 
enzimática em tempos de reação prolongados, pois a taxa 
de desnaturação torna-se mais pronunciada à medida 
que o tempo de reação se estende. Corrobora para 
esse fato o efeito contrário observado com o aumento 
da temperatura na conversão de lactose (Figura  4d), 
diminuindo o grau de hidrólise desse dissacarídeo.

O efeito das variáveis na conversão de lactose 
pode ser observado na Figura  4d. O aumento da 
concentração de enzima de 5 para 10 U.mL–1 influenciou 
positivamente a conversão de lactose, incrementando 
em média a resposta em 21,3%. No entanto, o aumento 
de 30 para 40 °C da temperatura apresentou um efeito 
negativo, diminuindo em média 15,7%, enquanto 
que a concentração de lactose inicial não influenciou 
significativamente essa resposta (p  <  0,1). Assim, de 
acordo com a análise de efeitos principais, o maior grau 
de hidrólise (76,7%) foi alcançado no ensaio 3 em 14 h de 
reação, correspondendo ao sistema reacional composto 
por 10  U.mL–1 de enzima (nível +1) e 200  mg.mL–1 de 
lactose a 30  °C (nível  -  1). De acordo com Hsu  et  al. 
(2007), concentrações menores de lactose levam a um 
menor acúmulo de glicose e galactose, que atuam como 
inibidores de diferentes β-galactosidases, o que favorece 
graus de hidrólise mais elevados, como observado neste 
trabalho.

Os incrementos do nível inferior (–1) para o nível 
superior (+1) na temperatura e na concentração de 
enzima promoveram um efeito negativo na razão GOS/E 
(Figura  4e), diminuindo em média 4,2 e 8,9  mg.U–1, 
respectivamente. Porém, o incremento de 200 para 
400  mg.mL–1 na concentração de lactose influenciou 
positivamente, aumentando em média 14,4 mg.U–1 essa 
resposta.

No ensaio 5 (30 °C, 5 U.mL–1, 400 mg.mL–1), em que a 
temperatura e a concentração de enzima encontravam-se 
no nível inferior (-1) e com maior concentração de 
lactose (nível  +1), foi alcançada a maior razão GOS/E: 
33,5 mg.U–1. Para este ensaio, as concentrações de GOS, 
glicose, galactose e lactose foram de 167,5, 81,8, 10,6 e 
140,2 mg.mL–1, respectivamente. O produto apresentou 
41,9% de GOS, 20,5% de glicose, 2,6% de galactose e 
35,0% de lactose, o que corresponde a uma conversão 
de lactose de 65,0%.

De uma maneira geral, portanto, pode-se afirmar 
que o aumento da temperatura apresentou efeito 
negativo sobre a concentração de GOS, o rendimento, a 
conversão de lactose e a razão GOS/E; tal efeito deu-se, 
possivelmente, pela perda de atividade enzimática da 
β-galactosidase, por causa da sua exposição por um 
longo período de tempo a 40 °C.

Por outro lado, o aumento da concentração de 
lactose teve um efeito importante sobre a formação de 

No entanto, o incremento da temperatura de 30 para 40 °C 
apresentou um efeito negativo, diminuindo em 11,2% o 
rendimento da síntese enzimática.

Portanto, considerando-se apenas as respostas 
concentração de GOS e rendimento, a condição de 
síntese enzimática do ensaio 7 (30  °C, 10  U.mL–1, 
400  mg.mL–1), em que as concentrações de lactose 
e enzima encontravam-se no nível superior (+1) 
e a temperatura no menor nível (–1), favoreceu o 
maior rendimento (43,8%) e a concentração de GOS 
(175,3 mg.mL–1), em 16 h de reação. Para esse tempo 
de reação, as concentrações de glicose e lactose 
foram de 110,8 e 113,9  mg.mL–1, respectivamente, 
não se detectando a presença de galactose. No meio 
reacional, quantificaram-se 43,8% de GOS, 27,7% de 
glicose e 28,5% de lactose, o que corresponde a uma 
conversão de lactose de 71,5%, podendo-se considerar 
este um resultado expressivo quando comparado com 
β-galactosidases de outras fontes.

Czermak  et  al. (2004) obtiveram um rendimento 
de 40% de GOS a partir de uma solução de lactose a 
31% com a enzima Maxilact® L2000, em um sistema 
operando em modo contínuo. Cruz  et  al. (1999), 
utilizando β-galactosidase de Penicillium simplicissimum 
e concentração inicial de lactose de 60%, conseguiram 
30,5% de GOS, correspondendo a uma concentração 
de 183  mg.mL–1. Chen  et  al. (2001) atingiram 31% 
de rendimento u t i l i zando β -ga lactos idases de 
Aspergillus oryzae e concentração de lactose de 40%. 
Splechtna et al. (2007) obtiveram, em seus experimentos, 
36% de rendimento e grau de conversão de lactose de 
80% usando β-galactosidase de Lactobacillus  reuteri, 
para concentração inicial de lactose de 205  mg.
mL–1. Hsu  et  al. (2007), usando β-galactosidases de 
Bifidobacterium longum BCRC 157C8, obtiveram 32,5% 
de rendimento e 59,4% de conversão de lactose utilizando 
solução de lactose a 40%. Rendimentos superiores, da 
ordem de 50%, são relatados para β-galactosidases 
termoestáveis, como a de Talaromyces  thermophilus 
(NAKKHARAT et al., 2006).

Na Figura 4c, pode-se observar que o aumento na 
concentração de lactose de 200 para 400 mg.mL–1, bem 
como o aumento em 10 °C na temperatura, influenciaram 
positivamente a produtividade, aumentando-a em 12,3 
e 15,4  mg.mL–1.h–1, respectivamente. No entanto, ao 
duplicar a concentração de enzima usada na reação 
de síntese, ocorreu um efeito negativo, diminuindo a 
produtividade, em média, de 8,6  mg.mL–1.h–1. A maior 
produtividade (35,4 mg.mL–1.h–1) foi atingida no ensaio 
6 (40  °C, 5  U.mL–1, 400  mg.mL–1), reflexo do menor 
tempo de reação observado para se atingir a máxima 
concentração de GOS. No entanto, nestas condições 
experimentais, houve baixa conversão de lactose (41,1%), 
obtendo-se um produto com alto percentual de lactose 
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