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RESUMO

Frutooligossacarideos (FOS) s&o carboidratos de cadeias curtas representados,
principalmente, por cestose, nistose e frutofuranosil-nistose, considerados
prebiodticos por promoverem o crescimento seletivo de probidticos. Sdo candidatos a
aplicacdo na industria alimenticia, considerando a crescente demanda por alimentos
funcionais. A producéo microbiana de FOS é uma alternativa para a obtengéo destes
produtos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo estudar a producéo de
FOS por Bacillus subtilis natto CCT7712 para aplicagdo como ingrediente em
formulacbes de barras de cereais. Inicialmente, utilizou-se delineamentos Box-
Behnken variando a concentragcdo de sacarose, temperatura e tempo de
fermentacdo. A melhor condic&o para a producdo de FOS foi em sacarose a 475 g.L
! 35 °C e 24 horas com producéo de 195,27 g. L™. A sacarose foi 0o parametro de
maior influéncia para essa resposta. A maior produtividade foi a de 9,36 g. L. h™* em
sacarose a 300 g.L™, 35°C e 12 horas. Na segunda etapa, utilizou-se delineamento
experimental de mistura para analisar o efeito e interagcdo dos sais (NH4)2SOy,
MnSO,4, ZnSO, e NaCl na producdo de FOS. A analise do efeito dos sais
demonstrou que interacdo de (NH4)>,SO4, MNnSO,4 e ZnSO, foi a mais significativa,
estimulando a producéo. O melaco e caldo de cana foram utilizados como substratos
nas fermentacdes, alcancando producdo de 97,93 g. L* de FOS em meios com
caldo de cana e 42,58 g. L' de FOS em meios com melaco. Na condicdo de
producdo otimizada, foram realizadas fermentacbes em maior escala para a
producéo e purificacdo dos FOS e estes foram utilizados na elaboracdo de barras de
cereais. Quatro formulacbes de barras de cereais foram elaboradas, sendo uma
controle, por ser isenta de FOS e trés com concentracdes de FOS em 5, 10 e 15%
(g/g). As barras foram avaliadas sensorialmente quanto a aparéncia, aroma, sabor,
textura e, avaliacdo global, representada pela intengdo de compra. Indices
satisfatorios de aprovacéo foram obtidos para as quatro formulacdes, com destaque
para as que continham 10 e 15 % de FOS, com 63 e 64 % de respostas positivas
para intencdo de compra.

Palavras-chave: Frutooligossacarideos. Nistose. Bacillus subtilis. Sulfato de
Manganés. Melago de cana. Caldo de cana. Barra de cereais.
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ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are short-chain carbohydrates represented mainly by
kestose , nystose and fructofuranosyl — nistose. They are considered as prebiotics
for promoting probiotics selective growth. Are candidates for application in the food
industry as the growing demand for functional foods is increasing. Microbial
production of FOS is an alternative of obtaining these prebiotics. Thus, this work
aimed FOS production by Bacillus subtilis natto CCT7712 for application as
ingredient in formulations of cereal bars. Initially, a Box- Behnken designs (sucrose
concentration, temperature and fermentation time as variables) was used. The FOS
production best condition achieved 195,27 g. L™ when the following conditions were
applied: sucrose concentration:475 g. L™; temperature: 35°C and fermentation time:
24 h. Sucrose was the most influential parameter for this answer. The highest
productivity was 9.36 g. L'*. h ™ at sucrose 300 g. L, 35 ° C and 12 hours. In the
second step, a mixture experimental design was used to examine both the effect and
interaction of salts (NH4) 2S04, MNSO,4 ZnSO4 and NaCl on FOS production. The
analysis of the effect of salts demonstrated that the interaction of (NH4)>SO4, MnSO,
and ZnSO, was the most significant on production. When sugar cane juice and
molasses were used as substrate in fermentation, the FOS production were 97,93 g.
LY and 42,58 g. L™, respectively. The optimized conditions fermentations were
carried out on a larger scale trial for production followed by purification and
preparation of cereal bars. Four cereal bars formulations were prepared: one control
(free of FOS) and three concentration FOS: 5, 10 and 15% (w/w). The bars were
sensorially evaluated for appearance, aroma, flavor, texture and overall assessment
(represented by purchase intent). Satisfactory approval ratings were obtained for the
four formulations, particularly those containing 10 and 15% of FOS, with 63 and 64 %
of positive responses of purchase intent.

Keywords: Fructooligosaccharides. Nystose. Bacillus subtilis. Manganese Sulphate.
Molasses. Sugarcane juice. Cereal bar.
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1. INTRODUCAO

Observa-se, nas ultimas décadas, um acelerado aumento na
demanda por alimentos de valor nutricional, composto por substancias que
tenham potencial de beneficiar o funcionamento do organismo e prevenir
doencas: os alimentos funcionais. O conceito de alimentos funcionais foi
introduzido pela primeira vez no Japdo e, em 1991, varios oligossacarideos

foram classificados como “alimentos promotores da saude”.

Frutooligossacarideos (FOS) sdo oligbmeros de frutose, unidos
por ligagdes do tipo B-(2—1) com ou sem unidade terminal de glicose. Sao
componentes naturais em varias espécies vegetais, sendo as principais fontes
o0 trigo, cebola, banana, alcachofra, alho, raizes de chicoria e, em quantidades

expressivas na raiz da yacon.

Os FOS sao considerados prebiéticos, uma vez que sdo capazes
de promover o crescimento seletivo de probidticos, bactérias do colon
responsaveis por efeitos benéficos ao hospedeiro. O efeito prebidtico dos FOS
resulta em outros beneficios ao organismo, dentre os quais se destacam a
reducdo da pressdo sanguinea em pessoas hipertensas, reducdo da absorcdo
de carboidratos e lipideos, aumento da producdo de compostos imuno-
estimulantes, que possuem atividade antitumoral, redu¢cdo na producdo de
toxinas e compostos carcinogénicos e auxilio da restauracao da flora intestinal

durante terapia com antibioticos.

A obtencado de FOS pode ocorrer por processos fermentativos em
meios com sacarose, sendo esta, hidrolisada a frutose e glicose. Esses
processos sao mediados por enzimas denominadas frutosiltransferases
(FTases) capazes de realizarem trés tipos de reacgdes: (1) hidrolise da sacarose
em frutose e glicose; (2) Polimerizacdo das unidades frutosil e (3) transferéncia
de frutoses para um aceptor, formando frutooligossacarideos constituidos por
cadeias lineares e ramificadas e com grau de polimerizagéo variando entre 2 e

9 unidades frutosil.
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FTases sdo produzidas por diversos microrganismos como
Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger, Aspergillus aculeatus, Rhodotorula sp.,
Acetobacter diazotropicus, Bacillus circulans, Bacillus subtilis e Bacillus subtilis
natto. Dentre estes, o Bacillus subtilis natto, microrganismo isolado de um
alimento japonés, tem se destacado em eficiéncia como produtor de

exopolissacarideos.

O estudo de fatores que interferem no processo de producéo é
importante para a otimizacdo do mesmo. Variacbes na concentracdo de
sacarose, temperatura, pH, agitacdo, tempo de fermentagdo, entre outros,
podem influenciar a producgéo, tanto em termos quantitativos como na massa
molecular destes compostos. Dessa forma, utilizando-se 0 mesmo
microrganismo, é possivel favorecer a producéo de poli ou oligossacarideos

apenas pela manipulacdo de parametros fermentativos.

A adicdo de sais aos meios de fermentacdo também pode
influenciar a biossintese de exopolissacarideos, intensificando ou reprimindo,

de acordo com as especificagdes de cada microrganismo.

A utilizacdo de subprodutos e residuos agroindustriais como
substratos em fermentacdes, tem se mostrado como uma tendéncia crescente
em processos bhiotecnoldgicos, visando reducao de custos na manufatura de
produtos de interesse. O melaco e o caldo de cana-de-acUcar, produtos
gerados na industria sucroalcooleira no Brasil, sdo substratos complexos com
elevada concentracdo de sacarose e grande variedade de sais necessarios
para a producdo de metabolitos de interesse industrial como FOS, butanol,
acido latico. O melaco de cana-de-agucar é conhecido por seu alto teor de
acucares e estes, geralmente, contribuem com 60-65% dos soélidos presentes.
A sacarose, geralmente, compreende cerca de 65-70% dos acgucares totais e
outros acgucares como glicose e frutose também estdo presentes. Outros
carboidratos, geralmente, compreendem 10-16% dos solidos com compostos
de pectina e produtos de reacdo presentes em quantidades significativas.
Proteinas e aminoacidos representam cerca de 1-2% e minerais como célcio,
potassio, cloro e enxofre, contribuem com 8-17% dos soélidos no melaco.
Vestigios de metais como ferro, zinco, cobre e magnésio também estédo

presentes no melago de cana de agucar.
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Devido a suas propriedades e efeitos benéficos, os FOS sé&o
candidatos a aplicagdo na industria alimenticia, para o desenvolvimento de
produtos com “baixo teor de acucares”, importantes na dieta de diabéticos e
como alimentos funcionais; podem ser utilizados como ingrediente alimentar
em bebidas e produtos lacteos (leite em p0, iogurte e outros fermentados), em
sobremesas (sorvetes, pudins, doces, chocolates), em cereais matinais e

barras de cereais.

Considerando a melhoria na qualidade de vida da populacéo, a
busca por alimentos funcionais tem tido uma crescente demanda. O foco
principal desta pesquisa foi otimizar a producdo de FOS por processo
fermentativo e desenvolver um produto alimenticio nutritivo, saudavel e com

caracteristica funcional.



16

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

Por definicdo, frutooligossacarideos (FOS) sao oligdbmeros de
frutose, unidos por ligacfes do tipo B-(2—1) com ou sem unidade terminal de
glicose. Sdo componentes naturais em Varias espécies vegetais, nas quais
estdo presentes como composto de reserva energética, sendo as principais
fontes o trigo, cebola, banana, alcachofra, alho, raizes de chicéria e, em
guantidades expressivas na raiz da yacon (ROBERFROID, 2002; FORTES;
MUNIZ, 2009).

Do ponto de vista quimico, os FOS séo formados por ligacdes
especificas entre uma molécula de glicose e 2 a 9 unidades de frutose. Sua
férmula pode ser descrita como GFn, onde G representa a molécula de glicose,
F a molécula de frutose e n o numero de unidades de frutose (BORNET et al.,
2002; RAIZEL et al., 2011).

Os FOS formam cadeias de comprimento curto a médio sendo 0s
principais a cestose, nistose e frutofuranosil nistose, contendo de 1 a 3
unidades frutosil ligadas na posicéo B-(2—1) da sacarose (PASSOS; PARK,
2003). S&o considerados agucares ndo convencionais sendo classificados
como alimentos funcionais, prebidticos e fibras alimentares sollveis pois
possuem compostos bioativos capazes de atuar no organismo, produzindo
efeitos metabdlicos e/ou fisioldégicos benéficos a saude (FORTES; MUNIZ,
2009).

FOS sao considerados carboidratos nédo-digeriveis devido a
configuracdo dos carbonos anoméricos, em suas unidades monossacaridicas,
nao ser suscetivel a atividade hidrolitica de enzimas digestivas humanas, fato
que caracteriza sua propriedade prebiética. Os FOS chegam intactos ao colon,
onde sao fermentados por bactérias nativas e, como produtos dessa
fermentacdo, sdo gerados &cidos graxos de cadeia curta (butirato, propionato,
acetato) e lactato. Estes acidos reduzem o pH do célon, deixando o ambiente

desfavoravel a proliferacdo de bactérias patogénicas além de serem fonte de
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energia primaria para as células do epitélio colénico (MUSSATTO; MANCILHA,
2007).

Devido a n&o-digestibilidade, os FOS sao considerados
compostos pouco caloricos; os produtos da fermentacdo dos FOS por bactérias
nativas no colon (lactato e acidos graxos de cadeia curta), sdo metabolizados
gerando 1,5 kcal / g de energia atil (NINESS, 1999). Outra caracteristica
gerada pela ndo-digestibilidade dos FOS € a auséncia de cariogénicidade
(IKEDA, 1990).

Devido as suas caracteristicas funcionais e aspectos fisiologicos,
os FOS sdo chamados acucares nao convencionais e tem promovido
consideravel impacto no setor alimenticio, principalmente na industria de
acucares. Estes compostos sdo estaveis em pH acima de 3 e temperatura
superior a 140 ° C, além de serem altamente sollUveis em agua (cerca de 80%
a 25°C) e etanol; possuem cerca de um ter¢co do poder adogante da sacarose,
0 que, do ponto de vista comercial, é interessante para a elaboracdo de
alimentos, nos quais 0 uso da sacarose é restrito por sua elevada docura
(BORNET, 2002; BARRETEAU; DELATTRE; MICHAUD, 2006; MORRIS;
MORRIS, 2012).

2.2 PRODUCAO DE FOS

FOS sdo componentes naturais em varias espécies vegetais
como alho, cevada, cebola, banana, beterraba, raiz da yacon etc. Além disso,
muitas espécies microbianas também séao produtoras de enzimas responsaveis
pela sintese de FOS a partir de fontes de carbono, como a sacarose (GIBSON;
ROBERFROID, 1995; SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA, 2005).

Sao conhecidos trés mecanismos de obtencdo de FOS: por
hidrolise (enzimatica ou acida) da inulina (polissacarideos de origem vegetal),
por sintese enzimatica a partir da hidrélise da sacarose e, por ultimo, através
de processos fermentativos, quando se seleciona microrganismos produtores
capazes de sintetizarem FOS em meios com sacarose como e em condi¢cdes
especificas (PASSOS; PARK, 2003; PATEL; GOYAL, 2011).
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A producdo microbiana de FOS por processos fermentativos,
envolve enzimas com fungbes de hidrdlise e transfrutosilagdo, utilizando
sacarose como substrato. Estas enzimas sado denominadas -
frutofuranosidases (B-D-frutofuranosideo frutohidrolase, E.C.3.2.1.26) ou B-
frutosiltransferase (B-D-frutofuranosideo frutosiltransferase, E.C.2.4.1.9); sao
enzimas bifuncionais capazes de conduzirem trés reagfes caracteristicas: (1)
hidrélise da sacarose em frutose e glicose, (2) polimerizacdo de unidades
frutosil e (3) reacdo de transferase de frutose para um aceptor (sacarose ou
glicose), sintetizando oligossacarideos com cadeias lineares ou ramificadas
denominados cestose, nistose e frutofuranosil-nistose. Estes contém de 1 a 3
unidades frutosil ligadas na posi¢cado B-(2—1) da sacarose, conforme ilustrado
na Figura 1. (PASSOS; PARK, 2003; SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA,
2005; PATEL; GOYAL, 2011).

Figura 1 - Estrutura quimica dos principais frutooligossacarideos. (A) 1-
cestose, (B) nistose, (C) frutofuranosil-nistose.
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Fonte: PASSOS; PARK (2003)

Para a sintese de FOS as enzimas envolvidas sédo as hidrolases
(glicosidases) e transferases (glicosil-transferases) sendo a maioria de origem
microbiana. As glicosidases catalizam reagfes de hidrélise de ligagbes osidicas
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e, também, de sintese das mesmas. As reacdes de sintese podem ocorrer por
reversdo das reacdes de hidrolise ou por transferéncia de uma unidade
glicosidica, de um doador para um aceptor, caracterizando reacdes de
transglicosilacdo. As transferases sédo catalisadoras de reacdes de
transferéncia intermolecular e intramolecular, mediando a transferéncia de
radicais frutosil, no caso da sintese de FOS (HERNALSTEENS; MAUGERI
2010).

Ghazi et al. (2006) afirmam que a sintese de FOS a partir da
sacarose, pode ser influenciada pela concentragéo de sacarose e pela taxa das
reacBes de hidrolise /frutotransferase pois a agua compete com a sacarose
pelo sitio ativo da enzima. Dessa forma, quando a concentracdo de sacarose
do meio é baixa, desloca-se o equilibrio das rea¢cdes no sentido da hidrdlise da
sacarose, liberando frutose para o meio. Quando a concentracdo de sacarose é
alta, desloca-se o equilibrio reacional no sentido de reacbes de
transfrutosilacdo, liberando FOS como cestose, que, por sua vez, pode,
também, ser hidrolisada ou transformada em nistose, por reacdo de

transfrutosilacéo.

Em meios com sacarose, varios microrganismos sao produtores
de FOS, dentre estes Aureobasidium pullulans (VANKOVA et al., 2008),
Aspergillus aculeatus (NEMUKULA et al., 2009), Penicillium expansum (PRATA
et al., 2010), Xanthophyces dendrorhour (NING et al., 2010), Aspergillus niger
(DRIOUCH et al., 2010), Aspergillus japonicus (MUSSATO, TEIXEIRA 2010),
Bacillus sp. (BELGHITH et al., 2012), Bacillus subtilis natto (SILVA et al., 2014).

2.2.1 Bacillus subtilis natto

Espécies do género Bacillus inclui bactérias Gram-positivas que
tém forma de bastonetes, formadoras de endbsporos, podendo ser aerébias ou
facultativas anaerobias. S&o capazes de habitar ambientes extremos como
areias do deserto, nascentes de agua quente e solos do Artico uma vez que

sao, fisiologicamente, versateis. Neste sentido, acrescenta-se o fato destes
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microrganismos crescerem a valores de pH, temperatura e concentracdes de

sal intolerantes a outros organismos (HARWOOD, 1992).

7

Bacillus subtilis € uma espécie do género Bacillus amplamente
conhecida no que se refere a sua biologia celular e molecular. Sdo bactérias
comumente encontradas no solo, agua, ar e em residuos vegetais em
decomposicdo. Essa espécie produz enddsporos que tornam possivel sua
sobrevivéncia em condicfes extremas (altas temperaturas e baixa umidade),
além de secretarem grande variedade de enzimas que Ihe permite degradar
muitos substratos naturais, contribuindo para a reciclagem de nutrientes
(HARWOOD, 1992).

B. subtilis é considerado uma espécie benigna uma vez que néo
apresenta patogenicidade ou toxicidade a seres humanos, animais ou plantas.
A auséncia de patogenicidade e a incapacidade de colonizar tecidos fazem
com que o B. subtilis tenha denominacdo GRAS (generally regarded as safe) e,
por isso, sdo utilizados como probidticos em alimentos, principalmente em
paises orientais e em parte da Europa (HONG; DUC; CUTTING, 2005).

Bacillus subtilis natto € um membro da espécie B. subtilis utilizado
para a fabricacdo do natto, alimento tradicional no Japao. O natto € produzido a
partir de graos de soja fermentados pelo Bacillus subtilis natto, com objetivo de
aumentar o valor nutricional do produto, através da quebra das proteinas da
soja em seus respectivos aminoacidos, pela acdo das enzimas excretadas pelo
microrganismo (HIROYUKI, 2000).

Em estudos sobre o metabolismo da sacarose por B. subtilis,
Sangiliyandi e Gunasekaran (2001) descobriram trés enzimas importantes: uma
sacarase intracelular (Inv ou SacA), uma sacarase extracelular (InvB ou B46)
com fungcdo de hidrolise extracelular da sacarose e uma levanasacarase
extracelular (SacB), B-frutofuranosidase, responsavel pela hidrélise da

sacarose e sintese de levana.

Este microrganismo tem sido reportado como eficiente produtor
de exopolissacarideos. Shih, Chen e Wu (2010) reportaram a produc¢éo de 86,3
g.L" de levana por células de Bacillus subtilis natto imobilizadas em alginato

por 80 horas de incubacdo em meio com sacarose em 200 g. L™, pH 5,8 a 37
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°C. Silva et al. (2014) observaram a eficiéncia deste microrganismo na
producdo de FOS alcancando 98,86 g. L™ em meio com 300 g. L™ de sacarose,
pH 7,7 a 37 °C em 24 h de fermentagéo.

2.2.2 Parametros Fermentativos na Producéo de FOS

Processos fermentativos em meios com sacarose originam
exopolissacarideos, com pesos moleculares variados. Variagcbes no tamanho
médio das cadeias polissacaridicas formadas sdo explicadas pelas condicdes
utilizadas no processo, de forma que, modificando-se 0s parametros da
fermentacao, pode-se deslocar a producdo em direcdo ao produto de interesse
(CALAZANS et al., 2000). Dessa forma, utilizando-se o mesmo microrganismo,
€ possivel favorecer a producdo de poli ou oligossacarideos apenas pela
manipulacdo de parametros como pH, temperatura, tempo de fermentacao,
agitacdo, concentracdo de sacarose, entre outros (COIMBRA, 2006;
LORENZONI et al, 2014; NEMUKULA et al., 2009; HERNALSTEENS;
MAUGERI, 2010; DRIOUCH et al, 2010; EUZENAT, 1997; EL-REFAI et al.,
2009, SILVA et al., 2014).

Utilizando a bactéria Zymomonas mobilis ZAG 12, Coimbra et al.
(2002) estudaram as melhores condicbes para a producdo de levana e
oligossacarideos por fermentacdo submersa, com sacarose como substrato.
Os resultados indicaram a influéncia da temperatura na producdo de
exopolissacarideos, apresentando massas moleculares distintas, sendo que a
temperatura mais alta estudada, 30 °C, favoreceu a sintese de
oligossacarideos (116,38 g. L™}), enquanto temperaturas menores favoreceram

a producéo de polimeros com pesos moleculares maiores, como a levana.

Em estudos sobre a producao de levana e FOS por Zymomonas
mobilis, Coimbra (2006) testou as temperaturas de 30, 35 e 40 °C e o tempo de
fermentacdo em 12, 24, 48 e 72 h. Os resultados indicaram 40 °C como a
melhor temperatura para a producdo de FOS, atingindo 32,4 g. L em meio

com 150 g. L™ de sacarose em 24 horas de fermentacdo. Observou-se
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também que a producdo de FOS teve inicio antes das 12 horas e declinio apés

24 horas quando iniciou-se a produc¢éo de levana.

Linhagens microbianas osmofilicas, isoladas a partir de amostras
de favo mel e frutos do cerrado, foram testadas quanto a sua eficiéncia na
produgcédo de FOS por fermentacdo submersa, variando-se parametros como
tempo de fermentacdo e concentracdo inicial de sacarose. Observou-se uma
relacdo direta da concentracdo de sacarose com a produtividade, sendo as
melhores producdes obtidas nas maiores concentracbes de sacarose do meio
de cultivo (60 e 70%). Ainda neste trabalho, a influéncia do tempo de
fermentacdo foi testada em 24, 48 e 72 horas observou-se aumento de
frutofuranosil-nistose (GF,) e reducao de cestose (GF,) a partir de 48 horas de
fermentacdo para a linhagem Penicillium sp. LBJBSO1 e para a linhagem
Penicilium sp. LBIJBS02 a producdo foi crescente durante 24 horas de
fermentacdo com posterior consumo de cestose para a producdo de outros
oligossacarideos (SILVA, 2008).

O efeito de varia¢cdes no pH (4,5 — 6,0), temperatura (28, 30 e 32
°C), agitacao (150, 200 e 250 rpm), concentracédo de sacarose (200, 300 e 400
g. L) na producdo de FOS por Aureobasium pullulans foi avaliado por Silva et
al. (2011). Dentre os parametros testados, a concentracdo de sacarose e a
temperatura mostraram efeito positivo na producdo de FOS obtendo
rendimentos de 54,7 % em fermentacdes com sacarose em 400 g. L™, a 32 °C

em 48 h de fermentacao.

Silva et al. (2014) estudaram a producédo de FOS por fermentacao
submersa de Bacillus subtilis natto, variando parametros fermentativos como
concentracdo de sacarose (216 a 384 g. L™, pH (4,3 a 7,7) e agitacdo (66 a
234 rpm) e os resultados indicaram a otimizacéo da producéo em 300 g L™ de
sacarose, pH 7,7 e agitacdo de 234 rpm, alcancando producéo de 98,86 g. L™

em 24 horas de fermentacéo.
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2.2.3 Efeito de Sais na Producédo de FOS

A adicdo de sais minerais aos meios de fermentacdo pode
influenciar a biossintese de exopolissacarideos de forma que esta pode ser
intensificada ou reprimida de acordo as especificidades de cada microrganismo
(VIGANTS et al., 1998; VIGANTS et al., 2000; ARUNDHATI et al., 2011; SILVA
et al., 2011).

O efeito de diferentes concentracdes de sais sobre a producéo de
FOS foi estudado por Vigants et al. (2000) que relataram aumento de 3,5 vezes
na producdo por Z. mobilis 113S, quando adicionado NaCl em concentragéo
0,6 M a um meio de fermentacdo com 10% de sacarose. Entretanto, quando a
concentragdo de sacarose foi aumentada para 65%, o sal mostrou efeito
inibitério sobre a producdo de FOS. Os autores sugerem que a producdo de
FOS frente a este sal é justificada como um mecanismo de osmoprotecéo

desenvolvido pelo microrganismo para a regulacdo da osmolaridade do meio.

Arundhati et al. (2011), em estudos de purificagdo e
caracterizacdo de levasacarase de uma cepa fixadora de nitrogénio -
Acetobacter nitrogenifigens RG1, observaram que Na‘, Ca**, Fe** e Fe** ndo
afetaram a atividade enzimética, entretanto, houve ativacdo em 33% na
atividade hidrolitica da enzima e cerca de 5 a 7 vezes na atividade de
polimerizacdo na presenca do fon Hg?*, quando comparado com o controle. Os
autores sugeriram que o fon Hg** poderia estar envolvido na reorganizacdo da
estrutura tridimencional da enzima, compactanto-a de forma a favorecer a

ligagéo do substrato ao sitio ativo.

Silva et al. (2011) testaram o efeito de K;HPO,, (NH4)2SOs,,
MgS0,4.7H,0, ZnS04.7H,O e MnS0O4.7HO na producdo de FOS por
biotransformacao da sacarose utilizando Aureobasium pullulans verificando que

0 MnSO, apresentou efeito significativo e positivo (a=0,2).

Belghith et al. (2012) estudaram a produgéo de levanasacarase
de Bacillus sp para a sintese de FOS e levana, verificando que FeSO, ativou

em 4 vezes e MgSO, ativou em 3 vezes a atividade da enzima.
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2.2.4 Substratos Alternativos na Producédo de FOS

O uso de substratos alternativos (subprodutos ou residuos
industriais) tem sido uma tendéncia crescente em processos biotecnolégicos,
quando se visa minimizar os custos na manufatura de produtos passiveis de
serem obtidos em processos fermentativos. O melago e caldo de cana-de-
acucar tém recebido especial atencdo devido a seu baixo custo, alta
disponibilidade e alto teor de acgucares fermentesciveis (BICAS, et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2007).

A producéo de frutosiltransferases (FTases) por fermentacdo de
Aspergillus oryzae CFR 202 utilizando farelo de arroz e farelo de trigo com
substratos alternativos, foi testada por Sangeetha; Ramesh; Prapulla (2004).
Estas enzimas mostraram alta produtividade de FOS — cerca de 60% (w/v) em

8 horas de reacdo.

Shin (2004) utilizou melagco de cana-de aglucar como substrato
para a producédo de FOS por Aureobasidium pullulans KCCM na concentracdo
de 360 g. L™ a 55 °C por 24 horas, com rendimento de 166 g. L™.

Silva (2008) isolou e identificou fungos Penicilium sp e
Aureobasidium pullulans e uma bacteria Bacillus sp e testou a eficiéncia destes
microrganismos na producdo de FOS, em sacarose e melaco de cana. O
melaco com 55,68% de acUcares redutores totais (ART) foi diluido a 20, 30 e
40% de ART. Os melhores rendimentos foram obtidos na diluicdo de 40% de
ART e todas a linhagens apresentaram eficiéncia na produgédo de FOS, com
rendimento na producéo total de 60,07% para o meio sintético de sacarose e

40,8% em meio com melago como substrato em 24 horas de fermentagéo.

Ghazi et al. (2006) utilizaram xarope de acucar e melaco de
beterraba, como substratos para a sintese enzimatica de FOS. Utilizando
aproximadamente 10U (unidade de atividade de transfrutosiltagdo) por grama
de sacarose, a producdo de FOS foi de 388 mg. mL™* em 30 horas de reacéo
com xarope de agticar como substrato e 235 mg. mL™ em 65 horas utilizando o

melago de beterraba.
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2.3 FUNCIONALIDADE DOS FOS

Frutooligossacarideos desempenham funcdes importantes no
organismo humano e animal sendo sua atividade prebidtica a de maior

relevancia.

O efeito prebidtico dos FOS no trato gastrointestinal resulta em
outros beneficios ao organismo, dentre os quais se destacam a reducdo da
pressdo sanguinea em pessoas hipertensas, alteracdo do metabolismo de
acidos gastricos, reducdo da absorcdo de carboidratos e lipideos, controle de
glicemia, incremento na biodisponibilidade de nutrientes e minerais, aumento
da producdo de compostos imuno-estimulantes, que possuem atividade
antitumoral, diminuicdo da producéo de toxinas e compostos carcinogénicos e
auxilio da restauracdo da flora intestinal normal durante terapia com
antibiéticos (BURIGO et al., 2007; FORTES; MUNIZ, 2009; LICHT;
EBERSBACH; FROKIAR, 2012; KAUME et al., 2011; VAN VLIES et al., 2012).

Efeitos benéficos da ingestdo de FOS séo reportados em varios
estudos. Burigo et al. (2007) verificaram o efeito bifidogénico de FOS em
pacientes com neoplasia hematoldgica, concluiram que a suplementacdo com
FOS teve efeito positivo, promovendo um aumento significativo de

bifidobactérias fecais em escala logaritmica de 11,8 para 14,8.

Tuohy et al. (2001) testaram o efeito prebiético de biscoitos
contento goma-guar e FOS, em um estudo com voluntarios humanos, e
verificaram um aumento significativo de Bifidobacterias sp. com a ingestao dos
biscoitos experimentais, quando comparado com os resultados da ingestao de
biscoitos placebos. O niimero de Bifidobacterias aumentou de 9,10 log *° cel/g
de fezes no pré-tratamento para 9,59 log *° cel/g de fezes apés a ingestéo dos

biscoitos experimentais contendo 6,6 g de FOS e 3,4 g de goma-guar.

Kaume et al. (2011) investigaram efeitos da complementacdo de
5% (w / w) de FOS na dieta de ratos obesos, na melhoria dos perfis de lipideos
e glicose no soro e figado e verificaram redugdo em 12% em niveis lipidicos
totais no figado e reducéo de insulina no soro sanguineo em 3,6 vezes, quando

comparado com o grupo controle.
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O efeito de FOS e galactooligossacarideos (GOS) na resposta
imune foi testado por Van Vlies et al. (2012) em ratas gravidas verificando que,
em comparagao com ratas virgens, a suplementagédo com GOS e FOS suscitou
reacao imunoldgica mais tolerante, reduzindo a resposta de hipersensibilidade,
além de um aumento significativo no numero de macréfagos ativados na
placenta. Ratas virgens que foram alimentadas com FOS e GOS, também
tiveram melhora significativa na resposta a vacinacdo em comparagdo com

ratos controle.

2.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS E SAUDE HUMANA

Nos ultimos anos, mudancas nos estilos de vida e nas dietas
alimentares, em fungéo do desenvolvimento econdmico e da industrializagéo,
sdo profundas e rapidas, causando impacto no estado nutricional das
populacées, com implicacdes na saude, especialmente em condi¢bes crénicas
como doencas cardiovasculares, sobrepeso, obesidade, hipertenséao,
dislipidemias, diabetes, sindrome metabdlica, cancer e osteoporose. A
Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios, PNAD 2008, demonstrou que a
medida em que a idade avanca, aumenta a incidéncia das doencgas cronicas,
de tal modo que 79,1% dos brasileiros de 65 anos ou mais e 31,3% da
populacdo geral (60 milhGes de pessoas) relatam ser portadores dessas
doencas (BRASIL, 2012).

Por serem de longa duragdo, as doencas crbnicas sdo as que
mais demandam acdes, procedimentos e servicos de saude e estimativas de
gastos com internacdes e atendimentos ambulatorias relacionados a estas
doencas estdo em torno de R$ 7,5 bilhbes por ano (COUTINHO; GENTIL;
TORAL, 2008).

Concomitante a essa problematica, observa-se um acelerado
aumento na demanda por alimentos que satisfagam as necessidades
nutricionais basicas e tenham efeitos fisiolégicos benéficos nos consumidores,

inserindo-se, neste quesito, os alimentos funcionais (MORAES; COLLA, 2006).
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A busca por alimentos funcionais teve inicio na década de 80, no
Japéo, através de um programa de governo que tinha como objetivo a reducdo
de gastos com saude publica através do desenvolvimento de alimentos
saudaveis para uma populacdo que envelhecia e apresentava uma grande
expectativa de vida. A partir de entdo, em 1991, essa categoria de alimentos foi
regulamentada, recebendo a denominacdo "health foods”, que, na lingua

portuguesa fica denominado “alimentos funcionais” (ANJO, 2004).

Alguns critérios foram estabelecidos para que um alimento seja
considerado funcional: devem ser alimentos convencionais e serem
consumidos na dieta normal/usual e seus efeitos devem ser obtidos em
guantidades nao toxicas; devem ter efeitos positivos além do valor basico
nutritivo, que pode aumentar o bem-estar e a saude e/ou reduzir o risco de
ocorréncia de doencas; devem ser compostos por componentes naturais; a
alegacdo da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico; pode ser
um alimento onde a natureza de um ou mais componentes tenha sido
modificada e, por fim, ndo devem ser destinados a tratamentos ou cura de
doencas (MORAES; COLLA, 2006; ROBERFROID, 2002).

A classificacdo dos alimentos funcionais insere-se fibras, acidos
graxos poli-insaturados, fito-quimicos, peptideos ativos (arginina e glutamina),
probioticos (Lactobacilos acidofilos, L.casei, L. bulgéarico e L.lactis) e prebioticos
(inulina e frutooligossacarideos) (MORAES; COLLA, 2006).

Prebidticos podem ser utilizados em uma ampla variedade de
aplicagOes, principalmente na industria alimenticia devido a suas propriedades
e funcionalidade que, por sua alta relacdo com a saude do sistema digestivo
humano, impulsiona o mercado destes produtos (FEICK, 2009).

A maior parte do mercado prebidtico é regida pela fabricacdo de
frutanos do tipo inulina e frutooligossacarideos. Esse mercado movimentou, em
2008, cerca de 295,5 milhdes de euros, com previsdo de chegar a 766, 9
milhées em 2015, representando um volume de 204,8 toneladas e taxa de
crescimento anual de 14%. Entretanto, os nimeros conferidos em 2008 foram
superiores aos previstos, o que demonstra a grande ascensao do mercado
destes produtos (FEICK, 2009; MORRIS; MORRIS, 2012).
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2.5 FOS COMO INGREDIENTE ALIMENTAR FUNCIONAL

No contexto atual, observa-se um acelerado aumento na
demanda por alimentos que além de conterem ingredientes satisfatorios as
necessidades nutricionais, de forma anéloga, tenham funcionalidade na

prevencao de doencgas cronicas emergentes (PATEL; GOYAL, 2011).

Frutooligossacarideos (FOS) s&o ingredientes alimentares por
serem designados aclUcares ndo convencionais com grande impacto na
industria alimenticia devido as suas caracteristicas funcionais, aspectos
fisiologicos e fisicos: apresentam cerca de um ter¢co do poder adocante da
sacarose e possuem alta solubilidade em agua e solventes organicos. S&o
acucares nao precipitaveis e, portanto, ndo promovem sensacao de areia ou
secura na boca; ndo sdo degradados na maioria dos processos de
aguecimento, mas, podem ser hidrolisados em frutose quando submetidos a
condicBes acidas (FORTES; MUNIZ, 2009; YUN, 1996).

Considerando as caracteristicas e funcionalidade dos FOS, estes
podem ser aplicados na induastria alimenticia, sendo utilizados tanto para
enriquecimento nutricional como para melhoramentos em caracteristicas
reolégicas dos alimentos. FOS podem ser usados na fabricacdo de sorvetes,
sobremesas lacteas, iogurtes, e outros produtos que tenham no rotulo
especificacoes de “baixo teor de acgucar’, “sem adicdo de acucar’, em
formulacbes de produtos para diabéticos e em produtos funcionais que
promovam efeitos adicionais como prebidticos, simbibticos e fibras dietéticas.
Podem, também, ser utilizados em produtos de panificacédo, gerando produtos
com teor reduzido de agucar, em barras de cereais, sucos, néctares frescos,
produtos de confeitaria, entre outros, e, também em produtos alimentares para
animais (PASSOS; PARK, 2003).

Hauly et al. (2005) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas,
microbiolégicas e o indice de aceitacdo na elaboracdo de iogurte de soja
suplementado com FOS, observando aumento da viabilidade das bactérias
laticas no iogurte, além de alteracdes em propriedades reoldgicas, neste caso,
com aumento da viscosidade. Os autores sugeriram que 0 aumento da

viscosidade esteja relacionado as caracteristicas higroscopicas dos FOS, de
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forma que estes se ligam as moléculas de agua, formando uma rede coesa, 0
que promove o aumento da consisténcia do meio, através da formacdo de um
gel estavel. As analises sensoriais neste estudo mostraram indice de aceitacédo
meédio de 71,2%, sendo que 77,6% dos provadores atribuiram notas iguais ou

superiores a 6.

Dutcosky et al. (2006) desenvolveram barras de cereais com
propriedades prebidticas utilizando inulina (1), oligofrutose (OF) e goma acacia
(GA) e, por teste de preferéncia obtiveram duas formulacfes otimizadas: 50 %
de | + 50 % de OF + 0 % de GA e 8,46 % de | + 66,16 % de OF + 25,38 % de
GA. A composicdo quimica das duas formulacdes otimizadas tiveram valores
caldricos reduzidos em 18-20 % e aumento médio de 200 % em fibra total,

guando comparadas com a formulacao controle.

O efeito da suplementacéo de inulina e FOS sobre propriedades
reologicas e sensoriais de paes foi estudado por Morris e Morris (2012) com
objetivo de observar a viabilidade e aceitacao destes produtos. Verificou-se que
o efeito da suplementacdo de inulina / FOS em propriedades texturais e
sensoriais depende do tipo de prebidtico (grau de polimerizacdo), da
guantidade acrescentada e da forma como o prebiotico é introduzido a massa
(em pbé ou gel, por exemplo). Os principais impactos sobre caracteristicas
reolégicas relatados foram: reducdo no tamanho/volume do pédo, aumento da
dureza do miolo e crostas mais escuras. Os autores concluiram que a adicao
de 5% de inulina/FOS é viavel e contribui para a ingestdo de 0,7- 1,2 g de

prebidtico por fatia de pdo consumida.

A ingestdo de FOS em 10 g /dia/ pessoa é considerada segura
para efeitos colaterais como flatuléncia e desconfortos intestinais (PASSOS;
PARK, 2003).

2.6 BARRAS DE CEREAIS

O crescente interesse dos consumidores por alimentos nutritivos,

naturais, seguros e com aporte calorico balanceado levou ao desenvolvimento
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e ascensdao das barras de cereais, com avanco de pesquisas voltadas a formas

inovadoras de apresentacdo deste alimento.

No Brasil, a primeira barra de cereais foi lancada pela empresa
Nutrimental em 1992 com a denominacdo Chonk mas, somente dois anos
depois, quando a mesma empresa lancou a barra Nutry, ganhou espaco no
mercado e atualmente é um de seus principais produtos. Ja em 2005, varias
empresas fabricavam barras de cereais disputando um mercado de R$ 80
milhdes a um crescimento de 25 % ao ano (SANTOS, 2010).

Cereais em barras constituem uma categoria particular de
produtos de confeitaria de forma retangular, que se modificou com o passar
dos anos, de um produto “duro” e crocante para um produto “macio” e
mastigavel. S&o vendidos em embalagens individuais, sdo féaceis de
transportar, apresentando-se como um meio pratico e conveniente de ingerir

nutrientes e repor energia (BRITO et al., 2004).

Ingredientes para as formulagdes de barras de cereais podem ser
classificados em trés grupos: secos, aglutinantes e compostos de revestimento,
sendo o ultimo opcional. Os principais aspectos considerados na elaboracéo
desses produtos incluem a escolha do cereal (aveia, trigo, arroz, entre outros);
a selecao do carboidrato apropriado de forma a manter o equilibrio entre o
sabor, valor nutricional, preservacdo da estabilidade durante o processamento
e do prazo de validade do produto (CARVALHO, 2008).

Atributos sensoriais como aroma, sabor, textura e aparéncia sao
fatores importantes e interferentes na intencdo de compra dos consumidores
de forma que, associados a procura por beneficios a saude, tém possibilitado o
desenvolvimento de barras de cereais com novos ingredientes alimenticios,
nutritivos e funcionais (MATSUURA, 2005; SILVA et al., 2009).

As formulacdes das barras podem ter niveis de complexidade
variados e as propor¢cdes entre os grupos de ingredientes podem ser
estabelecias em 20-60% de graos integrais do grupo de aveia, trigo, flocos de
trigo, cevada, flocos de cevada com casca, sorgo e milho; 35-60% de
aglutinantes, incluindo composi¢cdes de carboidratos como xaropes, caramelos

compostos por oligofrutoses, inulina e misturas dos mesmos, e 5-40% de
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compostos de revestimento podendo conter gordura, carboidratos, flavorizantes
e fiboras (COLEMAN et al., 2007 apud TORRES, 2009).

Em formulacdes de barras de cereais, os componentes e suas
propor¢des ocorrem de forma variada. Ramakrishna, Reddy, Reddy (2005),
patentearam uma formulacéo de barra de cereal que inclui agcicar mascavo de
30 a 50%; xarope de glucose de 25 a 45%; gordura de 0 a 15%; produtos de
arroz extrusado de 8 a 20%; amidos de 0,5 a 5.0%; amendoins torrados de 0 a
15%; e agua de 5 a 12%. Becker e Kruger (2010) desenvolveram barras de
cereais utilizando ingredientes alternativos: sementes e farinha de casca de
maracuja e sementes de abdbora, meldo e melancia além dos ingredientes
basicos, flocos de aveia, acucar mascavo, flocos de arroz, gergelim, linhaca e

mel.

2.7 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS E METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE
RESPOSTA NA OTIMIZAGCAO DE PROCESSOS DE PRODUGCAO

Os planejamentos experimentais sao ferramentas importantes
gquando o objetivo é obter as condicdes otimizadas de um processo,
desenvolver formulagbes de produtos dentro das especificacdes desejadas e
avaliar os efeitos ou impactos que os fatores tém nas respostas desejadas

(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001)

O uso de planejamentos experimentais € uma prética crescente
sendo aplicado em uma variedade de atividades cientificas e industriais
visando obter vantagens como reducao de variagbes nos processos e melhor
concordancia entre os dados obtidos e reducdo em tempo e custo nos
processos. A economia e eficiéncia dos planejamentos experimentais se deve
ao fato de os dados gerados resultarem em modelos matematicos que
descrevem os fendmenos com um numero reduzido de experimentos
(CALADO; MONTGOMERY, 2003).

Para a organizacdo dos planejamentos, deve-se definir os
parametros do processo, as variaveis controle e as variaveis resposta para se

obter como resultados, coeficientes numéricos, superficies de resposta e
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variaveis estatisticas que permitam validar o experimento, mensurar sua
capacidade preditiva e fazer previsdes. A validacdo do experimento e da sua
capacidade preditiva ocorre pela analise de varidveis estatisticas como o
coeficiente de determinacdo (R? que pode variar de 0 a 1 de maneira que
guanto mais proximo a 1, maior é a sua capacidade preditiva. Outra variavel
importante é a probabilidade de significAncia do modelo; esta determina se o
modelo ajustado pode ser utilizado para descrever a relagao entre os fatores
testados e as respostas obtidas (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

A metodologia de superficie de resposta € um delineamento
estatistico de experimentos que utiliza técnicas matematicas e estatisticas para
a modelagem e andlise de problemas nos quais a resposta de interesse €&
influenciada por uma ou mais variaveis e o0 objetivo € otimizar esta resposta.
Dessa forma, os fatores que afetam o processo podem ser otimizados de
acordo com as especificacdes do produto final requerido. Isso pode ser

expresso como:
y=f (X1, X2,...) + €

onde X;, Xo sdo as variaveis independentes e y a resposta
dependente das variaveis. A variavel dependente y é uma funcdo de Xxi, x;e a
extensado do erro experimental e. O termo erro experimental € denotado como a
medicdo do erro de uma resposta bem como outros tipos de variacdes que
porventura ocorrer em f, sendo, portanto, um erro estatistico assumido para a

distribuicdo normal de médias e variancia (KHURI; MUKHOPADHYAY, 2010).

s

A analise de variancia (ANOVA) é empregada para a
determinacdo das variaveis significativas no processo uma vez que permite a
classificacdo e classificacdo cruzada dos resultados estatisticos sendo estes
testados por diferencas especificas destas classificdes através do teste F . O
valor de F é definido pela razéo entre a raiz quadrada da média de regressao e
o erro, representando a significancia de cada variavel no modelo testado
(BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

A metodologia de superficie de resposta € uma ferramenta
importante em concepc¢fes, formulagcbes, desenvolvimento e andlise de

produtos de interesse cientifico, uma vez que possibilita a otimizacdo de
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processos. A producéo de FOS pode utilizar esta metodologia estatistica para a
otimizacdo de meios de cultivos e parametros fermentativos que possam
influenciar as respostas pretendidas (SANGEETHA et al.,, 2004; LIU et al.,
2010; SILVA et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a producao de frutooligossacarideos por Bacillus subtilis natto
CCT 7712 por metodologias estatisticas para aplicacdo como prebidtico em

barras de cereais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a producdo de FOS por B. subtilis natto variando
temperatura, tempo e concentracdo de sacarose por metodologia
de superficie de resposta;

e Verificar o efeito de sais na producédo de FOS com delineamento
experimental de mistura;

e Testar o efeito do melaco e caldo de cana-de-agUcar na producao
FOS;

e Produzir, separar e purificar os FOS;

e Desenvolver formulagcbes de barras de cereais utilizando
diferentes concentracdes de FOS;

e Caracterizar as barras de cereais quanto a sua composi¢ao
centesimal,

e Avaliar as propriedades sensoriais das barras de cereais

desenvolvidas em testes de aceitacdo e intengcédo de compra.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismo

Para a producédo de FOS, foi utilizado o Bacillus subtilis natto CCT
7712, microrganismo isolado do alimento japonés Natto pelo Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina e
identificado pela Colecdo de Culturas Tropicais - Fundagdo André Tosello —

Campinas — SP.

4.1.2 Substratos alternativos para fermentacdes

O melago de cana-de-acucar, utilizado para a producédo de FOS,
foi cedido pela COROL Cooperativa Agroindustrial e o caldo de cana adquirido

no comeércio local.

4.1.3 Meios de cultivo

4.1.3.1 Meio de preservacao
Tabela 1 - Meio de preservacao para B. subtilis natto.

Componentes Concentracao
(gL?

Peptona 50

Extrato de carne 30

Agar 20

4.1.3.2 Meio de in6culo
Tabela 2 - Meio de in6culo para B. subtilis natto.

Componentes Concentracao
(9.L?
Sacarose (comercial) 100
Extrato de levedura 2
KH,PO,4 2
(NH4)2S0Oq4 1
MgSO4(7H20) 0,5

Fonte: CALAZANS et al., 2000



4.1.3.3 Meio de fermentacao

Tabela 3 - Meio de fermentacao

Componentes Concentrlagéo
9.L7)

Sacarose *
Extrato de Levedura 2
KH,PO4 1
(NH4)2S0O4 3
MgSOy4(7H20) 0,6
MnSO4 0,2

* Concentragdo variavel de acordo com as condi¢des dos

delineamentos experimentais.

Fonte: EUZENAT,; GUIBERT,; COMBES, 1997, modificado

4.1.3.4 Meio de fermentacao para verificacdo do efeito de sais

36

Tabela 4 - Meio de fermentacao para o efeito de sais na producao

de FOS.

Componentes Concentracdo (g.L™)
Sacarose *
Extrato de Levedura 2
(NH4)>S04 (7H20) o
MnSO. (H,0) o
ZnS0O, 7 H,0 *x

NaCl *x
KH,PO, 1
MgSO4(7H.0) 0,6

* Concentracao otimizada em estudos anteriores;

** Valores variaveis de acordo com o planejamento estatistico de

mistura de sais (item 4.2.2.4).
Fonte: SILVA, et al. (2011), modificado.
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4.1.3.5 Meios de fermentacédo com substratos alternativos

Tabela 5 - Meio de fermentacdo com caldo de cana.

Componentes Concentracdo (g.L™Y)
Sacarose + caldo de cana *

Extrato de Levedura 2

KH2PO4 1
(NH4)2SO4 3
MgSO4(7H,0) 0,6

MnSO4 0,2

* Associacdo do caldo de cana e sacarose para obtengcdo da concentracdo de
sacarose otimizada em etapas anteriores da sintese microbiologica de FOS.

Tabela 6 - Meio de fermentacdo com melaco de cana.
Componentes Concentracéo

(gL

*

Melago de cana

Extrato de Levedura 2
KH>PO4 1
(NH4)2S0O4 3
MgSO4(7H,0) 0,6
MnSQO,4 0,2

*Diluicdo do melago para obtencdo da concentrac@o de sacarose otimizada em
etapas anteriores da sintese microbioldgica de FOS.

4.1.4 Ingredientes Utilizados na Elaboracao de Barras de Cereais

Os ingredientes utilizados na elaboragédo de barras de cereais
estdo listados na Tabela 7. Estes foram adquiridos no comércio local, com
excecdo dos FOS, que foram produzidos por fermentagdo nos laboratérios do
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de

Londrina.
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Tabela 7 - Ingredientes secos e aglutinantes utilizados nas formulac¢des de
barras de cereais.

Formulac¢des (g/1000g)

A B C D
Ingredientes Secos
Aveia flocos finos 140 140 140 140
Farinha de trigo integral 100 100 100 100
Castanha do Para 60 60 60 60
Amendoim 50 50 50 50
Flocos de arroz 120 120 120 120
Fruta desidratada 60 60 60 60
(morango)
Aglutinantes
Aclcar mascavo 100 100 100 100
Agua (mL) 180 180 180 180
Gordura Vegetal 40 40 40 40
Xarope de glicose 150 100 50 *
FOS * 50 100 150

* Auséncia do ingrediente

4.2 METODOS

4.2.1 Preservacao dos Microrganismos

O Bacillus subtilis natto foi crescido a 37°C, por 48 horas em meio
de preservacdo descrito no item 4.1.2.1, Tabela 1 e mantido a 4°C em camara

refrigerada. O repique das células foi realizado a cada quarenta e cinco dias.

4.2.2 Métodos Fermentativos

4.2.2.1In6culo

O inéculo foi obtido por fermentagcdo submersa a 37 °C por 48
horas em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio
(composicédo descrita no item 4.1.3.2). Ap0s o tempo de cultivo, 0 meio foi

centrifugado por 15 minutos a 9056 xg e as células ressuspensas
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assepticamente em solucdo salina (NaCl 0,9 %). Realizou-se leituras de
absorvancia a 400nm e estas foram correlacionadas com a curva de biomassa
em g.L™. Todas as fermentacées foram padronizadas com inéculo de 0,2 g L™

de células.

4.2.2.2 Producédo de FOS

Com objetivo avaliar o efeito de parametros fermentativos e obter
a otimizacdo da producao de FOS, as fermentacbes seguiram delineamento
experimental Box-Behnken, com trés repeticbes no ponto central, totalizando
15 ensaios (Tabela 8). As variaveis testadas foram: concentracdo de sacarose

(X1), temperatura (X;) e tempo de fermentacao (X3z).

Realizou-se dois delineamentos experimentais nos quais foram
testados diferentes niveis das variaveis (Tabela 8) com objetivo de obter a faixa
de variacdo que correspondesse a otimizagcdo nas respostas: producédo (Y1) e
produtividade (Y;) de FOS. Os niveis decodificados das variaveis testadas nos
delineamentos sao representados na Tabela 8. O pH e a agitacdo foram
fixados em 7,7 e 230 rpm, respectivamente; condi¢cdes estabelecidas em

estudo anterior (Silva et al. 2014).

As fermentagbes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de
125 mL, contendo 25 mL de meio com composicado descrita no item 4.1.3.3; a
interrupcdo das mesmas ocorreu por centrifugacdo a 9056 x g, 15 minutos a
4°C para separacao da biomassa. A partir do sobrenadante foram analisadas a
producéo (g. L™) e produtividade (g.L™*.h™) de FOS.

Os resultados obtidos foram comparados com o valor esperado

ao nivel de 5% de significancia, realizado no programa Statistica 9.0.
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Tabela 8 — Delineamento experimental Box- Behnken para testar o efeito da
concentracédo de sacarose, temperatura e tempo de fermentacdo na producéo
e produtividade de FOS por B. subtilis natto

Niveis codificados Respostas
(Y1) (Y2)
Ensaios X1 X2 X3 FO_Sl ng 1
(9. L) (g. L. h")
1 + + 0
2 + - 0
3 - + 0
4 - - 0
5 + 0 +
6 + 0 -
7 - 0 +
8 - 0 -
9 0 + +
10 0 + -
11 0 - +
12 0 - -
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
_ Niveis reais
Variaveis - 0 ¥
(X1) Sacarose 200 300 400
Delineamento (9. L
experimental (X2) Temperatura 35 45 55
| Q)
(X3) Tempo 12 24 36
(h)
(X1) Sacarose 325 400 475
_ (0- L
Delineamento () Temperatura 30 35 40
experimental (°C)
I (Xs) Tempo 24 36 48

(h)
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4.2.2.3 Cinética de producéo de FOS

Para avaliar a influéncia do tempo de fermentacdo na
producdo de FOS, foram realizadas fermentacdes variando o tempo em 12, 24,
36, 48, 60 e 72 horas.

As fermentacbes foram em frascos Erlenmeyers de 125 mL,
contendo 25 mL de meio com composicdo descrita no item 4.1.3.3 com
sacarose a 400 g. L™; pH 7,7; 230 rpm e 35°C. Os ensaios foram em triplicata
e, apds cada tempo, as fermentacbes foram interrompidas por centrifugacao a
9056 x g, 15 minutos a 4°C para separacao da biomassa e obtencéo do extrato
livre de células (ELC). A partir do ELC, foram analisado a producdo (g. L™) e
produtividade (g.L%.h?) de FOS. As determinacbes de FOS total foram
definidas como a soma das producdes de nistose e cestose.

4.2.2.4 Influéncia de sais na producéo de FOS

A partir das condi¢des otimizadas na etapa anterior (Item 4.2.2.2)
realizou-se nova fermentacéo para verificar a influéncia de sais na producéo de
FOS utilizando delineamento estatistico de misturas, com quatro repeticdes no

ponto central, totalizando 14 experimentos (Tabela 9).

A concentracdo dos sais variou em (g. L™): (NH4)>SO, (X,) de 3 a
12; MnSO,4 7H,0 (X;) de 0,2 a 0,8; ZnSO4 7H,0 (X3) de 0,0063 a 0,025 e NaCl
(X4) de 8,75 a 35.

As fermentagbes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de
125 mL, contendo 25 mL de meio com composi¢ao descrita no item 4.1.3.4, a
interrupcdo das mesmas ocorreu por centrifugacdo a 9056 x g, 15 minutos a
4°C para separacao da biomassa. A partir do sobrenadante foram analisadas a
producéo (g. L™) e produtividade (g.L™*.h™) de FOS.
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Tabela 9 - Delineamento estatistico de mistura para avaliar o efeito de sais na

producgéo de FOS por B.subtilis natto.

Variaveis codificadas Componentes
X1 X5 X3 X4
X1 X Xg X4 (NH4),;SO;  MnSO, Znso, NaCl
Ensaios (g.L% (g-L™) (9.L% (9.L%
1 1,00 0,00 0,00 0,00 12 0 0 0
2 0,00 1,00 0,00 0,00 0 0,8 0 0
3 0,00 0,00 1,00 0,00 0 0 0,0255 0
4 0,00 0,00 0,00 1,00 0 0 0 35
5 0,50 0,50 0,00 0,00 6 0,4 0 0
6 0,50 0,00 0,50 0,00 6 0 0,0125 0
7 0,50 0,00 0,00 0,50 6 0 0 17,5555
8 0,00 050 0,50 0,00 0 0,4 0,0125 0
9 0,00 050 0,00 0,50 0 0,4 0 17,5555
10 0,00 0,00 0,50 0,50 0 0 0,0125 17,5555
11@® 0,25 0,25 0,25 0,25 3 0,2 0,0063 8,7555
12®) 0,25 0,25 0,25 0,25 3 0,2 0,0063 8,7555
13®) 0,25 0,25 0,25 0,25 3 0,2 0,0063 8,7555
14®) 0,25 0,25 0,25 0,25 3 0,2 0,0063 8,7555

@ Ponto central;
® Replicatas do ponto central.

4.2.2.5 Producao de FOS utilizando substratos alternativos

A partir das condicbes previamente otimizadas quando aos

parametros fermentativos (concentracdo de sacarose, temperatura, tempo de

fermentacdo) e adicdo de sais, realizou-se fermentag¢des utilizando caldo e

melaco de cana para analisar a producédo de FOS.

O caldo e o melago foram, previamente, quantificados quanto aos

teores de acucares totais (AT) pelo método fenol-sulfdrico (Dubois et al. 1956).

As concentracdes de acglcares dos meios de fermentacdo foram ajustadas em

200, 300 e 400 g. L. Para o melaco foram realizadas diluicdes até atingir as
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concentracfes e para 0 caldo os ajustes foram com adicdo de sacarose
comercial. As fermentacdes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 125
mL, contendo 25 mL de meio (item 4.1.3.5) mantidas em incubagcao por 24
horas a 230 rpm e 35 °C. As fermentacdes foram em triplicata e a producéo de

nistose foi determinada no sobrenadante, apés centrifugacao.

4.2.2.6 Producédo de FOS para aplicacdo como ingrediente em
barras de cereais

Na melhor condicdo dos parametros testados (sacarose,
temperatura, tempo de fermentacdo e adicdo de sais) na producao de FOS,
estabelecida nas etapas anteriores, foram realizadas fermentagbes em escala

maior para a obtencao e aplicacdo como ingrediente em barras de cereais.

As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 1L,
contendo 250 mL de meio (item 4.1.3.3) em sacarose a 475 g. L™*, em pH 7,7 a
230 rpm, 35 °C por 24 h. As fermentagcbes foram interrompidas por
centrifugacédo a 9056 xg para a obtencdo do extrato livre de células (ELC). O
ELC foi filtrado em membrana Ultracel YM de porosidade de 3 kDa para
remocdo dos polissacarideos. Apos filtracdo do ELC, os FOS foram
precipitados com etanol absoluto gelado na proporc¢éo (1:3 v/iv) (BEKERS et al.,
2002). O precipitado foi seco a 70°C até completa eliminacdo do solvente. As
determinacdes de FOS foram por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

4.2.3 Métodos Analiticos

4.2.3.1 Curva de biomassa

Para confeccionar a curva de biomassa do Bacillus subtilis natto
CCT7712, um cultivo foi realizado em sacarose e a biomassa, obtida apos
centrifugacéo foi lavada com agua destilada e ressuspensa em solugdo salina
NaCl 0,9 g/%. Uma aliquota de 1 mL foi submetida a uma sequéncia de
diluices para a obtencéo de leituras de 0,1 a 0,7 de absorvancia em A = 400

nm. Paralelamente, 3 aliquotas de 1 mL foram distribuidas em cadinhos,
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previamente tarados e levados a estufa (70°C), até atingir peso constante. Em

seguida, os dados foram plotados relacionando absorvancia x peso seco g. L™.

4.2.3.2 Quantificacdo da biomassa

Ao final das fermentacbes, o0s meios de cultivo foram
centrifugados a 9056 xg por 15 minutos a 4°C, a biomassa foi ressuspensa em
solugao salina (NaCl 0,9 g/%) e determinada por espectrofotometria a A = 400

nm. O valores obtidos foram relacionados & curva de biomassa em g.L™.

4.2.3.3 Determinacéo de FOS

As fermentacbes foram interrompidas por centrifugacdo para
separacao da biomassa e obtencdo do extrato livre de células (ELC). O ELC
foi submetido a ultrafiltracdo em membrana com porosidade de 3 kDa para
concentracdo dos FOS e remocao dos polissacarideos. A partir do ELC

ultrafiltrado, determinou-se a producao de FOS.

A quantificacdo dos FOS foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) utilizando equipamento Shimadzu acoplado a um
detector refratométrico diferencial Shimadzu RID-102 e coluna AMINEX
Carbohidrate HPX-87C (300 x 7,8 mm Biorad). A coluna foi mantida a 80 °C e
as amostras (20 pL) foram eluidas a um fluxo de 0,6 mL/min com agua Milli-Q.
Os FOS foram quantificados utilizando curvas de calibracdo de cestose (GP; —
504,44 Da) e nistose (GP3; - 666,58 Da), grau HPLC da Sigma-Aldrich, como
padrées. A producdo de FOS total foi determinada pela soma de cestose e

nistose e expressa em g. L ™.

As respostas obtidas dos modelos experimentais foram
submetidas ao programa STATISTICA 9.0 para analise de variancia (ANOVA)

em nivel de significancia de 5%.
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4.2.4 Elaboracéo de Barras de Cereais

Os FOS, obtidos por fermentacdo em larga escala, na condi¢cao
otimizada, foram aplicados, juntamente aos demais ingredientes (Tabela 7)
para a elaboracdo de barras de cereais. As barras foram elaboradas em lotes
de 1,5 Kg de acordo com o fluxograma ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Fluxograma de elaboracéo das barras de cereais
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As barras de cereais foram elaboradas no Laboratorio de
Avaliacao Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
UEL e o processo foi realizado em duas etapas: primeiro foi preparado o
xarope de aglutinacdo por aquecimento dos ingredientes aglutinantes (Tabela
7) e por ultimo, os ingredientes secos (Tabela 7) foram tostados e misturados

ao xarope aglutinacéo.

A formulacdo base foi composta por 53% de insumos secos e
47% de xarope de aglutinacdo, sendo isenta de FOS. Nas formulacdes testes,
os FOS foram adicionados em 5, 10 e 15% em substituicAo ao xarope de
glicose. As concentracdes de FOS definidas de acordo Franck (2002), que
relata como concentracéo ideal de oligofrutoses em cereais os valores entre 2
a 15% (v/v), e com Passos e Park (2003) que recomendam o consumo de
doses diarias de FOS de 10 g/dia.

4.2.4.1. Composicdo quimica centesimal

Andlises de composicao quimica centesimal foram realizadas nos
Laboratérios de Analises Fisico/Quimicas do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UEL. As determinacfes de umidade, proteinas,
lipideos e cinzas foram realizadas de acordo com as normas da AOAC (1997).
As analises foram realizadas em triplicata e 0s resultados expressos em

porcentagem.

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, em estufa,
baseando-se na perda de peso do material submetido a aquecimento a 105 °C

até peso constante.

A determinacao de proteina foi realizada pelo método Kjeldahl, no
qual determina-se, primeiramente o percentual de nitrogénio organico, apés
digestéo, destilacéo e titulagdo da amostra e o valor encontrado € multiplicado

pelo fator de converséao (6,25) em proteina bruta.

O percentual de lipideos foi determinado pelo método de Soxhlet,
realizando-se extragdo a quente com éter de petréleo em refluxo por 6 horas

apos o que, faz-se a quantificacdo por gravimetria.
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O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado pela calcinacéo
das amostras em mufla a 550 °C, até a obtencdo de cinzas claras e
ligeiramente acinzentadas, sendo estas, apds resfriamento, quantificadas por

gravimetria.

Carboidratos totais foram estimados por diferenga, conforme
segue: % Carboidratos Totais = 100 — (Umidade + Lipideos + Proteinas +

Cinzas).

4.2.4.2 Analise de textura instrumental

A textura das barras de cereais foi analisada quanto a dureza e
fraturabilidade em analisador de textura TA.XT. plus (Stable Micro Systems)
com acessorio HDP/3PB e macro Biscuits BIS4-3-PB. O equipamento operou
nas seguintes condi¢cdes: medida de forca em compresséo; velocidade do pré-
teste: 1 mm / s; velocidade do teste: 2 mm / s; velocidade do pds-teste: 10 mm /
s e distancia de 15 mm. As medi¢Oes ocorreram na parte central das amostras;
a forca (N) necessaria para fratura-las foi considerada como a medida da
dureza, enquanto a fraturabilidade foi referida como a distancia até ao ponto de
guebra, sendo esta, inversamente proporcional a fraturabilidade da amostra.
Em grafico bidimensional, a dureza é representada pela abscissa e a
fraturabilidade pela ordenada, conforme exemplo na Figura 3.

Figura 3. Grafico de textura instrumental para analise de dureza e
fraturabilidade
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A analise seguiu delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 6 repeticOes e os dados foram tratados por ANOVA e teste
de comparacao de médias de Tukey (p = 0,005).

4.2.4.3 Analise microbiologica

Andlises microbiolégicas foram procedidas previamente a
avaliagdo sensorial para verificagdo da conformidade ao Regulamento Técnico
sobre padrbes microbiolégicos para alimentos, de acordo com o 0rgao

competente, Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA.

Os microrganismos analisados foram Bacillus cereus, Coliformes
a 45 °C e Salmonella sp e as andlises seguiram metodologia recomendada por
SILVA et al. (1997).

As analises de coliformes a 45°C foram realizadas através da
técnica do Numero Mais Provavel (NMP) em Caldo Lauril Sulfato Triptose

(LST) e contagem em Caldo Verde Brilhante Bile (VB) com tubos de Durhan.

Para a deteccdo de Bacillus cereus, utilizou-se a técnica de
contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) em meio Agar Manitol
Gema de Ovo Polimixina (MYP), seguindo etapas de preparacdo e diluicdes
seriadas da amostra, inoculacdo em &agar MYP, incubacdo, contagem das
colénias presuntivas, confirmacao das colénias em agar nutriente e calculo dos
resultados expressos em UFC/g ou mL em funcdo do namero de col6nias

tipicas, diluicdo inoculada e porcentagem de colbnias confirmadas.

A deteccdo de Salmonelas sp também seguiu a metodologia
recomendada por SILVA et al. (1997) com aplicacdo para qualquer tipo de
alimento, em quatro etapas, conforme segue: 1- Pré-enriguecimento em caldo
seletivo para recuperacdo de células injuriadas; 2- Enriquecimento em caldo
seletivo para inibir a multiplicacdo da microbiota acompanhante e promover a

elevacdo do numero de células de Salmonella sp; 3- Plagueamento seletivo
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diferencial para promover o desenvolvimento preferencial de Salmonella sp,

com caracteristicas distintivas e 4- Verificagdo das col6nias tipicas.

A quantidade méaxima aceitavel para Bacillus cereus segundo
essa categoria de produto é de 5x10% UFC/g, para Coliformes, 5x10°> NMP e
Salmonela sp, ausente em 25 g de amostra. Estas especificacdes seguiram o
requerido pela Resolucdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, da ANVISA que
estabelece os padrbes microbiolégicos sanitarios para alimentos e determina
os critérios para a interpretacdo e conclusdo dos resultados das andlises

microbioldgicas de alimentos destinados ao consumo humano.

4.2.4.4 Avaliagdo sensorial

A andlise sensorial das barras de cereais foi procedida através de
teste de aceitagcdo, no qual avaliou-se os atributos aparéncia, aroma, sabor e
textura, utilizando escala hedbnica estruturada numérica verbal com nove
pontos (1 = desgostei muitissimo; 9 = “gostei muitissimo”). Paralelamente, foi
requerido a cada julgador indicar sua intencéo de compra utilizando escala de 5
pontos com os termos “decididamente eu compraria” e “decididamente eu n&o

compraria” em seus extremos.

A andlise sensorial, previamente aprovada pelo Comité de Etica
da Universidade Estadual de Londrina, (CAAE: 18509313.8.0000.5231;
Parecer: 388.540, 2013), foi realizada no laboratério de avaliacdo sensorial do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e o teste foi aplicado a
uma equipe composta por 99 julgadores néo treinados, de ambos os sexos,

recrutados entre alunos e funcionarios da Universidade Estadual de Londrina.

A avaliacdo ocorreu em cabines individuais, sob luz branca
equivalente a luz do dia; a sessdo foi conduzida para avaliar as quatro
formulacoes (A, B, C e D) que diferiram na concentracdo de FOSem 0, 5, 10 e
15 % (v/v), respectivamente. As amostras, em temperatura ambiente, foram
apresentadas em ordem aleatdria aos julgadores em pratos descartaveis com

codigos de trés digitos aleatorios.
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A analise sensorial seguiu delineamento de blocos completos
casualizados no qual os tratamentos representaram as formulagdes e os blocos

representaram os julgadores.

Os dados obtidos foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacdo de médias de Tukey utilizando-se o Programa

SAS 9.0. O nivel de significancia empregado foi de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho foram apresentados na forma de
artigo cientifico, registro de patente e resultados complementares.

O artigo cientifico intitulado “Alta producéo de nistose por Bacillus
subtilis natto CCT 7712: estudo de fatores fermentativos e substratos
alternativos” é apresentado no item 5.1 e sera submetido de acordo com as

normas do periédico Applied Microbiology and Biothecnology (anexo A).

O pedido de patente intitulado “Obtencdo biotecnologica de
frutooligossacarideos: otimizacdo de processo e aplicagdo em alimento” é
apresentado, parcialmente, no item 5.2. O tépico “Descricdo detalhada” foi
retirado do Formulério de Declaracdo de Invencdo por necessidade de sigilo
até a efetivacdo do registro da patente.

Resultados complementares sdo apresentados no item 5.3.
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5.1 ARTIGO CIENTIFICO

Alta producao de nistose por Bacillus subtilis natto CCT 7712: estudo
de fatores fermentativos e substratos alternativos

Dieyssi Alves dos Santos®, Dionisio Borsato®, Maria Antonia Pedrine Colabone
Celligoi®*

*Departamento de Bioquimica e Biotecnologia e "Departamento de Quimica
Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445 Km 380,
Campus Universitario Cx. Postal 10.011 CEP 86.057-970 Londrina, Parana, Brasil.

* Autor para correspondéncia Tel.: +55 43 33714513

E-mail: macelligoi@uel.br

Resumo

Nistose € um oligbmero de frutose considerado aclcar ndo-convencional com
propriedade prebidtica, podendo ser utilizado no desenvolvimento de produtos
alimenticios que conferem beneficios fisiolégicos aos consumidores. A producdo de
nistose por Bacillus subtilis natto CCT 7712 foi avaliada quanto a concentracdo de
substrato, temperatura, tempo de fermentacdo e adicdo de sais aos meios de cultivo,
utilizando metodologias estatisticas. Também foram avaliados substratos alternativos, o
melaco e caldo de cana-de-acUcar, na producdo de nistose. As fermentacGes ocorreram
em batelada com indculo de 0,2 g. L™ de células a 230 rpm e pH 7,7 e os demais
parametros foram ajustados de acordo com os delineamentos experimentais. A
concentracédo de sacarose € a adicdo de MnSQO, foram os parametros de maior influéncia
na producdo de nistose, mostrando efeito positivo. O microrganismo mostrou alta
eficiéncia com producdo de 179,77 g. L™, produtividade de 7,49 g. L™. h™* e rendimento
de 71,73% em sacarose a 400 g. L™, 35 °C em 24 h e com adicéo de 0,8 g. L™ de
MnSO,. A maior produtividade alcancada foi de 9,36 g. L™-.h™* em sacarose a 300 g.L %,
35 °C e 12 h. O caldo de cana como substrato nas fermentagfes, mostrou ser uma
alternativa viavel para a obtengdo microbiana de nistose, atingindo a produgéo de 97,93
g. L, produtividade de 4,08 g. L™.h™ e rendimento de 52,17% em 24 h a 230 rpm, 35

°C em 300 g. L™ de actcares totais.
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Palavras-chave Frutooligossacarideos. Prebidticos. Bacillus subtilis natto. Caldo de

cana. Melago de cana

Introducéo

Nos ultimos anos, o consumo de alimentos com valor nutricional, que
mantenham a salde e previnam doengas, tem aumentado. Carboidratos ndo digeriveis
como os oligossacarideos tem ganhado destaque devido aos beneficios fisioldgicos
conferidos aos consumidores (Patel e Goyal 2011).

O mercado de prebidticos, principalmente polimeros e oligbmeros de frutose
como inulina e frutooligossacarideos (FOS), respectivamente, movimentou, em 2008,
cerca de 295,5 milhdes de euros, com previsdo de chegar a 766, 9 milhdes em 2015,
representando um volume de 204,8 toneladas com um crescimento anual de 14%,
demonstrando a grande ascensdo do mercado destes produtos. (Morris e Morris 2012)

FOS sdo constituidos principalmente por nistose, cestose e frutofuranosil-nistose
nos quais as unidades frutosil sdo ligadas na posi¢do f-(2—1) da sacarose (Yun 1996);
sdo carboidratos ndo-digeriveis devido a configuracdo dos carbonos anoméricos nas
unidades monossacaridicas ndo serem suscetiveis a atividade hidrolitica das enzimas
digestivas humanas. Os FOS chegam intactos ao c6lon, onde sdo fermentados pelas
bactérias nativas, liberando &cidos graxos de cadeia curta como o butirato, propionato e
acetato. Estes compostos reduzem o pH do cdélon, deixando o ambiente desfavoravel a
proliferacdo de bactérias patogénicas além de serem fonte de energia priméria para as
células do epitélio colbnico (Mussatto e Mancilha 2007). Nistose é um tetrassacarideo
formado por duas unidades frutosil ligadas na posi¢do B-(2—1) da sacarose; devido a
sua estrutura quimica é considerado um composto anticariogénico, possui cerca de 30 %
da docura da sacarose, podendo ser aplicado na industria de alimentos em substituicdo a
acucares convencionais (lkeda et al. 1990).

A producdo de FOS por microrganismos ocorre pela atividade de enzimas
denominadas B-frutosiltransferases ou p-frutofuranosidases que sintetizam FOS a partir
de substratos como a sacarose por tré reacdes enzimaticas: (1) hidrdlise da sacarose em
frutose e glicose, (2) polimerizacdo de unidades frutosil e (3) reagdo de transferéncia de
frutose para um aceptor, sintetizando um oligossacarideo (Hijum 2003). A obtencao de
FOS por microrganismo € uma alternativa viavel considerando que ocorre por cultivos
diretos com as células microbianas em substratos ricos em sacarose e em condi¢des que

podem ser manipuladas, tornando possivel a otimizagdo do processo (Yun 1996).
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A producdo de FOS também pode ser por via enzimatica que ocorre em duas
etapas: na primeira ocorre a producdo da enzima e, na segunda, as enzimas produzidas
sdo utilizadas para a sintese de FOS em sacarose e em condi¢des especificas (Nemukula
et al. 2009; Belghith et al. 2012; Chen et al. 2013; Dahech et al. 2013; Ganaie et al.
2014). A producdo microbiana de FOS por fermentacdo é uma alternativa viavel
considerando que a etapa de purificacdo da enzima néo é obrigatoria reduzindo tempo e
custo do processo (Prata et al. 2010).

Diversos microrganismos séo produtores de FOS como Aureobasidium pullulans
(Vankova et al. 2008), Aspergillus aculeatus (Nemukula et al. 2009), Penicillium
expansum (Prata et al. 2010), Xanthophyces dendrorhour (Ning et al. 2010), Aspergillus
niger (Driouch et al. 2010), Aspergillus japonicus (Mussato e Teixeira 2010), Bacillus
sp. (Belghith et al. 2012), Bacillus subtilis natto (Silva et al. 2014), Aspergillus
aculeatus (Lorenzoni et al. 2014). Dentre estes microrganismos, o Bacillus subtilis natto
tem se destacado em eficiéncia na producdo de levana e FOS (Shih et al. 2010,
Gongalves et al. 2013). B.subtilis € utilizado para a fabricacdo do natto, alimento
tradicional no Japdo, produzido a partir de grdos de soja fermentados no qual o
microrganismo é usado para aumentar o valor nutricional do produto (Hiroyuki 2000).

A producéo de FOS pode ser influenciada por pardmetros fermentativos como
concentracdo inicial de sacarose, pH, agitacdo, tempo de fermentacédo, temperatura e
adicdo de sais aos meios de cultivo. A sintese de FOS por frutosiltransferase de
Aspergillus aculeatus, foi estudada por Nemukula et al. (2009) em sacarose a 200, 400 e
600 g. L™, observando que tanto as atividades de hidrélise da sacarose como as de
transfrutosilacdo foram aumentadas em 88 % em meios com sacarose a 600 g. L™. Silva
et al. (2011) testaram diferentes pardmetros fermentativos na producdo de FOS por
Aureobasium pullulans dentre estes a concentragdo de sacarose em 200, 300 e 400 g. L°
! temperatura em 28, 30 e 32 °C e tempo de fermentacdo em 24, 48 e 72 h e verificaram
maiores producdes em meios com 400 g. L™ de sacarose a 32°C em 24 e 48 h com
rendimento de 49,97 e 54,70 %, respectivamente. Silva et al. (2014) avaliaram as
melhores condi¢des para a producdo de FOS por Bacillus subtilis natto CCT7712
variando a concentragdo de sacarose em 216 a 384 g. L™, o pH de 4,3 a 7,7 e a agitacdo
de 66 a 234 rpm e determinaram as condicdes 6timas em 300 g. L™, pH 7,7 e agitacdo
em 234, alcancando producio de 98,86 g.L™, comprovando que a producéo de FOS é
sujeita as condicOes de fermentacdo e que a manipulacdo de pardmetros fermentativos é
de grande importancia para a otimizagao do processo.
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A adicdo de sais e ions aos meios de fermentacao pode influenciar a producao de
poli e oligossacarideos, podendo ser intensificada ou reprimida, de acordo as
especificidades de cada microrganismo e o sal testado. O NaCl aumentou em 10 vezes a
produtividade de FOS por Zymomonas mobilis (Bekers et al. 2000), Hg®* aumentou as
atividades de hidrdlise e polimerizacdo de unidades frutosil em levanasacarase de
Acetobacter nitrogenifigens (Paul et al. 2011), MnSO, afetou positivamente a producéo
de FOS por Aureobasidium pullulans (Silva et al. 2011), FeSO, ativou em 4 vezes e
MgSQ, ativou em 3 vezes a atividade de levanasacarase de Bacillus sp. (Belghith et al.
2012).

O melaco e o caldo de cana-de-acucar, produtos gerados na industria
sucroalcooleira no Brasil, sdo substratos complexos com elevada concentracdo de
sacarose e grande variedade de sais necessarios para a producdo de metabolitos de
interesse industrial como FOS (Shin et al. 2004), butanol (Ni et al. 2012), &cido latico
(Xu e Xu 2014). O melaco de cana-de-agUcar é conhecido por seu alto teor de agucares
e estes, geralmente, contribuem com 60-65% dos sélidos presentes. A sacarose,
geralmente, compreende cerca de 65-70% dos acgUcares totais e outros agucares como
glicose e frutose também estdo presentes. Outros carboidratos, geralmente,
compreendem 10-16% dos sélidos com compostos de pectina e produtos de reacéo
presentes em quantidades significativas. Proteinas e aminoacidos representam cerca de
1-2% e minerais como célcio, potassio, cloro e enxofre, contribuem com 8-17% dos
solidos no melago. Vestigios de metais como ferro, zinco, cobre e magnésio também
estdo presentes no melago de cana de acucar (Oliveira et al. 2007).

A producdo microbiana de FOS depende de avaliacdo de varios fatores que
influenciam na otimizagdo do processo e, para isso, 0 uso de planejamentos
experimentais € uma pratica crescente visando obter vantagens, como reducdo de
variagfes nos processos, melhor concordancia entre os dados obtidos além de reducéo
em tempo e custo (Sangeetha et al. 2004, Driouch et al. 2010, Berté et al. 2013,
Marques et al. 2014). Os planejamentos experimentais resultam em modelos
matematicos que descrevem os fendmenos com um numero reduzido de experimentos
(Granato e Ares 2014).

A producdo de nistose por Bacillus subtilis natto CCT 7712 foi avaliada quanto
ao efeito de fatores fermentativos (concentracdo de substrato, temperatura, tempo de

fermentac&o) e adigdo de sais aos meios de cultivo, utilizando metodologias estatisticas
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e, também, foi avaliada a producéo de nistose em meios de fermentacdo com melaco e

caldo de cana-de-agUcar como substratos alternativos.

Material e Métodos

Microrganismo, indculo e fermentacdes

O Bacillus subtilis natto CCT 7712 foi isolado do “natto”, um alimento japonés
produzido a partir de grdos de soja fermentado, no Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina, Brasil, e identificado pela
Colecdo de Culturas Tropicais - Fundacdo André Tosello — Campinas — Brasil. O
microrganismo foi mantido a 4 °C em meio inclinado contendo (g. L™): peptona 50,
extrato de carne 30, agar 20. As culturas foram renovadas a cada quatro semanas.

O in6culo foi preparado pela transferéncia da cultura estoque para frascos
Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio composto por (g. L™): sacarose, 100;
extrato de levedura, 2; KH,POy, 2; (NH4)2S04, 1 e MgSO4(7H20), 0,5. Apbs incubacao
por 48 horas a 150 rpm e 37°C, os meios foram centrifugados por 15 minutos a 9056 xg
e as células foram ressuspensas assepticamente em solucdo salina (NaCl a 0,9 g/%). A
concentracdo de células foi determinada por turbidimetria e o in6culo foi padronizado
em 0,2 g. L™ de células em todas as fermentacdes.

As fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyers de 125 mL,
contendo 25 mL de meio composto por (g. L™): sacarose (Tabela 1), extrato de
levedura, 2; KH,PO4, 1; (NH4)2S04, 3; MgSO4(7H,0), 0,6; MnSQ,, 0,2 a 230 rpm em
pH 7,7, condicdo estabelecida em estudo anterior (Silva et al. 2014). A concentracdo de
sacarose, temperatura e o tempo de fermentagdo foram ajustados de acordo com o
delineamento estatistico (Tabela 1). As fermentagdes foram interrompidas por
centrifugagdo a 9056 xg, 15 minutos a 4° e, do sobrenadante, foi determinado a
producdo (g. L™) de nistose.

Efeito da concentracdo de sacarose, temperatura, tempo de fermentacdo e adigéo de sais
na producdo de nistose

Dois delineamentos experimentais foram realizados. O primeiro delineamento
foi realizado para avaliar a influéncia da concentracdo de sacarose (X3) em 200, 300 e

400 g.L™, temperatura (X,) em 35, 45 e 55 °C e tempo de fermentagdo (Xs) em 12, 24 e
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36 h na producdo (Y1) e produtividade (Y,) de nistose utilizado delineamento
experimental Box-Behnken, com trés repeti¢des no ponto central, totalizando 15 ensaios
(Tabela 1).

O segundo delineamento foi de mistura do tipo simplex-centréide com 4
repeticdbes no ponto central, totalizando 14 experimentos. Este delineamento foi
utilizado para verificar o efeito dos sais (NH;)2SO4 (X1), MnSO4 (X2), ZnSO,4 (X3) €
NaCl (X4) na producéo (g. L™) e produtividade (g. L™.h™) de nistose (Tabela 3).

Utilizacdo do caldo e melaco de cana-de-agtcar na producéo de nistose

O melaco de cana-de-acUcar, utilizado neste estudo, foi cedido pela Corol
Cooperativa Agroindustrial de Rolandia, Parana, Brasil e o caldo de cana foi adquirido
no comércio local (Londrina, Parand, Brasil).

O caldo e o melago foram, previamente, quantificados quanto aos teores de
acucares totais (AT) pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al. 1956), apresentando,
respectivamente, 166 e 570 g. L™ de AT. As concentraces de aglicares dos meios de
fermentacéo foram ajustadas em 200, 300 e 400 g. L™. Para os meios com melaco foram
realizadas dilui¢bes até atingir as diferentes concentracGes e para o caldo os ajustes
foram com adicdo de sacarose comercial. As fermentacdes foram em frascos
Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio, mantidas em incubacéo por 24 horas
a 230 rpm e 35 °C. As fermentacdes foram em triplicata e apds centrifugacdo foi
determinado a producdo de nistose por HPLC.

Determinacgéo de nistose

A producdo de nistose foi determinada a partir dos sobrenadantes das
fermentacdes. O sobrenadante foi submetido a ultrafiltracdo em membrana Ultracel YM
com porosidade de 3 kDa. No filtrado, foram realizadas as determinagdes de nistose.

A nistose foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando equipamento Shimadzu acoplado a um detector refratométrico diferencial
Shimadzu RID-102 e coluna AMINEX Carbohidrate HPX-87C (300 x 7,8 mm Biorad).
A coluna foi mantida a 80 °C e as amostras (20 pL) foram eluidos a um fluxo de 0,6
mL/min com agua Milli-Q. A nistose foi quantificada utilizando curva de calibracdo
(variando de 75 a 300 pug/mL) do padrdo de nistose (GP3- 666,58 Da) grau HPLC da
Sigma-Aldrich.
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Analises estatisticas

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizado o software Statistica
9.0, incluindo a estimativa dos pardmetros (regressdo multipla) e anélise de variancia

(ANOVA). Os valores foram considerados significantes quando p<0,05.

Resultados

Efeito da concentracdo de sacarose, temperatura e tempo de fermentagdo na producao
de nistose por B. subtilis natto CCT 7712

Os resultados estdo na Tabela 1 e mostram que a melhor producéo de nistose foi
a de 142,97 g. L™ com produtividade de 5,96 g. L™>.h™* a 400 g. L™ de sacarose, 35 °C e
24 h de fermentacéo (Tabela 1, ensaio 2).

Tabela 1 - Producéo (Y;) e produtividade (Y,) de nistose por B. subtilis natto CCT 7712
variando a concentragdo de sacarose, temperatura e tempo de fermentagdo utilizando
delineamento experimental Box-Behnken com pH e agitacgdo fixados em 7,7 e 230 rpm.

Variaveis Respostas
X1 X, X3 Y, Y,
[Sac.] Temp. Tempo Nistose Nistose
Ensaios g.L? (°C) (h) (9. LY (9. L™ hh

1 400 (+) 55 (+) 24 (0) 121,60 5,07
2 400 (+) 35(-) 24 (0) 142,97 5,96
3 200 (-) 55 (+) 24 (0) 37,63 1,57
4 200 (-) 35 () 24 (0) 42,57 1,77
5 400 (+) 45 (0) 36 (+) 107,29 2,98
6 400 (+) 45 (0) 12 (-) 109,54 9,13
7 200 (-) 45 (0) 36 (+) 27,33 0,76
8 200 (-) 45 (0) 12 (-) 23,56 1,96
9 300 (0) 55 (+) 36 (+) 72,61 2,02
10 300 (0) 55 (+) 12 () 69,20 5,77
11 300(0) 35 () 36 (+) 98,46 2,73
12 300 (0) 35 () 12 (-) 112,33 9,36
13 300 (0) 45 (0) 24 (0) 65,70 2,74
14 300 (0) 45 (0) 24 (0) 66,39 2,77
15 300 (0) 45 (0) 24 (0) 69,32 2,89

A andlise de variancia dos resultados ¢ mostrada na Tabela 2 onde pode ser
observado que houve efeito significativo para a concentragdo de sacarose (Xi)
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(p=0,0002), para a temperatura (X;) (p=0,0032) e para a interacdo das variaveis
temperatura e tempo de fermentagédo (X,Xs) (p=0,0460).

Tabela 2. Anélise de variancia (ANOVA) para a producédo de nistose por B. subtilis natto CCT
7712

Fonte de Variagdo Soma dos Graus de Quadrado F-valor p-valor
quadrados liberdade médio
(Xy) [Sacarose] (L) 15339,64 1 15339,64 4152,31 0,0002
[Sacarose] (Q) 4,32 1 4,32 1,17 0,3924
(X,) Temperatura (L) 1135,02 1 1135,02 307,24 0,0032
Temperatura (Q) 1497,36 1 1497,36 405,32 0,0024
(X3) Tempo de fermentacéo (L) 9,99 1 9,99 2,70 0,2418
Tempo de fermentagéo (Q) 2,83 1 2,83 0,76 0,4737
X1 X3 67,49 1 67,49 18,26 0,0506
X X3 9,06 1 9,06 2,45 0,2578
XoXs3 74,65 1 74,65 20,20 0,0460
Lack of fit 287,99 3 96,00 25,98 0,0372
Erro puro 7,39 2 3,69
Total 18455,18 14

L: efeito linear. Q: efeito quadratico. R“=0,983.

O coeficiente de determinacdo (R?) obtido foi 0,983, indicando que 98% da
variabilidade das respostas experimentais foram explicadas pelo modelo.

A anélise de mdltipla regressao originou uma equacdo polinomial de segunda
ordem na qual apenas os termos significativos foram considerados para estimar a

producao de nistose:
Y= 67,1367 + 43,7888 X1 - 11,9113 X, + 20,1379 X,° + 4,32 XoX3 (Eq. 1)

onde, Y, representa a producdo de nistose, X; a concentracdo de sacarose, X, a
temperatura e X3 0 tempo de fermentacéo.

A Fig. 1 representa a otimizacao das condigdes para a producéo de nistose obtida
pelo modelo preditivo, indicando que a condigdo de 400 g. L™ de sacarose, 35 °C e 24 h
de fermentag&o permite producéo maxima teérica de 146 g. L™ de nistose. Com objetivo
de validar a equacdo do modelo, trés ensaios adicionais nas condi¢fes otimas descritas
foram realizados. A producdo média de nistose foi 140,06 g. L™ com rendimento de
58,73 % o0 qual estda muito proximo da producdo predita pelo modelo e, quando

comparado por teste de Tukey (p<0,05), ndo mostrou diferenca significativa.



60

Fig. 1 Otimizacdo da producdo de nistose por B. subtilis natto usando software
Statistica 9.0
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Os resultados de produtividade mostraram que a melhor condicdo das variaveis
para esta resposta foi a de sacarose em 300 g. L™, 35 °C e 12 h, com produtividade de
9,36 g. L™. h* (Tabela 1, ensaio 12). Essa produtividade foi reduzida em 3 vezes com o
aumento do tempo de fermentacdo de 12 para 36 horas (Tabela 1, ensaios 5 e 6). A
analise estatistica dos resultados mostrou efeito significativo para as trés variaveis
testadas e pela analise de regressao multipla obteve-se a seguinte equacdo polinomial de

segunda ordem:
Yo= 2,79 + 2,1337 x; + 1,0287 x,° - 2,2162 X3 + 1,1462 x5°- 1,2325 x; X, (Eq. 2)

onde, Y representa a produtividade de nistose, x; a concentragdo de sacarose, X
a temperatura e X; 0 tempo de fermentago. O coeficiente de determinagéo (R?) para esta
resposta foi 0,9715, indicando que 97 % da variabilidade das respostas foram

significativamente explicadas pelo modelo.
Influéncia de (NH4)2SO4, MNSO,, ZnSO,4 e NaCl na producgéo de nistose

A influéncia dos sais na produgéo de nistose foi avaliada em meios com sacarose
a 400 g. L™, 35 °C e 24 h de fermentacdo (condicdo estabelecida na etapa anterior).
Nesta etapa, foi utilizado delineamento experimental de mistura e o dominio
experimental foi composto por diferentes proporgdes dos sais, variando de 0 a 100 %,

conforme Tabela 3.
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Tabela 3. Producdo de nistose por B. subtilis natto utilizando delineamento experimental de
mistura para efeito de sais com concentracdo de sacarose em 400 g. L™, 35 °C, 24 h de

fermentacéo, pH 7,7 e 230 rpm.

Componentes*
X1 X, X3 X4 Y1 Y,
(NH,4),SO, MnSO, ZnSO, NaCl Nistose Nistose
Ensaios Misturas @Lh) (9L @LY) (@Lh) (@Lh)  (gL'h?

1 (1; 0; 0; 0) 12 0 0 0 18,77 0,78
2 (0; 1; 0; 0) 0 0,8 0 0 179,77 7,49
3 (0;0;1;0) 0 0 0,025 0 125,10 5,21
4 (0;0;0; 1) 0 0 0 35 31,72 1,32
5 (0,5; 0,5; 0; 0) 6 0,4 0 0 125,93 5,25
6 (0,5; 0;0,5; 0) 6 0 0,012 0 119,99 5,00
7 (0,5; 0; 0; 0,5) 6 0 0 17,5 30,17 1,26
8 (0; 0,5; 0,5; 0) 0 0,4 0,012 0 125,23 5,22
9 (0; 0,5; 0; 0,5) 0 0,4 0 17,5 126,86 5,29
10 (0; 0; 0,5; 0,5) 0 0 0,012 17,5 51,98 2,17
11 (0,25; 0,25; 0,25; 0,25) 3 0,2 0,006 8,75 126,23 5,26
12 (0,25; 0,25; 0,25; 0,25) 3 0,2 0,006 8,75 131,32 5,47
13 (0,25; 0,25; 0,25; 0,25) 3 0,2 0,006 8,75 135,77 5,66
14 (0,25; 0,25; 0,25; 0,25) 3 0,2 0,006 8,75 133,28 5,55

* Os componentes foram estabelecidos com base em dados da literatura para a produgdo microbiana de

FOS.

A maior producédo de nistose foi obtida quando apenas o MnSQO, foi adicionado

ao meio de fermentacdo alcancando 179,77 g. L™ com rendimento de 71,73 % (Tabela

3, ensaio 2) e a mistura de 25% de cada sal resultou em uma producdo média de 133,45

g. L™ com rendimento de 53,17% (Tabela 3, ensaios 11 ao 14).

A Tabela 4 descreve a analise de regressdo para o efeito dos sais na producao de

nistose. Houve efeito significativo para todos os sais testados, destacando-se o efeito

positivo do sulfato de manganés, no qual, quando analisado individualmente, obteve-se

a resposta maxima: 179,77 g. L™ de nistose. Na analise de interacdo dupla dos sais, as
misturas de (NH4),SO, com MnSQO4 e (NH4),SO, com ZnSO, mostrou forte efeito
positivo e as misturas de MnSO,4 com ZnSO,4 e ZnSO4 com NaCl teve efeito negativo na

producdo de nistose.
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Tabela 4. Anélise de regressdo para o efeito de sais na producéo de nistose por B. subtilis natto.

Componentes Coeficientes Erro padréo t-valor p-valor
(NH,),SO4 (Xy) 18,77 4,04 4,63 0,01887
MnSO, (Xy) 179,77 4,04 44,42 0,00002
ZnS0O, (Xs3) 125,10 4,04 30,91 0,00007
NaCl (Xy4) 31,72 4,04 7,83 0,00432
X1 X5 106,64 19,82 5,37 0,01257
X1 X3 192,22 19,82 9,69 0,00232
XiX4 19,70 19,82 0,99 0,39356
XoXs3 -108,82 19,82 -5,48 0,01189
XXy 84,46 19,82 4,26 0,02371
X3X,4 -105,72 19,82 -5,33 0,01288
X XoX3 1985,92 214,71 9,24 0,00267

R°=0,998 R?ajustado= 0,993

Os dados experimentais originaram uma equagdo canonica para estimar a

producéo de nistose:

Y1= 18,77x1 + 179,77 Xo + 125,1 X3+ 31,72 X4 + 106,64 X1Xp + 192,22 X1 X3 —
108,82 XoX3 + 84,46 XoX4 — 105,72 X3X4 + 1985, 92 X1X2X3 (Eq.3)

onde, Y representa a producdo de nistose e Xi, Xz, X3 € X4 SA0 respectivamente,
as varidveis (NH4),SO4, MnSO, ZnSO, e NaCl. Neste modelo o coeficiente de
determinacéo (R?) foi de 0,998, o que significa que 99 % da variabilidade dos dados
experimentais pode ser explicada pelo modelo e a equacdo obtida pode ser utilizada
para fins preditivos.

O modelo utilizado para descrever cada componente e a interagdo entre estes,

resultou os graficos de contorno, representados na Fig. 2 (A-B).
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Fig. 2 Gréficos de contorno para o efeito de sais na producéo de nistose (g. L™) por B. subtilis
natto. (A) Interacdo ZnSO,, (NH,),SO4 e MnSOy; (B) Interacdo NaCl, (NH,),SO4 € MnSO,.
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A Fig. 2-A representa uma estimativa da producéo de nistose em torno de 200 g.
L™ na interacdo dos sulfatos de zinco, amdnio e manganés, em uma mistura com
proporgdes iguais destes componentes. A Fig 2-B representa o efeito da interagéo do
cloreto de sddio com os sulfatos de aménio e manganés, estimando producbes em torno
de 160 g. L™ com apenas o sulfato de manganés em 100% da mistura.

A produtividade de nistose (Y>) alcancou 7,49 g. L™>.h™%, quando apenas o sulfato
se manganés foi adicionado (Tabela 3, ensaio 2), indicando, mais uma vez, o efeito
positivo deste sal. A andlise de regressao dos dados para a produtividade (Y) indicou
efeito significativo para todos os sais testados, destacando o MnSO, (p= 0,0002) e o
ZnS0O, (p=0,00007).

Producdo de nistose em meios com caldo e melago de cana-de-agucar
A producéo de nistose foi avaliada em meios com caldo e melago de cana-de-

acucar. A Fig. 3 representa as produgdes medias de nistose em meios com melaco e

caldo de cana em concentracdes de 200, 300, e 400 g. L™ de AT.
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Fig. 3. Producdo de nistose por B. subtilis natto em meios com melaco e caldo de cana-de-
aclcar a 200, 300 e 400 g. L™ de AT, 35 °C, pH 7,7 em 24 h e 234 rpm de agitacio

[AT] 400 g. L Melago de cana
M Caldo de cana

[AT] 300 g. L

[AT] 200 g. L

0 20 40 60 80 100 120
Nistose (g. L)

No meio com melago, as maiores producdes foram a 200 g. L™ de AT,
com producdo média de 42,58 g. L™ de nistose. Em caldo de cana, a producdo foi
favorecida quando em concentracdo de 300 g. L™ de AT com producgdo média de 97,93
g. L™

Discussao

A avaliacdo de efeitos da concentracdo de sacarose, temperatura e tempo de
fermentacdo indicou que a concentracao de sacarose foi o parametro de maior influéncia
na producdo de nistose, mostrando efeito positivo. Comparando-se 0s ensaios 2 e 4 da
Tabela 1, verifica-se que quando a temperatura e o tempo de fermentacdo foram
mantidos (35 °C e 24 h) e a concentragdo de sacarose foi reduzida de 400 g. L™ (ensaio
2) para 200 g. L™ (ensaio 4), a producéo foi 3 vezes menor quando comparada com o
melhor resultado (142,97 g. L™). A producdo microbiana de FOS em altas
concentragfes de sacarose € justificada como resultado da baixa atividade de &gua
causada pela alta concentragéo de sacarose, favorecendo as reagOes de transfrutosilagdo
da B-frutofuranosidase que hidrolisa a sacarose e transfere os residuos frutosil, ndo ao
grupo hidroxila da agua, mas a outro carboidrato, resultando na sintese de
oligossacarideos (Vandamme e Soetaert 1995).

O B. subtilis natto mostrou alta produtividade, alcancando 9,36 g. L™ h™* de
nistose em sacarose em 300 g. L™, 35 °C e 12 h de fermentacdo. Avaliando a producéo

de FOS por B. subtilis natto, Silva et al. (2014) testaram o efeito da concentracdo de
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sacarose (216 a 384 g. L), pH (4,3 a 7,7) e agitacdo (66 a 234 rpm) e obtiveram
producdo de 98,86 g. L™ em 300 g. L™ de sacarose a 37 ° C e 24 h de fermentacéo com
produtividade de 4,12 g. L™, h",

As condicdes 6timas dos parametros avaliados (sacarose em 400 g. L™, 35° C e
24 h) estdo proximas as reportadas por outros autores em estudos relativos a producéo
microbiana de FOS. Ning et al. (2010) testaram os efeitos da concentragdo de sacarose
(de 100 a 600 g. L) e da temperatura (20 a 60 °C) na biotransformacao de sacarose por
células livres de Xanthophyllomyces dendrorhous e relataram maior producao de neo-
FOS (227,72 g. L™) em sacarose a 400 g. L™ a 30 °C. Silva et al. (2011) avaliaram
parametros fermentativos, dentre estes, a concentragdo de sacarose, temperatura e tempo
de fermentacdo na produgdo de FOS por Aureobasium pullulans obtendo rendimentos
de 49,34% em 24 h e 54,7% em 48 h de fermentacdo em meios com sacarose a 400 g. L
'a32°C.

No presente estudo, alto rendimento de nistose foi observado, alcangando
71,73% em meios com sacarose a 400 g. L™ a 35 °C em 24 h de fermentagdo e com
adicdo de 0,8 g. L™ de MnSO,. Nemukula et al. (2009) avaliaram a influéncia do pH,
temperatura, tempo de reacdo, concentracdo de enzima e concentragdo de sacarose na
sintese de FOS por frutosiltransferase de Aspergillus aculeatus, verificando que, tanto
as atividades de hidrolise como as de transfrutosilacdo, foram aumentadas em 88 % em
meios com a sacarose a 600 g. L™ alcancando rendimento de 39,46 % de nistose apds
12 h de incubagdo com 50 U mL™ de enzima. Ganaie et al. (2014), avaliaram a
producdo de FOS por frutosiltransferases de Aspergillus flavus, imobilizadas em
quitosana e alginato e relataram maiores atividades de transfrutosilacdo com a enzima
imobilizada em alginato em pH 7,0 a 55 °C, com rendimento de 15,7 % de nistose em
36 h de reacdo a 60° C.

Os resultados para o efeito de sais na producdo de nistose observados neste
estudo, colocam em destaque 0 MnSO,4 em rela¢do aos demais sais testados. A producédo
obtida no ensaio utilizando apenas o MnSQO, foi cerca de 8 vezes maior, quando
comparada ao (NH,4),SO,4 (Tabela 3, ensaio 1) e 5 vezes maior comparando-o com 0
NaCl (Tabela 3, ensaio 4). Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2011)
em estudo sobre parametros de producdo de FOS por Aureobasium pullulans no qual
testou o efeito de K;HPO4, (NH4)2S04, MgSO,4, ZnSO4 € MnSO,, verificando que o
MnSQO, foi o Unico que apresentou efeito significativo positivo na producdo de FOS. Em
estudo da producéo de levanase de cepas isoladas de fonte termal, Dahech et al. (2013)
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verificaram o efeito de NaCl, FeSO4, MgSO,4, ZnSO4, MnCIl, EDTA e B-Mercapto,
observando que o Mn%**, em concentracdo de 75 mM, ativou fortemente a atividade
enzimatica.

Na avaliacdo da producéo de nistose em caldo e melaco de cana, observou-se
que a producdo em caldo foi 56 % maior que a producdo em melaco, fato que pode ser
justificado pela alta concentracdo carboidratos, produtos de reaces, minerais como
calcio, potassio, cloro e enxofre e metais como ferro, zinco, cobre e magnésio presentes
no melaco que podem ter influenciado negativamente a producdo. A concentracdo de
AT nos meios também influenciou a producdo de nistose. Em meios com melaco,
quando a concentracdo de aclcar foi aumentada de 200 para 300 e 400 g. L™, a
producdo foi reduzida em cerca de 16 vezes e, em caldo de cana, a produgdo foi
reduzida em cerca de 20 vezes quando a concentracdo de acUcares foi aumentada de 300
para 400 g. L™. Shin et al 2004 utilizaram células de Aureobasidium pullulans KCCM
12017 para producdo de FOS, alcancando producéo de nistose em torno de 50 g. L™
com melaco em concentracdo de 360 g. L™ de sacarose, entretanto, os autores relataram
inibicdo na producdo pela glicose, frutose e outros componentes ndo identificados
presentes no melago. Estudos sobre mecanismo e modelo cinético na sintese se FOS a
partir de sacarose sugerem que frutosiltransferases apresentam diferentes eficiéncias
cataliticas, dependendo da composicdo do substrato no meio reacional, podendo as
reacOes de hidrélise serem negligenciadas mesmo em meios pouco concentrados, uma
vez que a enzima catalisa reacdes de transfrutosilacdo convertendo cestose em nistose,
gerando sacarose como subproduto (Vega e Zuniga-Hansena 2014).

Os resultados deste estudo colocam em destaque a alta eficiéncia do B. subtilis
natto ATCC 7712 na producdo de nistose, alcancando 179,77 g. L™, rendimento de
71,73% em meios com sacarose a 400 g. L™, 35 °C em 24 horas de fermentacdo com
adicdo de 0,8 g. L™ de MnSO,. A utilizacéo de residuos agroindustriais (caldo e melaco
de cana-de-agucar) como substrato nas fermentagcdes mostrou ser uma alternativa viavel
para a obtencdo microbiana de nistose, produto com ampla aplicagdo na industria
alimenticia, utilizado para o desenvolvimento de alimentos funcionais com propriedade

prebidtica.
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5.2 DEPOSITO DE PATENTE

Formulario de Declaragcao de Invengao

O Formulario de Declaracdao de Invencao (FDI) deve ser usado por
professores, funcionarios e alunos da UEL e pelas empresas da
Intuel/Aintec para declarar a criacdo de uma invengao e solicitar sua

propriedade intelectual.

Apds o preenchimento do FDI coloque-o em envelope fechado,

protocole na UEL (na ASUEL) enderegcando-o para:

AINTEC/UEL

Escritorio de Propriedade Intelectual - EPI

Com isto sua Declaracao de Invencgao fica oficialmente registrada e
sera enviados ao Escritdrio de Propriedade Intelectual (EPI) da Aintec

para analise, parecer e outras providéncias.

Os inventores devem ler os documentos sobre a Politica de Propriedade

Intelectual da UEL, no endereco www.aintec.uel.br/aintec/legislacao.

Havendo duvidas no preenchimento da FDI contate o EPI da Aintec pelo e-

mail: aintecepi@uel.br



http://www.aintec.uel.br/aintec/legislação
mailto:aintecepi@uel.br

72

1. INFORMAGAO PESSOAL

Nome para contato: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Depto. na UEL./Empresa: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE

Tel: (43) 3371-4270 e-mail: macelligoi@uel.br

2. TITULO PROPOSTO PARA A INVENGCAO:

Obtencdo biotecnoldgica de frutooligossacarideos: otimizacdo de processo e
aplicacao em alimento
Palavras-chave: Frutooligossacarideos; Bacillus  subtilis  natto; parametros

fermentativos; barra de cereais.

3. AREA/SUB-AREA/ESPECIALIDADE DA INVENGAO (SE SOUBER):

multidisciplinar/biotecnologia

4. CAMPO DA INVENGCAO. ESTA INVENCAO DIZ RESPEITO FUNDAMENTALMENTE
A: Otimizacdo da producdo de frutooligossacarideos por fermentacdo de Bacillus subtilis

natto para aplicagdo como prebidtico em alimentos.

5. ANTECEDENTES DA INVENCAO

5.1. Descreva o problema ou desafio técnico que a presente invengdo se
propoe a solucionar: O conhecimento e a adogdo de habitos alimentares saudaveis tem
intima relacdo & incidéncia das doencas crbénicas ndo transmissiveis (DCNTs) - infarto do
miocardio, obesidade, diabetes, hipertensdo, canceres, etc. Essas doengas estdo
fortemente associadas as causas de morte mais comuns e, por serem de longa duracgdo,
sdo as que mais demandam agles, procedimentos e servicos de saude, gerando uma
sobrecarga no Sistema Unico de Saude (SUS). Estimativas de gastos com internacdes e
atendimentos ambulatérias relacionados a estas doengas estdo em torno de R$ 7,5
bilhdes/ano. Concomitante a essa problematica, observa-se um acelerado aumento na
demanda pelos alimentos funcionais: aqueles que, além de um valor nutricional,
possuem substancias que tenham potencial de beneficiar o funcionamento do organismo
e prevenir doencas. A classificagdo dos alimentos funcionais, insere-se os
frutooligossacarideos (FOS): acglcares ndo-convencionais que ndo podem ser degradados

por enzimas digestivas humanas e animais, sendo, portanto, compostos ndo-caldricos e

ndo cariogénicos. Sdo compostos com propriedade prebidtica, uma vez que chegam
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intactos ao célon, onde sdo metabolizados por espécies nativas benéficas, promovendo o
crescimento seletivo das mesmas e, por consequente, beneficiam a salde do hospedeiro
atuando, também, na prevencao de doencas. O efeito prebidtico dos FOS resulta em
outros beneficios ao organismo, dentre estes a reducdo da pressdo sanguinea em
pessoas hipertensas, alteracdo do metabolismo de acidos gastricos, reducdo da absorcao
de carboidratos e lipideos, aumento da producdo de compostos imuno-estimulantes, que
possuem atividade antitumoral, reducdao na producdao de toxinas e compostos
carcinogénicos e auxilio da restauracdo da flora intestinal durante terapia com
antibidticos. FOS podem ser obtidos por sintese microbiana em processos fermentativos
sendo essa uma alternativa vidvel do ponto de vista econ6mico e funcional pela
possibilidade de manipulacdao de pardmetros que favorecam a otimizacdo do processo de

producao.

5.2. Descreva as conhecidas solucoes ja existentes ao problema ou
desafio, seus limites e deficiéncias: O conhecimento e a adocdo de habitos
alimentares saudaveis é crescente na populacdo mundial visando beneficios a saude e
qgualidade de vida. Neste sentido, vale ressaltar a ingestdao de alimentos com
propriedades funcionais como os prebioticos, nos quais ensere-se os FOS. Ocorre, porém,
que o acesso a estes alimentos, principalmente & classe menos favorecida da populagédo,
se torna economicamente inviavel, sendo esta uma problematica, relacionada a
complexidade e altos custos na manufatura dos produtos. FOS podem ser obtidos por
hidrolise da inulina (polissacarideos de origem vegetal), por sintese enzimatica a partir da
hidrolise da sacarose e através de processos fermentativos por microrganismos
produtores em meios com sacarose e em condicGes especificas. Quando se compara a
obtencdo por sintese enzimatica e sintese microbiana, esta ultima tem viabilidade
superior considerando que etapas de purificacgdo e imobilizagdo enzimatica sdo
eliminadas, reduzindo custos e tempo no processo. Outro sim, enzimas de origem vegetal
possuem algumas limitacGes quando comparadas com enzimas microbianas: é necessario
a extragao de grande quantidade de massa vegetal para a obtencdo de pouco extrato

enzimatico, além do problema de sazonalidade na produgdo dos vegetais.

5.3. Descreva como sua invencao supera estes limites e deficiéncias,
destacando suas vantagens e ganhos: A obtencdao de FOS por sintese microbiana é
uma alternativa conveniente, considerando que as condicdes para a produgdao podem ser
manejadas, tornando possivel a otimizacdo do processo. Além disso, esse tipo de
obtencdao é economicamente viavel uma vez que o substrato para as fermentagoes é a
sacarose, acgUcar de baixo custo e de facil obtengdo. Outro sim, o microrganismo
utilizado, Bacillus subtilis natto, é de facil manipulacdo e manutencdo, ndo possui

toxicidade e ndo é carcinogénico, possui denominagao GRAS, sendo, inclusive, utilizado
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como probidtico em alimentos. Este microrganismo é produtor de grande variedade de
enzimas, dentre estas, as envolvidas no metabolismo da sacarose, e, dessa forma, sdo
produtores de FOS, sendo observadas produgdes de 195,27 g.L''! em 24 horas de
fermentacdo correspondendo a uma produtividade de 8,14 g.L''.h! de FOS, quando
cultivados em condicbes especificas. A purificacdo dos FOS nos meios de cultivo ocorre
por sistema de ultrafiltracdo e a separacao dos mesmos por precipitacdo em solvente
orgéanico (etanol). Apds a eliminacao do solvente, obtém-se um composto contendo cerca
de 68% de FOS, sendo o restante da composicao caracterizada por sacarideos de peso
molecular inferior aos FOS, como glicose, sacarose e frutose. O concentrado de FOS
obtido tem consisténcia Umida caracteristica de gel e pode ser utilizado
convenientemente como ingrediente aglutinante na elaboracdo de alimentos como
produtos lacteos, biscoitos e cereais compactados (barras de cereais); estes, além de um

valor nutritivo, terdo propriedade funcional, conferida pelo efeito prebidtico dos FOS.

INVENTOR 1

Nome completo: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Av. Gil de Abreu e Souza, 1501 - Londrina/PR

Tel: (43) 9995 7993 e-mail: macelligoi@uel.br

Atividade na UEL: Docente

Percentual da participacdao na invencao: 25% Tempo de participacao: 10 anos

INVENTOR 2

Nome completo: Dieyssi Alves dos Santos

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Rua Luiz Lerco, 399, apto 1902, Torre 2 -
Londrina/PR

Tel: (43) 3027-1917 e-mail: dieyssi@hotmail.com

Atividade na UEL: Mestranda

Percentual da participacdo na invencao: 25% Tempo de participacao: 3 anos

INVENTOR 3

Nome completo: Patricia Bittencourt da Silva

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Rua Oscar Mohr, 77 -apartamento 205, Centro,

Jaragua do Sul - SC.

Tel: (47)9722-1737 e-mail: pat.bittencourt@hotmail.com
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Atividade na UEL: Mestranda

Percentual da participacdao na invencgao: 25% Tempo de participacao: 2 anos

INVENTOR 4

Nome completo: Sandra Garcia

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Ciéncias e Tecnologia de

Alimentos

Endereco residencial completo: Rua Anisio Figueiredo, 112 Jardim Messianico,
Londrina -PR

Tel: 3371-5966 e-mail: sgarcia@uel.br

Atividade na UEL: Docente

Percentual da participacao na invencao: 10% Tempo de participagao: 1 ano

INVENTOR 5

Nome completo: Sandra Helena Prudéncio

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Ciencias e Tecnologia de

Alimentos

Endereco residencial completo:

Tel: (43) 3371-4986 e-mail: sandrah@uel.br

Atividade na UEL: Docente

Percentual da participacdao na invencgao: 10% Tempo de participagao: 1 ano

INVENTOR 6

Nome completo: Josiane Alessandra Vignoli

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: Av. José Gabriel de Oliveira, 915, apto 1502/ TII -
Londrina/PR

Tel: (43) 9992 8110 e-mail: javignoli@uel.br

Atividade na UEL: Docente

Percentual da participacdao na invencao: 5% Tempo de participacao: 1 ano
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5.3 RESULTADOS COMPLEMENTARES

5.3.1 Cinética de producao de FOS

A producéo de FOS por fermentacéo submersa de Bacillus subtilis
natto CCT7712 foi avaliada variando o tempo de fermentacdo em 12, 24, 36,
48, 60 e 72 horas. Os resultados para a producédo e produtividade de FOS sé&o
mostrados na Tabela 1. A 12 horas do processo, houve a producéo de 0,87 g.
L de FOS sendo essa producdo representada unicamente pela cestose. A
producdo maxima de FOS, 184,58 g. L™, foi obtida a 24 horas do processo e
neste mesmo tempo, ocorreu a melhor produtividade, 7,16 g. L. h™*. Ainda a 24
horas, a producdo de nistose foi predominante representando 87 % da
producdo de FOS total. A 48 horas, cerca de 95 % da producdo maxima foi
mantida, entretanto, a produtividade foi reduzida em 49 % e a producao de
nistose representou 85 % da producdo total. Em dltima instancia, a 72 horas
houve reducéo na producédo e produtividade em 20 e 71 %, respectivamente e

a producédo de nistose representou 78 % da producdao total.

Tabela 1. Producéo de FOS por B. subtilis nattto a 35 °C, pH 7,7 a 230 rpm
variando o tempo de fermentacdo de 12 a 72 horas.

Tempo de Nistose Cestose FOS Total FOS Total
fermentacéo (g. LH* (g. LH* (g. LH* (g. L. h™h*
(1h2) - 0,87 £ 0,09 0,87 £ 0,09 0,07 £ 0,008
24 161,50 £ 9,43 23,28 £ 0,92 184,58 + 8,22 7,16 £ 0,95
36 155,49 +11,45 1420+251 169,69 + 13,93 4,71+ 0,38
48 149,67 £ 6,62 25,44 + 1,80 175,12 + 6,80 3,65+0,14
60 132,20 +£10,98 22,42+0,83 154,62+ 11,72 2,58 £0,19
72 115,01 £5,75 30,83 +1,24 145,84 + 6,58 2,03 0,09

* Valores médios * desvio-padrao

A Figura 1 representa a producdo e produtividade de FOS

variando o tempo de fermentacdo de 12 a 72 horas, demonstrando que a
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producao foi pouco afetada pelo tempo, entretanto, para a produtividade houve

reducdo acentuada apos 24 horas de fermentacao.

Figura 1. Producdo e produtividade de FOS por B. subtilis natto em
fermentacdo submersa a 35 °C, pH 7,7 & 230 rpm varindo o tempo de
fermentacédo del2 a 72 horas.

o— Producéo Produtividade

200
180
160 ..-"‘ T
140
120
100 r

80 =)

# -
—
F oA

—
~ -
.l
%] (] £ o (=] ~ -] w0
Produtividade (g.L.h")

‘Producgdo (g.L")

20 / |

10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo de fermentagéo(h)

5.3.2 Composicao Quimica Centesimal de Barras de Cereais

Os resultados das andlises de composicdo quimica centesimal
das barras de cereais, elaboradas conforme item 4.2.4, foram expressos em

base seca e estdo listados na Tabela 2.

O residuo mineral fixo (cinzas) representou 1 % da composi¢cao
quimica centesimal. O teor lipidico representou de 12 a 13 % da composicao
centesimal e, provavelmente, estes valores estdo relacionados a aveia e as
sementes de castanha e amendoim, que possuem elevados teores lipidicos em

sua composigao.

O teor de proteina bruta nas formulacdes foi de 8,77 a 9,19 e os
valores médios de umidade variaram de 7 a 11 %, sendo estes crescentes de
forma proporcional a concentracdo de FOS nas formulagcbes, 0 que remete a

confirmacédo da caracteristica higroscépica deste composto.
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Tabela 2 — Percentuais + desvio padréo para a composi¢cao quimica centesimal
das barras de cereais.

Umidade Cinzas* Lipideos* Proteinas* Carboidratos*
Formulacdes (%) (%) (%) (%) (%)
A 7,01+0,20 1,25+0,06 12,45+0,86 8,77+0,10 77,53 £ 0,46
B 7,88+0,10 1,31+0,06 12,70+0,12 9,05+0,04 76,94 £ 0,05
C 9,39+0,16 1,45+0,02 12,88+0,97 9,19+0,17 76,49 + 0,80
D 11,74+0,18 1,48+0,02 13,49+0,39 8,02+0,07 75,96 £ 0,48

*Valores expressos em base seca

As porcentagens de carboidratos, estimadas por diferenca,

variaram de 75 a 77 %.

5.3.3 Anélise de Textura Instrumental de Barras de Cereais com
FOS

Os resultados da analise de textura instrumental das barras de
cereais estdo listados na Tabela 3.

Para o parametro dureza, observaram-se variacdes significativas
entre as formulacdes. Analisando as formulacbes A, C e D, a for¢ca necessaria
para romper as amostras nas formulacbes C e D foi 5 vezes menor quando
comparada com a formulacdo A, permitindo concluir que a adicdo de FOS a
concentracdes de 10 e 15 %, contribuiu para a reducéo da dureza, em cerca de
80 %.

Tabela 3 - Resultados da analise de textura instrumental das barras de cereais.

Formulagbes Dureza (N)* Fraturabilidade (mm)*

A 23,28 +£2,43° 89.76 + 0,79°
B 18,48 + 2,98° 90.29 + 0,54°
C 4,73 £ 0,66° 90,67 + 0,67°
D 4,51 +1,09° 90,11 + 0,31°

*Valores médios + desvio padrao;
Médias nas colunas acompanhadas de letras iguais ndo diferem a (p = 0,05).
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Quanto a fraturabilidade, ndo houve diferenca significativa entre
as formulacdes. A menor distancia para fratura das amostras (89.76 mm) foi
observada na formulacdo A, e a maior (90,67 mm) na formulacdo C, né&o

havendo, portanto, variagdes para este atributo, entre as formulacées.
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6. CONCLUSOES

No primeiro delineamento experimental, a maior producdo de
FOS, 142,97 g. L™, ocorreu em sacarose 400 g. L?, 35°C e 24 h de
fermentacdo. Para a produtividade, seguindo o mesmo delineamento, o valor
maximo, 9,36 g. L™, foi observado em sacarose 300 g. L™, 35 °C e 12 h. No
segundo delineamento, a producédo de FOS foi aumentada para 195,27 g. L™,
em condicdes de sacarose em 475 g. L™, 35 ° C e 24 h e a produtividade
méxima foi 8,14 g. L. h™*, na mesma condic&o. A variavel de maior impacto na

producao foi a concentracdo de sacarose.

No que se refere ao efeito de sais na producdo de FOS,
observou-se efeito positivo para o0s quatro sais quando analisados
individualmente, destacando-se entre estes, o efeito positivo do MnSO4. A
andlise de regressao para o efeito conjunto dos sais indicou que a mistura com

propor¢des iguais de ZnS0O,, (NH,4)>.SO,4 e MnSO, foi a mais significativa.

No meio com caldo de cana obteve-se producdo 97,93 g. L™ de
FOS em meios com 300 g. L™* de AT. Em melaco, a producéo méxima foi a de
42,58 g. L™ de FOS, em concentracéo de 200 g. L * de AT.

A composicdo quimica centesimal das barras de cereais,
estimada em base seca, foi caracterizada em 1 % de matéria inorganica
(cinzas), 12-13 % de lipideos, 8- 9 % de proteinas e 75- 77 % de carboidratos

(valores estimados em base seca).

A aceitacdo, em relacdo as propriedades sensoriais (aroma,
aparéncia, sabor e textura) das barras de cereais, foi avaliada positivamente,
com indices de aprovacdo superiores aos de indiferenca e reprovacdo. Em
teste de intencdo de compra, representando a avaliacdo global, obteve-se
indices satisfatorios de aprovacdo para as quatro formulagdes, com destaque
para as que continham 10 e 15 % de FOS, com 63 e 64 % de respostas

positivas, respectivamente.
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components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in
the form of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters
(or asterisks for significance values and other statistical data) and
included beneath the table body.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please
use TIFF format. MS Office files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the
files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and
lettering within the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the
files.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using
scale bars within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones
containing line drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the
main information will still be visible. Many colors are not distinguishable
from one another when converted to black and white. A simple way to
check this is to make a xerographic copy to see if the necessary
distinctions between the different colors are still apparent.
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If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork,
usually about 2—3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not
use 8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic nhumerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices
(Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered
separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what
the figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript,
not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the
figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation
to be placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use
boxes, circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the
form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174
mm wide and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122
mm wide and not higher than 198 mm.

Permissions
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If you include figures that have already been published elsewhere, you must
obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online
format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for
free and that Springer will not be able to refund any costs that may have
occurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your figures, please make sure that

o All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-
speech software or a text-to-Braille hardware)

o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying
information (color-blind users would then be able to distinguish the visual
elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1





