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RESUMO

Frutooligossacarideos (FOS) sdo considerados fibras alimentares prebidticas €, dessa forma,
candidatos a aplicacdo na industria alimenticia podendo ser utilizados como ingredientes
nutracéuticos no desenvolvimento de produtos com baixo valor calorico e com propriedades
funcionais. FOS podem ser obtidos por processo fermentativos de microrganismos quando estes
sdo cultivados em meios com sacarose. A sintese microbiologica de FOS € influenciada por
pardmetros fermentativos de forma que a manipulacdo destes é de grande importancia para a
otimizacdo de processos de producdo. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da
concentracdo de substrato, temperatura e tempo de fermentacdo na produgcdo de FOS por
Bacillus subtilis natto CCT/712, utilizando-se delineamento experimental Box-Behnken.
Observou-se efeito significativo da concentragdo de sacarose e da temperatura na producao,
obtendo-se 142,97 g. L quando as varidveis em estudo eram 400 g. L” de sacarose, 35 °C e
24 h de fermentagéao.

Palavras-chave: prebidticos, sintese microbiolégica, concentracao de substrato, temperatura,
tempo de fermentagao.

INTRODUGAO

Frutooligossacarideos (FOS), oligbmeros de frutose, sao considerados aglcares nao-
convencionais. Por sua configuracao quimica, sao resistentes a enzimas digestivas, de forma
que chegam intactos ao intestino grosso onde sao fermentados por bactérias nativas benéficas
exercendo, dessa forma, seu efeito prebidtico’.

Por serem considerados fibras alimentares sollUveis prebidticas, FOS sao fortes
candidatos a aplicacdo na industria alimenticia, na qual podem ser utilizados como ingredientes
nutracéuticos no desenvolvimento de produto com especificagdes de “baixo valor caldrico” e,
por seu efeito prebidtico, alimentos com propriedades funcionais’.

FOS podem ser obtidos por processos fermentativos quando seleciona-se
microrganismos produtores e estes sao cultivados em meios com sacarose como fonte de
carbono. Varios microrganismos tem sido reportados como produtores de FOS, dentre estes, o
Bacilus subtilis natto, uma cepa isolada de um alimento japonés, que tem recebido especial
atencdo por sua eficiéncia na producdo destes compostos’. A manipulacdo de pardmetros
fermentativos é fator determinante na otimizacdo da producdo microbioldgica de
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exopolissacarideos, de forma que variacdes nas condicdes do processo podem
favorecer a sintese dos produtos’. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da
concentracdao de substrato, temperatura e tempo de fermentagao na producao de FOS por
Bacillus subtilis natto CCT7712, utilizando metodologia de superficie de resposta com
delineamento experimental Box-Behnken.

MATERIAL E METODOS

O indculo de B. subtilis natto foi obtido por cultivo submerso em meio composto por (g.
L'?): sacarose, 100; extrato de levedura, 2; KH.PO,, 2; (NH4)2S0,, 1 e MgSO4(7H.0), 0,5.
Realizou-se fermentacdao em batelada por 48 h, a 37 °C e 150 rpm.

A padronizacdo do indculo foi de 0,2 g. L de células e as fermentacdes foram conduzida
em meios de cultivo composto por (g. L): extrato de levedura, 2; KH,PO,4, 1; (NH4)2S0,, 3;
MgS04(7H,0), 0,6; MnSQO,, 0,2 e amonio citrato, 0,25. As fermentages foram conduzidas nas
condicdes do planejamento, em agitagao constante de 234 rpm e com pH fixo em 7,7.

Para analisar a influéncia dos parametros fermentativos na producao de FOS, utilizou-se
delineamento experimental Box-Behnken, com trés repeticdes no ponto central, totalizando 15
ensaios (Tabela 1). As variaveis testadas foram: (X;) Concentracdo de sacarose em 200, 300 e
400 g. L*, (X,) Temperatura em 35, 45 e 55 °C e (X;) Tempo de cultivo em 12, 24 e 36 h.

As fermentacOes foram interrompidas por centrifugacao e o sobrenadante submetido a
processo de ultrafiltracdo em membrana com porosidade de 3 kDa para concentracao dos FOS e
remocdao dos polissacarideos que podem ser formados no meio de reagdo. A partir do
sobrenadante ultrafiltrado, determinou-se a producdo de FOS por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em cromatdgrafo Shimadzu, acoplado a um detector refratométrico diferencial
Shimadzu RID-102 e coluna AMINEX Carbohydrate HPX-87C (300 x 7,8 mm). Como eluente na
fase mdvel utilizou-se agua ultrapura a 80°C sob fluxo de 0,6 mL/min. Para a quantificacdo das
amostras utilizou-se curvas de calibracao dos padroes 1-cestose e nistose.

As respostas obtidas dos modelos experimentais foram submetidas ao programa
STATISTICA 7.0 para analise de variancia (ANOVA) e dos coeficientes de regressao em nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O efeito dos parametros concentracao de sacarose (X;), temperatura (X;) e tempo de
fermentagdao (X3) na producao de FOS (Y;) foi testado utilizando-se um delineamento
experimental Box-Behnken, conforme listado na Tabela 1. Os resultados mostraram efeito
significativo da concentracao de substrato (X;), da temperatura (X;) e da interacao entre a
variavel X; com X, enquanto a varidvel X3 ndo mostrou efeito significativo. A estimativa dos
efeitos é representada pela equacao 1:

Y= 67, 1367 + 43,7888 x x; — 11,9113 X X, + 20,1379 X x,2 + 4,32 X X, X3 (Equacgo 1)

Nesta, Y representa a producao de FOS, x; a concentracdo de sacarose, Xx a
temperatura e x; 0 tempo de fermentagao. O coeficiente de correlagdo para o modelo quadratico
obtido foi de 98%, indicando ser um modelo preditivo adequado para as condigoes
experimentais.

O efeito positivo da concentragdo de sacarose e negativo da temperatura sao
representados na figura 1, onde observa-se maior producdo de FOS no maior nivel de sacarose
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testado e em nivel menor de temperatura. A melhor condicdo das varidveis
indicada foi a de 400 g. L™ de sacarose, 35 °C e 24 h de fermentacdo, com producio de 142,97

g. L' de FOS.

Tabela 1 — Delineamento experimental Box-Behnken para producao de FOS por

Variaveis Variavel
codificadas Variaveis decodificadas Resposta
Ensaios Xy X; X; Y

Xi X, X3 | [Sacarose] Temp. Tempo FOS

(g.L™) (°O) (h) (g.L™)

1 + + 0 400 55 24 121,60

2 + - 0 400 35 24 142,97
3 -+ 0 200 55 24 37,63
4 - -0 200 35 24 42,57

5 + 0 + 400 45 36 107,29

6 + 0 - 400 45 12 109,54
7 - 0 + 200 45 36 27,33
8 -0 - 200 45 12 23,56
9 0o + + 300 55 36 72,61
10 o + - 300 55 12 69,20
11 o - + 300 35 36 98,46

12 0o - - 300 35 12 112,33
13 0O 0 O 300 45 24 65,70
14 0O 0 o 300 45 24 66,39
15 0O 0 o0 300 45 24 69,32

fermentagao submersa de Bacillus subtilis natto CCT7712.
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O efeito da concentracdo de substrato e da temperatura na producdo microbioldgica de
FOS é reportado em estudos anteriores, testando valores de temperatura entre 28 e 32 °C e
valores de 200, 300 e 400 g. L* de sacarose e verificaram efeito efeito positivo destes
parametros, sendo os maiores rendimentos obtidos nos maiores valores de temperatura e
concentracdo de sacarose testados em fermentacdo de Aureobasium pullulans .

O microrganismo selecionado mostrou-se eficiente na sintese de FOS, com rendimento
superior a 38 % em relacao ao consumo de substrato no meio de fermentacdao. Estudos
anteriores referentes a fermentacao submersa de Bacillus subtilis natto demonstram a alta
eficiéncia deste microrganismo na sintese de exopolissacarideos, observando-se producdo de
98, 86 g. L' de FOS em meio com 300 g. L™ de sacarose em 24 horas de fermentacao®.

Figura 1. Superficie de resposta para o efeito da concentracdo de sacarose e
temperatura na producao de FOS por Bacillus subtilis natto CCT7712.
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CONCLUSAO
Dentre os parametros testados, observou-se efeito significativo da concentracdo de
substrato e da temperatura na sintese microbioldgica de FOS. Considerando a crescente
demanda pelo referido produto, possibilidades de manipulacao destes parametros na otimizagao
de processos torna a producao microbioldgica uma alternativa viavel e eficiente.
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