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RESUMO

Oligossacarideos prebioticos sdo carboidratos capazes de chegar ao intestino grosso onde sdo
metabolizados pelas bidifidobactérias e lactobacilos ali presentes estimulando o seu
crescimento. A importancia destes microrganismos estd associada a sua relacdo com a
melhoria da intolerancia a lactose, melhora da funcdo intestinal, melhoria do sistema
imunolégico, reducdo de enzimas mutagénicas e sintese de vitaminas do complexo B. A
enzima dextrana-sacarase pode ser facilmente obtida a partir da fermentacdo do Leuconostoc
mesenteroides em meio contendo sacarose como fonte de carbono. Esta enzima catalisa a
formacdo de dextrana em meio contendo sacarose como unico substrato. Quando um aceptor
estd presente no meio de cultura, parte das unidades de glicose da sacarose sdo desviadas da
sintese de dextrana formando oligossacarideos. A utilizacdo do suco de caju, rico em glicose e
frutose, visa 0 aproveitamento de excedentes agricolas, reduzindo assim o custo do processo
final. Este trabalho teve por objetivo estudar a sintese de oligossacarideos prebidticos a partir
da fermentagéo de duas linhagens de Leuconostoc mesenteroides; B512F e B742, ambas ndo
patogénicas e seguras do ponto de vista alimentar. Com base nos resultados obtidos pode-se
concluir que o processo fermentativo utilizando o suco de caju como substrato apresentou
bons resultados, principalmente no que se refere ao crescimento microbiano, producdo da
enzima dextrana-sacarase e crescimento de Lactobacillus sendo sua utilizagdo, portanto
viavel.

Palavras-chave: Leuconostoc mesenteroides; oligossacarideos prebidticos; suco de
caju; processo fermentativo.



ABSTRACT

Prebiotic oligosaccharides are carbohydrates able to reach the large intestine being
metabolizated by bidifidobacterium and lactobacillus and stimulating their growth. The
importance of these microorganisms is related with its improvement of the intolerance to the
lactose, improvement of the intestinal function and the imunologic system, mutagenic enzyme
reduction and vitamin synthesis of the complex B. The enzyme dextransucrase can be easily
obtained through the fermentation of Leuconostoc mesenteroides in a medium containing
sucrose as carbon source. This enzyme catalyzes the formation of dextran in a medium
containing sucrose as the only substrate. When an acceptor is present in the culture medium,
part of the glucose moieties from sucrose are deviated from the dextran synthesis forming
prebiotic oligosaccharides. The use of the cashew juice, rich in glucose and fructose, aims to
the use of an agriculture excess, reducing the cost of the final process. This work had as
objective the study of synthesis of prebiotic oligosaccharides from the fermentation of
Leuconostoc mesenteroides, B512F and B742, both non pathogenic and safe from the
alimentary point of view. Based on the obtained results it can be concluded that the
fermentative process using the cashew juice as substratum presented good results, mainly for
the microbial growth, production of the enzyme dextransucrase and growth of Lactobacillus
being its use, therefore viable.

Key- words: Leuconostoc mesenteroides, prebiotic oligosaccharides, cashew juice,
fermentative process.
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1.INTRODUCAO

Recentemente o uso de alimentos funcionais, em especial aqueles
contendo bifidobactérias e lactobacilos denominados probidticos, tém crescido
bastante por sua relacdo com a melhoria da intolerancia a lactose, melhoria do
sistema imunolégico e reducdo de enzimas mutagénicas tais como: beta-
glucoronidase e nitroredutase, além da sintese de vitaminas do complexo B (Chung
e Day, 2002), contudo estes microorganismos podem nao atuar em nivel intestinal
por nao resistir a acdo de enzimas digestivas, ao baixo pH do estdbmago, e a bile do
intestino delgado. Neste contexto, tém-se aumentado a procura por carboidratos
denominados prebidticos que por ndo serem metabolizados no estbmago e no
intestino delgado, sdo capazes de chegar ao intestino grosso (Hidaka, 1991; Chung
e Day, 2004).

Ha alguns microrganismos, como o Leuconostoc, Lactobacillus e
Streptococcus, que produzem glicosiltransferases, que sédo enzimas bacterianas
produzidas durante o processo fermentativo, que agem sobre a sacarose
propiciando a sintese de carboidratos. (Demuth et al.,, 2002; Rodrigues, 2003;
Segura et al., 2004).

A enzima dextrana-sacarase, que faz parte do grupo das
glicosiltransferases, pode ser facilmente obtida a partir da fermentacdo do
Leuconostoc mesenteroides em meio contendo sacarose como fonte de carbono.
Esta enzima catalisa a formacdo de dextrana em meio contendo sacarose como
anico substrato. Quando um aceptor esta presente no meio de cultura, parte das
unidades de glicose da sacarose sao desviadas da sintese de dextrana formando
oligossacarideos. O suco de caju por ser rico em glicose e frutose funciona como

fonte de aceptores (frutose e glicose) para indugcdo da producdo da enzima



dextrana-sacarase, que é de expressao extracelular (Honorato et al., 2005, Honorato
et al., 2006).

Dentre as frutas cultivadas no Nordeste Brasileiro, o caju merece
destaque devido a sua importancia sécio econdmica para o pais, em funcédo da
exploracdo de quase 1 milhdo de hectares de cajueiros, que mobilizam no campo
cerca de 280 mil pessoas e proporcionam uma producédo de 217.062 toneladas de
castanha e 2 milhBes de toneladas de pedunculo por ano. No entanto, ha uma
subutilizacdo do pedunculo, pois o principal produto de comercializacdo é a
castanha (Oliveira e Andrade, 2006; Sancho, 2006).

Vale ressaltar, contudo, que a utilizacdo do pedunculo torna-se também
uma fonte de renda, principalmente quando aproveitado industrialmente para a
producdo de sucos, doces, cajuina, bebidas alcodlicas, sorvetes, mocorord e outros
produtos alimenticios, além de usos medicinais (Silva, 1999; Aguiar, 2001).

A utilizacdo de substratos regionais, visa 0 aproveitamento de substratos
agricolas. O caju, largamente cultivado no Ceara, possui pedunculo que é
desperdicado, pois o maior valor dessa cultura esta associado a améndoa da
castanha. Considerando-se que o pseudofruto corresponde a 90% do peso do caju,
calcula-se que o pais produza cerca de 2 milhdes de toneladas desse produto.
Estima-se que o aproveitamento do pedunculo para industrializacdo esteja em torno
de apenas 5 %, o0 que significa uma perda de 95 % do total da producéo anual,
sendo grande parte perdida no campo, no momento do descastanhamento feito para
a industria de beneficiamento de castanha. Dentre os fatores de influéncia estdo a
alta perecibilidade do pedunculo do caju, associada ao curto periodo de safra e a
inexisténcia de métodos econdémicos de preservacdo da matéria-prima (Leite, 1994;
Costa, 1999; Sancho, 2006).

Dessa forma, o trabalho visa reduzir o custo do meio de cultura para

producédo de oligossacarideos prebioticos, a partir do aproveitamento de produtos da



agroindustria tropical local, viabilizando o uso eficiente de recursos e permitindo a

reducao de perdas de excedentes.

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1.Alimentos Funcionais

O consumo de alimentos funcionais vem aumentando bastante como
resultado de uma preocupacédo individual com a saude. Por outro lado, para que
determinado componente do alimento tenha seu efeito comprovado séo necessarias
muitas etapas de avaliaces e varios deles sem acdo comprovada cientificamente.
Pode-se dizer que essa abordagem do alimento é resultado do desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico que levou a necessidade de reconhecimento das relacfes
entre os varios componentes dos alimentos e de seu papel na saude do ser humano

gue os consome (Colli et al., 2002).

As doencas crbnicas que mais tém causado preocupacdo mundial, como
cancer, obesidade, hipertensdo e doencas cardiovasculares, estdo associadas a
dieta. No entanto dada a complexidade das inter-relagdes entre os componentes dos
alimentos, tracar uma relacdo de causa e efeito inequivoca e definitiva é

praticamente impossivel (Colli et al., 2002).

O conceito de alimentos funcionais surgiu a partir da hipotese de que a
dieta alimentar possa controlar e modular varias func¢des orgéanicas, contribuindo
para a manutencdo da saude e reduzindo o risco do aparecimento de doencas
(Borges, 2002).



Inicialmente, os alimentos funcionais foram definidos como alimentos que,
além do papel nutricional, exerciam efeitos benéficos no organismo. Segundo o
“Institute of Medicine of the U.S. National Academy of Sciences”, este conceito
ampliou-se, abrangendo qualquer alimento ou ingrediente alimentar que possa
exercer efeito benéfico no organismo (Borges, 2002).

Um conceito mais amplo para definir alimentos funcionais é o de
componentes bioativos, nutrientes ou ndo nutrientes, contidos nos alimentos que
exercem efeito benéfico para a saude, e este efeito € dito “efeito funcional”
(Roberfroid et al., 1988 citados por Borges, 2002).

Os alimentos funcionais também podem ser definidos como produtos
contendo em sua composicao alguma substancia biologicamente ativa que, ao ser
incluida numa dieta usual, modula processos metabdlicos ou fisioldgicos, resultando
em reducao do risco de doencas e manutencao da saude (Fagundes e Costa, 2003,
Borges, 2002).

Varios outros autores também procuram conceituar alimentos funcionais.
Para Bellisle et al. (1998), um alimento pode ser classificado como funcional se
apresenta um nutriente ou ndo nutriente que atue positivamente em uma ou mais
funcdes dentro do organismo. De acordo com Milner (1999), para que um alimento
seja considerado funcional ele deve exercer efeito metabdlico ou fisioldgico que
contribua para a saude fisica e para reducdo do risco de desenvolvimento de
doencas crénicas; fazer parte de uma alimentacéo usual; os efeitos positivos devem
ser obtidos com quantidades ndo tbéxicas e devem persistr mesmo apos a
suspensao da sua ingestdo; os alimentos funcionais ndo sédo destinados a tratar ou

curar doencas.

Sob um ponto de vista pratico um alimento funcional pode ser um alimento
natural; um alimento ao qual foi adicionado um componente, ou um alimento ao qual
foi removido um componente através de processos tecnoldgicos ou biotecnoldgicos.

Também podera ser um alimento cuja natureza ou a biodisponibilidade de um ou



mais componentes foi modificada, ou qualquer combinacdo destas possibilidades
(Diplock et al., 1999; Roberfroid, 2002).

A definicdo legal de alimento funcional € todo alimento ou ingrediente que,
além das fun¢bes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta
usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos e/ou efeitos benéficos a saude,

devendo ser seguro para consumo sem supervisdao medica (Brasil, 1999a).

7

A regulamentagdo sobre alimentos funcionais no Brasil é feita pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que publicou em 30 de abril de
1999 trés resolucdes relacionadas ao tema. A resolucdo n” 17 aprova as diretrizes
basicas para a avaliacdo de risco e seguranca dos alimentos; a resolucdo n” 18
aprova as diretrizes basicas para analise e comprovacédo de propriedades funcionais
e/ou de saude alegadas em rotulagem de alimentos e a resolugdo n” 19 aprova
procedimentos para registro de alimento com alegacéo de propriedades funcionais e
ou de saude em sua rotulagem. Nas duas Ultimas, é feita a distingdo entre alegacao
de propriedade funcional e alegacdo de propriedade de saude. A alegacdo de
propriedade funcional é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que uma
substancia (seja nutriente ou ndo) tem no crescimento, desenvolvimento,
manutengdo e outras funcdes normais do organismo humano. A alegagdo de
propriedade de saude € aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relacédo
entre o alimento ou ingrediente com doenca ou condicéo relacionada & saude. Nao
sdo permitidas alegacdes de saude que facam referéncia a cura ou prevencao de
doencas (Brasil, 1999b; Brasil, 1999c; Brasil, 1999d).

A legislacdo japonesa reconhece como favorecedores da saude fibra
alimentar, colinas, bactérias acidolaticas, minerais, acidos graxos poliinsaturados,
prevendo a inclusdo de outros, tais como o0s oligossacarideos, peptideos e

proteinas, isoprendides e vitaminas (Colli et al., 2002).



N&o tendo sido estabelecida pela Unido Europeia qualquer legislacéo
referente a este assunto, cada pais atua isoladamente. No entanto, devido a posi¢éo
competitiva das industrias de alimentos e bebidas, reconhece-se a necessidade de
um entendimento acerca das bases cientificas dos alimentos funcionais (Diplock et

al., 1999; Pereira, Mesquita e Rayssiguier, 2007).

A Food and Drug Administration (FDA), em 1993, aceitou a existéncia de
evidéncias suficientes que permitiam estabelecer uma correlacdo entre nutrientes ou
alimentos da dieta e determinadas doencgas. Em 1998, foram aprovadas pela FDA,
correlagbes entre alimentos ou componentes e doencas (Pereira, Mesquita e

Rayssiguier, 2007). Estas correla¢des foram:

- Elevado teor de calcio e reducédo do risco de osteoporose.

- Baixo teor em lipideos saturados, em colesterol e lipideos

totais e reducao do risco de doenca cardiovascular.

- Relacdo entre os acucares simples e reducdo de caries

dentéarias.

- Dietas ricas em fibras sollveis e reducao do risco de doenca

cardiovascular.

Em 1999 a FDA anunciou que mais correlacdes podiam surgir através de
“declaracdes de autorizacdo”, emitidas por instituicbes com credibilidade cientifica,
tais como: o Instituto Nacional de Saude, o Centro de Controle de Doencas e a

Academia Nacional de Ciéncias (Pereira, Mesquita e Rayssiguier, 2007).

A resposta do organismo frente a ingestdo dos alimentos funcionais
depende de fatores genéticos, fisioldgicos e dietéticos, isto é, da interagdo dinadmica
que ocorre entre os varios componentes de uma dieta (Borges, 2002).



O interesse nos alimentos funcionais resultou na comercializagdo de um
enorme numero de novos alimentos concebidos, tendo por base a prevencao de
determinadas doencas, sobretudo as doencas crbénicas (Hasler, 2000).
Lamentavelmente, a inexisténcia de legislacdo especifica referente a estes
alimentos, a constante necessidade de desenvolvimento de novos produtos como
estratégia de marketing e os grandes lucros associados a sua produc¢do, constituem
fortes atracdes para a industria alimentar. Conseqiientemente, sdo cada vez mais 0s
novos alimentos enriquecidos ou fortificados disponiveis no mercado que se dizem
benéficos para a saude, sdo exemplos: os fortificados com calcio que conferem
resisténcia aos 0ssos, a farinha enriquecida com folatos que previne defeitos no tubo

neural, etc. (Jacobson, 1999).

Contudo, torna-se de extrema importancia o tipo de abordagem e as
estratégias de marketing e publicidade a que estes alimentos estdo sujeitos, pois
embora o termo “alimento funcional” seja bem conhecido por todos aqueles que
trabalham na area da saude, tende a ser confundido, sobretudo pelos consumidores,
que o englobam na mesma categoria do produto dietético, suplemento alimentar,
produto natural, etc. (Marriott, 2000).

2.2.0ligossacarideos

Os efeitos benéficos associados ao consumo de oligossacarideos sao,
basicamente, a reducao do nivel de colesterol sangtiineo e a diminui¢do do risco de
desenvolvimento de cancer, decorrente de trés fatores: capacidade de retencao de
substancias toxicas ingeridas ou produzidas no trato gastrointestinal durante os
processos digestivos; reducdo do tempo do transito intestinal, acarretando em rapida
eliminacdo do bolo fecal, com a reducdo do tempo de contato do tecido intestinal
com substancias mutagénicas ou carcinogénicas e formacdo de substancias
protetoras pela fermentacdo bacteriana dos componentes da alimentacdo (Machado
e Santiago, 2001).



Oligossacarideos sao polimeros de baixo peso molecular que contém de 2
a 20 moléculas de acucar. Como eles sdo pequenos, sao prontamente
hidrossollveis e freqientemente bastante doces (Roberfroid et al., 1993).

Os oligossacarideos néo digeriveis sdo resistentes ao acido do estbmago
e a acdo da amilase e enzimas hidroliticas intestinais. Eles entram no intestino
grosso intactos e podem ser fermentados por bactérias nativas. A rafinose,
encontrada no acucar da beterraba, é um trissacarideo feito de galactose-glicose-
frutose. A estraquiose, um tetrassacarideo composto de duas galactoses, uma
glicose e uma frutose, € encontrada nos vegetais tais como leguminosas e abdbora
(Ettinger, 2002; Waitzberg e Galizia, 2002). Oligossacarideos com grau de
polimerizacdo entre 2 e 10 sdo extremamente importantes para varias aplicacdes

nutricionais e farmacéuticas (Rodrigues, 2003).

2.3.Probié6ticos

Probioticos sdo alimentos contendo microorganismos vivos que, COmo as
fibras, atuam no intestino promovendo o equilibrio da microflora intestinal. S&o varias
as espécies de microorganismos consideradas probidticos e as mais utilizadas sao
espécies de Bifidobacterium e de Lactobacillus. Essas espécies estao presentes em
iogurtes, em produtos lacteos fermentados ou como suplemento alimentar (Collis et
al., 2002).

Estas bactérias residem naturalmente no intestino humano e de animais. A
esta microbiota intestinal € atribuida a melhoria da intolerancia a lactose, melhoria do
sistema imunologico, reducdo de enzimas mutagénicas tais como: beta-
glucoronidase e nitroredutase, além da sintese de vitaminas do complexo B. Estes
microrganismos se destacam por metabolizar oligossacarideos com grau de

polimerizacdo entre 2 e 10, e esta caracteristica tem sido considerada como fator



chave para o estabelecimento de efeitos de saude. Entretanto, para serem efetivos,

os alimentos probioticos devem alcancar o intestino grosso (Chung e Day, 2002).

Entretanto as enzimas digestivas e o baixo pH do estbmago, e até mesmo
a bile do intestino delgado, na maioria das vezes, fazem com que a ingestdo de
alimentos probidticos seja inGcua, uma vez que 0s microrganismos sao inviabilizados
antes mesmo de chegarem ao intestino grosso. Dessa forma, esforcos para o
desenvolvimento de bactérias resistentes a bile e ao pH do estomago tém sido

dispensados por diversos pesquisadores (Fagundes e Costa, 2003).

2.4.Prebib6ticos

Sao considerados prebidticos os oligossacarideos resistentes, ou seja,
carboidratos complexos de configuracdo molecular que os tornam resistentes a acao
hidrolitica da enzima salivar e intestinal, atingindo o c6lon intactos, com efeitos sobre
a microflora coldénica uma vez que ao chegarem no intestino grosso sao
metabolizados pelas bifidobactérias e lactobacilos, ali presentes, estimulando o seu

crescimento (Chung e Day, 2004; Fagundes e Costa, 2003; Borges, 2002).

Segundo Gibson (1999), os seguintes critérios devem ser levados em
consideracdo ao classificar um alimento como prebidtico: ndo sofrer hidrolise ou
absorcdo no intestino delgado; quando atingir o célon, deve ser metabolizado
seletivamente por nimero limitado de bactérias benéficas; deve ser capaz de alterar
a microflora colbnica para uma microflora bacteriana saudavel; ser capaz de induzir

efeito fisioldgico que seja importante para a saude.

Qualquer alimento que atinja o c6lon pode, teoricamente, ser considerado
prebiotico. No entanto, at¢é o momento, destaque tem sido dado a inulina e os

frutooligossacarideos (FOS) que apresentam efeito bifidogénico, isto é, estimulam o



crescimento intestinal das bifidobactérias. As bifidobactérias por efeito antagonista
suprimem a atividade de outras bactérias putrefativas: Escherichia coli,
Streptococcus faecales, Proteus e outros (Borges, 2002).

A inulina € um polimero de glicose extraido da raiz da chicéria ou
produzida industrialmente a partir da sacarose. Apresenta um grau de polimerizagao
(DP) de 10-12 e cadeia de 2-60 unidades de carbono (Borges, 2002).

Os FOS podem ser obtidos a partir da hidrélise da inulina pela enzima
inulase e contém 5% de glicose, frutose e sacarose. Industrialmente, os FOS séo
produzidos a partir da sacarose por atuacdo da enzima frutosiltransferase, enzima

fungica obtida do Aspergillus niger e outros microrganismos.

Os FOS e a inulina sdo considerados alimentos funcionais, por
desempenharem fungdes fisiolégicas comprovadas no organismo. Alguns dos efeitos
exercidos por substancias prebidticas sao: alteracdo do transito intestinal, reduzindo
0s metabdlitos toxicos; prevencéo da diarréia ou da obstipacéo intestinal, por alterar
a microflora colbnica; diminuicdo do risco de cancer; diminuicdo dos niveis de
colesterol e triglicerideos; controle da pressdo arterial; incremento da producéo e
biodisponibilidade de minerais; reducdo do risco de obesidade e diabetes insulino

nao-dependente e reducéo da intolerancia a lactose (Borges, 2002).

Do ponto de vista fisiologico, a inulina e o FOS, assim como as fibras
alimentares, influenciam a funcéo intestinal com aumento da frequéncia evacuatoria,
reducao do pH e aumento do peso das fezes e reducdo dos valores plasméaticos de
triglicerideos e colesterol (Borges, 2002). De acordo com estudo clinico realizado por
Molis et al. (1996), 89% de FOS ingeridos atingem o célon e 0% é excretado nas
fezes. Isso porque 100% da inulina e dos FOS séo fermentados no célon. Assim, a
eficiéncia desses prebibticos depende da populacdo bacteriana presente no célon

que varia de individuo para individuo.



A dose minima diaria recomendada de FOS para este efeito bifidogénico
pode variar de 2,759 a 4g/dia. Efeitos gastrintestinais indesejaveis foram relatados
com ingestao de quantidades maiores do que 30g.

2.4.1 Producdo e Sintese de Oligossacarideos Prebidticos

Os oligossacarideos prebidticos podem ser produzidos por trés formas
diferentes: extragdo de plantas, hidrolise acida ou enzimatica de polissacarideos ou
sintese enzimatica com transglicosilases. A sintese destes oligossacarideos pode

ser realizada via processo enzimatico ou fermentativo (Rodrigues, 2003).

O Leuconostoc mesenteroides é uma bactéria aerdbia facultativa e,
utiizando sacarose como fonte de carbono, primeiramente produz a enzima
dextrana-sacarase, a qual € responsavel pela conversédo de sacarose. O processo
fermentativo € constituido de trés etapas basicas: crescimento celular, producéo
enzimatica e producao de oligossacarideos. O tempo total do processo € variavel e o
pH final atinge valores entre 4,5 e 4,8 devido a formag&do de metabdlitos &cidos pelo

microorganismo. (Rodrigues et al., 2006; Rabelo et al., 2006).

O crescimento celular é realizado em meio tamponado, sendo 7 o pH
otimo para esta etapa. Ja o pH 6timo para a producdo enzimatica se encontra na
faixa de 6,0 a 6,9, enquanto que o pH 6timo para a reacdo enzimatica € de 5,2
(Rodrigues, 2003).

A enzima dextrana-sacarase é uma transglicosidase tradicionalmente
utiizada para a sintese de dextrana e pode ser facilmente obtida a partir da
fermentac¢ao do Leuconostoc mesenteroides em meio contendo sacarose como fonte
de carbono. Entretanto, quando além de sacarose um aceptor é também utilizado
como segundo substrato, parte das unidades de glicose provenientes da quebra da

sacarose promovida pela enzima, sdo desviadas da cadeia de dextrana, sendo



incorporadas neste segundo substrato, formando oligossacarideos de interesse
técnico (reacdo do aceptor). Quando maltose € utilizada como aceptor, o principal
produto desta reacdo € a panose, que pode ser aplicada na industria de alimentos
como adocante ndo cariogénico (Miyake et al, 1985) e agente estabilizante de
bebidas (Higashimura et al,. 2000) . Além disso, ha estudos indicando que a panose
estimula o desenvolvimento de bidifidobactérias e lactobacilos (Machida et al., 1986),
que sao benéficas ao trato digestivo sem estimular o desenvolvimento de
microrganismos daninhos (Higashimura et al., 2000). Quando glicose ou frutose sao
utiizadas como aceptores ha formacdo de gluco-olissacarideos e leucrose,
respectivamente, que assim como 0s malto-oligossacarideos estimulam o
crescimento de bifidobactérias e lactobacilos inibindo o crescimento de

microrganismos daninhos (Salmonella e E.coli).

Através do mecanismo de reacdo com aceptores temos a producdo de

oligossacarideos conforme quadro a seguir:

Quadro 1. Relacdo aceptor oligossacarideo produzido

Aceptor Dligossacarideo
Glicose Tsomaltose
Frutose Leucrose
Maltose Panose

Fonte: Alsop (1983)

Quando em meio contendo um aceptor (maltose, frutose, glicose, etc)
como substrato predominante e sacarose como segundo substrato, a enzima
dextrana-sacarase produz oligossacarideos prebioticos. O ajuste da proporcao
aceptor/sacarose permite a supressao da sintese de dextrana e a maximizacédo da
producdo de oligossacarideos (Rodrigues, 2004a; Rodrigues et al., 2006; Rabelo et
al., 2006). Um esquema da sintese de oligossacarideos a partir da reacdo do

aceptor com a enzima dextrana-sacarase pode ser visualizado na Figura 1.



-------------------------------------------

FOI

w
S n
[ ]
m
m
]
JL "
x.--
(=]
o

)
R
8
I
@
¥t Sl
o

EGI
/7 8 Ha0 -
\ :
12
% EG 4 D
19 || -19 132 1 e i 1 A0jo1
' ry -
M EG i AG)H
"‘\1 A AC) g | |
(AGI+1) |[ (AGI*1) bl s
(AGJ+D) || (AG]+)
v
AEGI
(AGJ+1EGI)
(AG |+ EGI)

Figura 1. Modelo cinético para a catalise da dextrana-sacarase na presenca de aceptores. EGi
=complexo enzima cadeia crescente de dextrana; A = aceptor, G = glicose, S = sacarose, F = frutose,
AG;,; = produto do aceptor contendo j+i unidades de glicose (oligossacarideo resultante da reacéo do
aceptor). (Heincke et al., 1999)

No mecanismo aceptor da dextrana-sacarase, a sacarose € usada como
substrato, onde o grupo glicosil é transferido por transglicosilacdo e o aceptor e a
frutose sdo formados como produtos. A dextrana é formada em maior ou menor
quantidade dependendo do aceptor e das condicbes de reacdo (Demuth, 2002),

conforme reacgdes a seguir:

Sacarose + Glicose (aceptor) —2&tenerese_, gljgossacarideos + Frutose



Sacarose —d&temsacarese , Myaytrana + Frutose

2.5.Caju

BN

O cajueiro (Anacardium occidentale, L.) pertence a familia das
Anacardiaceae, que inclui arvores e arbustos tropicais e subtropicais. A maior
diversidade de cajueiro, Unica espécie cultivada e a de maior dispersdo do género,
encontra-se no Nordeste brasileiro, em diversos ecossistemas, especialmente nas
zonas costeiras, compondo a vegetacao de praias, dunas e restingas. Além disso, é
provavel que o seu cultivo tenha origem no Nordeste, onde toda uma tradicdo de
exploracdo pelas tribos indigenas da regido € descrita pelos primeiros colonizadores

(Cris6stomos et al., 2001).

O fruto do cajueiro, denominado de caju, € composto pela castanha, que &
o verdadeiro fruto, e o pedunculo, que é o pseudofruto. A castanha encontra-se
presa ao pedunculo, que apresenta uma estrutura carnosa, suculenta, ligeiramente
adstringente e caracterizada por agradavel sabor (Soares, 1996; Filgueiras, 1999;

Silva, 2006).

Mais de 98% da area ocupada com cajueiro no Brasil se encontra na
Regido Nordeste (Crisostomos et al., 2001). O cajueiro € considerado uma das
culturas de maior importancia econémica do Nordeste do Brasil, sendo cultivada
principalmente nos estados do Ceard (68%), Rio Grande do Norte (11%) e Piaui
(8%) (Maia et al., 2001).

Em nivel mundial, os principais paises produtores de castanha de caju séo
india, Vietnd e Brasil, responsaveis por cerca de 70 % da producdo mundial em
2003 (Oliveira e Andrade, 2004; Pertinari e Tarsitano, 2002).



A agroindustria de caju no Nordeste tem relevante importancia
socioeconémica em funcdo da exploracdo de 677.253 hectares de cajueiros, que
mobilizam no campo cerca de 280 mil pessoas e proporcionam uma producdo de
217.062 toneladas de castanha e 2 milhdes de toneladas de pedunculo ao ano. A
matéria-prima castanha alimenta um parque industrial formado por cerca de doze
fabricas de grande porte e dezenas de mini-fabricas, responsaveis pela obtencéo da
améndoa de castanha de caju, destinada, na sua maioria para exportagéo. (Oliveira
e Andrade, 2004).

2.5.1. Pedunculo do Caju

A utilizacdo do pedunculo do caju é considerada como uma boa fonte de
renda, além de apresentar varias opcdes tecnoldgicas de industrializacéo,
principalmente quando aproveitado na elaboracdo de sucos, doces, refrigerantes,
vinhos, polpas e outros produtos alimenticios e no consumo in natura, sendo
bastante consumidos nos mercados interno e externo (Aguiar, 2001; Assungao &
Mercadante, 2000; Borges et al., 2000; Pertinari & Tarsitano, 2002; Sancho, 2006;
Barros, 2007).

Figura 2. Exemplos do fruto do caju. (a) A fruta e o pseudofruto ou pedinculo; (b) O bagaco do
resultado da extracéo do suco de fruta (Santos et al., 2007)

O Brasil é pioneiro e lider no aproveitamento de pedunculo do caju, sendo
o Estado do Ceara responsavel por metade de toda a area de cajueiros nativos do
Brasil — cerca de 364 mil hectares (Costa, 2003; Sancho, 2006).



2.5.2. Composicdo quimica e fisico-quimica do Caju

O pedunculo de caju apresenta em sua composicdo vitaminas, sais
minerais, proteina, acucares redutores, fibras e taninos (Souza et al, 2002; Sancho,
2006), possuindo cerca de 156 mg a 387 mg de vitamina C, além de minerais como
calcio, ferro e fésforo (Aguiar et al., 2000 citados Sancho, 2006). O valor nutritivo do
caju torna-o matéria-prima adequada para o0 desenvolvimento de produtos
alimenticios diversos, contribuindo na melhoria da saude e bem-estar da populacao.
A tabela 1 mostra a composicdo quimica e fisico-quimica média do pedunculo do
caju de trés diferentes clones.

Tabela 1. Valores médios das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas do pedunculo de caju de
diferentes clones de cajueiro ando.

Determinacdes Valores médios

CP-76 CP - 1001 CP -06
Acucares redutores (%) 8,30 8,08 8,24
Vitamina C (mg/100 mL) 158,26 157,64 153,20
Acidez Total (em % &cido citrico) 0,49 0,47 0,47
Sdlidos soluveis (°Brix) 10,76 10,04 9,74
Tanino (%) 0,27 0,31 0,30
pH 4,25 4,21 4,34
Umidade (%) 85,98 86,23 87,20
Fibra (%) 0,06 0,14 0,20
Calcio (mg/100 g) 16,75 13,65 16,00
Ferro (mg Fe / 100 g) 0,31 0,28 0,34
Fosforo (P,0s) (mg/100 g) 30,55 25,85 26,80
Proteina (%) 0,92 0,75 0,64

Fonte: SOUZA FILHO (1987)

O caju é considerado uma 6tima fonte de vitamina C e boa fonte de
vitaminas do complexo B, como riboflavina e tiamina (Tabela 2). Comparando-se
com os teores encontrados em outras frutas, € possivel verificar que o caju
apresenta quantidades superiores de varias vitaminas, com excecdo da niacina
presente no abacaxi (0,7 mg/100 g), banana (0,6 mg/100 g), maméao (1,0 mg/100 g)
e manga (1,2 mg/100 g) conforme mostrado na Tabela 3 (USDA, 2002; Sancho,
2006).



Granada (2004) em estudo realizado com abacaxi, encontrou resultados
superiores para vitamina C, niacina e riboflavina (27,20 mg/100 g, 0,82 mg/100 g e
0,128 mg/100 g, respectivamente) e inferior apenas para tiamina (0,8 mg/100 g),
sendo estes resultados inferiores aos encontrados no caju, com excecdo da niacina

e tiamina.

Tabela 2. Composicdo média de vitaminas no pedinculo do caju

Pardmetros Concentracéo
Acido ascorbico (mg/100 g) 230,80
Tiamina (mg/100 g) 0,20
Riboflavina (mg/100 g) 0,20
Niacina (mg/100 g) 0,50

Fonte: FRANCO (1998)

Tabela 3. Composicdo média de vitaminas em diversas frutas

Frutas Vitaminas (mg/100 g)
Tiamina Riboflavina Niacina Vitamina C

Abacate 0,03 0,03 0,5 2

Abacaxi 0,14 0,06 0,7 24
Banana 0,05 0,12 0,6 11
Carambola 0,03 0,02 0,04 19
Mamao 0,08 0,10 1 188
Manga 0,12 0,12 1,2 57
Meldo 0,02 0,01 0,4 29

Fonte: USDA (2002)

Além de vitaminas, vale ressaltar que, o caju também apresenta em sua
composicao carotenoides e antocianinas, pigmentos naturais responsaveis por sua
coloracédo caracteristica, que também exercem fungcbes benéficas ao organismo
(Sancho, 2006).

Aguiar et al. (2000) citados por Sancho (2006), encontraram teores
médios de carotendides totais variando de 0,305 mg/100 g a 0,721 mg/100 g em

pedunculos de clone de cajueiro ando-precoce.

Moura (1998) encontrou teores de antocianinas da ordem de 17,58
mg/100 g em pedunculos do clone CCP 09, 59,08 mg/100 g para o clone END 157,
17,56 mg/100 g para o clone END 183 e 76,07 mg/100 g para o clone END 189.



2.6.Suco de Caju

Segundo Sancho (2006), o segmento de sucos é considerado da maior
importancia na industrializacdo do pedunculo de caju, com grande potencial no
mercado nacional e internacional. Estudos realizados por Skliutas et al. (2000),

relatam que o suco de caju é o segundo suco de frutas mais consumido no Brasil.

Segundo a legislacdo brasileira que estabelece o regulamento Técnico
para fixacdo dos padrdes de identidade e qualidade para suco de frutas, o suco de
caju com alto teor de polpa é definido como sendo a bebida ndo fermentada e nao
diluida, obtida da parte comestivel do pedunculo do caju (Brasil, 2000).

O suco de caju € uma complexa mistura de vitaminas, polifendis, agucar,
sais minerais, acidos organicos, aminoacidos, é uma excelente fonte de vitamina C e
contém aproximadamente seis vezes mais vitamina C que o suco de laranja
(Azoubel et al., 2005).

Segundo o Instituto Brasileiro de Frutas, o mercado de sucos e néctares
tem crescido a uma média de 14 % ao ano, de 1994 a 2004, sendo que em 2003 o
Brasil consumiu aproximadamente 2,2 bilhdes de litros de sucos, nas mais diferentes
formas. Destes, 579 mil litros eram de sucos integrais, com destaque para caju (51
%) e maracuja (24 %) (Amaya-Farfan et al., 2001; Pinheiro et al, 2006; Sancho,
2006).

O suco de caju é extraido do pseudofruto do cajueiro que é originario das

regides Norte e Nordeste do Brasil, sendo a cajucultura uma atividade de grande



relevancia socio-econémica para estas regides do pais (Skliutas et al., 2000;
Sancho, 2006).

De acordo com Cianci et al. (2005), o mercado interno consome em torno
de 40 mil toneladas de suco de caju, o que ainda € muito pouco em relagdo a
producdo e a ampliacdo do mercado exportador, que depende de fatores como a
melhoria tecnoldgica dos processos industriais, além de uma politica mercadologica

adequada.

O suco de caju atualmente é comercializado nas formas de suco integral,
suco concentrado e clarificado. Quando o suco de caju clarificado recebe tratamento
térmico recebe a denominacdo de cajuina (EMBRAPA, 2007). A tabela 4 apresenta
a caracterizacdo quimica e fisico-quimica realizadas no suco de caju clarificado

concentrado e diluido.

Tabela 4. Caracterizacdo quimica e fisico quimica do suco de caju clarificado concentrado e diluido a
14° Brix

Determinacfes Teor Médio
Tanino (% de acido tanico) 0,32
pH 4,28
Sdlidos soluveis (°Brix) 14,00
Acucares redutores (%) 12,09
AcUcares nao-redutores (%) Tracos
Acidez (% de acido citrico) 0,35
Vitamina C (%) 0,264

Fonte: Soares et al. (2001)
3. OBJETIVOS

3.1.Geral

e Avaliar o aproveitamento do suco de caju clarificado in natura para

obtencéo de oligossacarideos prebidticos por processo fermentativo



3.2.Especificos

e Caracterizacao fisico-quimica do suco de caju clarificado in natura

e Avaliacdo do processo fermentativo do suco de caju clarificado in
natura em relagdo a producdo de oligossacarideos, dextrana e
biomassa

e Otimizacdo do meio de cultura utilizando suco de caju clarificado in
natura

e Producao simultanea da enzima e dos oligossacarideos prebioticos.

e Verificacdo da aplicabilidade do produto através da determinagdo da
taxa de crescimento de Lactobacillus johnsonii, Escherichia coli e
Salmonella choleraesuis em meio formulado contendo o produto final
como fonte de carbono

e Comparacdo em termos de eficacia dos oligossacarideos ramificados
(obtidos com a linhagem B-742) e lineares (obtidos com a linhagem
B512F)

e Verificacdo da aplicabilidade do suco de caju fermentado como fonte
de oligossacarideos prebidticos

e Comparacédo da atividade prebiotica do suco de caju fermentado, suco

nao fermentado e meio sintético padrao otimizado

4. METODOLOGIA

4.1.0btencao do suco de caju clarificado

O suco de caju foi obtido junto a Embrapa Agroindustria Tropical, que

forneceu o suco ja clarificado. O processo de clarificacdo consistiu na adicdo de



gelatina para decantacdo dos solidos sollveis e taninos (Abreu, 2006). Neste
processo, sobre 50 mL de suco de caju, resultantes da centrifugacdo da polpa,
foram adicionados 5,0 mL de solucdo de gelatina 1% (p/v). Apés 40 minutos, as
suspensdes foram filtradas em papel de filtro Whatman n° 42 (Couri et al., 2002). O

suco foi armazenado em freezer a temperatura de —18°C.

4.2.Caracterizacéao fisico-quimica do suco de caju clarificado

421.  pH

O suco de caju foi inicialmente caracterizado quanto ao pH (potenciometria
direta). O pH foi determinado através de leitura direta, em potencibmetro de marca
Marconi®, modelo PA200, calibrado a cada utilizagdo com solugcdes tampéo de pH
4,0 e pH 7,0 conforme a AOAC (1992).

4.2.2. AcUcares redutores

Para a determinacdo de acUcares redutores foi utilizado o método de
Miller (1959), o qual consiste na reagdo da amostra com reagente de DNS. Para a
determinacdo das concentracdes de aclucares na amostra foi feita uma curva padrao
de calibracdo através de solucdes de padrao em concentracdes conhecidas (faixa
de 0,2 a 1,0 g/l). Esta curva de calibracdo € uma reta passando pela origem dos

eixos, cuja equacdo é determinada através de regressao linear.

A determinacéo da curva de calibracéo foi feita adicionando-se 0,5 mL de
cada solucdo padrdao em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL da solucédo de DNS. A

mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos e resfriada posteriormente em banho de



gelo. Apds atingir a temperatura ambiente, a mistura foi diluida com agua destilada
(fator de diluicdo 10,4) e a leitura da absorbancia foi realizada a 540 nm. O reagente
de DNS foi preparado dissolvendo-se 10,60 g de acido 3,5-dinitrosalicilico; 19,80 g
de NaOH, 8,3 g de bissulfito de s6dio em 1000 mL de agua destilada. Apos a
dissolucdo total dos reagentes sdlidos, foi adicionado a mistura 7,6 mL de fenol
fundido e o volume foi completado para 1400 mL. A solugdo foi armazenada na
geladeira em um frasco ambar envolvido com papel aluminio para evitar
decomposicdo de seus componentes por a¢édo do calor e da luz. A uma aliquota de
100 mL desta solucdo foram adicionados 30,6 g de tartarato duplo de sddio e
potéssio. Apos a dissolugdo completa do solido o volume foi completado para 140
mL. A curva de calibracdo foi construida utilizando-se o reagente contendo o

tartarato.

4.2.3. Nitrogénio total

A concentracdo de nitrogénio total foi determinada pelo método Kjedahl
(Instituto Adolfo Lutz, 1985), o qual se divide nas etapas de digestao, destilacéo e
titulacdo. O procedimento realizado para digestdo da amostra consistiu
primeiramente em transferir 10 mL da amostra para o baldo de Kjeldahl, onde
adicionou-se 18 g de sulfato de potéassio, 1,0 g de sulfato de cobre, 25 mL de acido
sulfdrico e algumas pérolas de vidro. Digeriu-se a 400°C/120 min, até a amostra
clarificar. Para realizar a destilacéo, adicionou-se 150 mL de agua e conectou-se ao
destilador. Foi coletado cerca de 100 mL de destilado em erlenmeyer e procedeu-se

a titulagcdo com &cido cloridrico 0,1N até a solucédo atingir a coloracéo rosa.

4.2.4. Composicdo mineral



A composicdo mineral do suco de caju foi avaliada através da
determinacdo de sédio, potassio, fésforo, célcio, magnésio, enxofre, cobre, ferro,
zinco e manganés. Para a quantificacdo de minerais as analises foram conduzidas
em triplicata, sendo as amostras inicialmente submetidas ao processo de digestado
por 24 horas com mistura acida nitro-perclérica na proporcédo de 3:1 (600 mL de
HNO3; 65% p.a e 200 mL de HCIO4 72%). A leitura para quantificacdo de sédio e
potéssio foi através de fotometria de emissdo de chamas e para os demais minerais
através de espectrofotometria por absorcdo atdomica (Malavolta, Vitti e Oliveira,
1997).

4.3.0btencao dos microrganismos

As linhagens do microrganismo Leuconostoc mesenteroides (NRRL B-
512F e NRRL B-742), o Lactobacillus johnsonii (NRRL B-2178) e a Escherichia coli
(NRRL B-14573) foram obtidos junto ao banco de microrganismos do Departamento
Estadual de Agricultura dos EUA (United States Departament of Agricultural, Peoria,
lllinois, NRRL Culture Collection). A Salmonella choleraesuis (ATCC 10708) foi
obtida junto ao Laboratério de Microbiologia Geral do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceard. Todas as linhagens foram obtidas na forma

liofilizada.

4.4.Ativacao do Leuconostoc mesenteroides B512 F e B742

As linhagens de L. mesenteroides foram ativadas a partir de meio
sintético (indutor da producdo da enzima) contendo somente sacarose como fonte
de carbono (indutor da producdo da enzima). A composicdo do meio sintético,
considerado como controle nos ensaios fermentativos, € apresentada na Tabela 5. O
microrganismo foi ativado por 12 horas em incubador (shaker) rotatério (30 °C e 150

rpm). O pH do meio sintético inicial foi ajustado para pH 6,5 com acido fosforico.



Tabela 5. Meio padréo otimizado

Reagente Concentracéao (g/L)
Sacarose 50,0
Extrato de levedura 20,0
Fosfato de potassio dibasico 20,0
Sulfato de magnésio 0,20
Sulfato de manganés 0,01
Sulfato ferroso 0,01
Cloreto de célcio 0,02
Cloreto de sodio 0,01

Agua 1L

Fonte: Guimaraes et al. (1999)

4 5.Ensaios Fermentativos

Para a realizacdo deste trabalho, estudou-se a sintese de
oligossacarideos prebioticos a partir da fermentacdo de duas linhagens de
Leuconostoc mesenteroides; B512F e B742, ambas nao patogénicas e seguras do
ponto de vista alimentar. A principal diferenca entre as linhagens utilizadas € a
linearidade da cadeia do oligossacarideo formado na reacdo do aceptor. A linhagem
B512F forma oligossacarideos de cadeia linear, enquanto que a linhagem B742
forma oligossacarideos de cadeira ramificada. Os uso de duas linhagens visa
comparar a eficicia do oligossacarideo obtido em relacéo a estrutura de sua cadeia

(linear ou ramificada).

Os ensaios para o estudo da producdo da enzima e, consequentemente,
de dextrana e de oligossacarideos a partir da fermentacdo com as duas linhagens
de Leuconostoc mesenteroides, utilizando como substrato o suco de caju clarificado
in natura, foram realizados em shaker rotatério a 30 °C e 150 rpm. Este substrato foi
adicionado de sacarose para induzir a producdo da enzima, possibilitando a sintese
de dextrana e dos oligossacarideos.



Apos ativacdo das linhagens de Leuconostoc mesenteroides em meio
sintético, conforme descrito no item 4.4, 15 mL da cultura foram inoculadas em um
Erlenmeyer contendo 150 mL do meio de cultura com suco de caju e pH ajustado

para 6,5 (valor 6timo de crescimento do L. mesenteroides).

O término da fermentacdo foi considerado quando o pH atingiu o valor
aproximado de 4,5, no qual a enzima em meio sintético € rapidamente desnaturada
a temperatura do ensaio (Rodrigues et al., 2003), exceto para 0 primeiro
planejamento experimental para o L. mesenteroides B512F que foi conduzido por 24
horas.

Foram monitorados durante o processo fermentativo o pH, a atividade
enzimatica e a concentracao celular através da retirada de amostras em intervalos

regulares de tempo.

451. Ensaios com L. mesenteroides B512F

A producdo dos oligossacarideos foi estudada através de um
planejamento fatorial fracionério 2° com um ponto central (Barros Neto et al., 2001)
onde foram variadas as concentracdes iniciais de sacarose e acucar redutores totais
(através da diluicdo da matéria-prima) e sendo considerados ensaios com ou sem a
correcdo do meio de cultura no tocante a adicdo de ions metalicos e de
suplementacao da fonte de nitrogénio e fosfato, conforme apresentado na Tabela 6.
As faixas de concentracdo analisadas foram escolhidas em fungéao da existéncia de

estudos prévios referidos na literatura para a linhagem B512F e resultados ja obtidos



no laboratério de Biotecnologia/DETAL/UFC (Rabelo et al., 2006; Honorato et al.,
2006). O pH inicial dos ensaios foi ajustado para 6,5 (valor 6timo de crescimento do
L.mesenteroides). Os sais minerais variados no planejamento experimental se

referem ao percentual da solucdo salina com base no meio sintético.

Tabela 6. Planejamento experimental com suco de caju clarificado com variacdo de sacarose, acucar

redutor, extrato de levedura, fosfato e sais minerais para a linhagem B512F. Fortaleza, 2006.

5 Extrato de - :
: Sacarose Acucar Sais minerais
Ensaio Levedura Fosfato (g/L)
Redutor (g/L) (%)
(g/L) (9/L)

1 50.0 50.0 20.0 20.0 100
2 50.0 50.0 0.0 20.0 0
3 50.0 25.0 20.0 0.0 100
4 50.0 25.0 0.0 0.0 0
5 25.0 50.0 20.0 0.0 0
6 25.0 50.0 0.0 0.0 100
7 25.0 25.0 20.0 20.0 0
8 25.0 25.0 0.0 20.0 100
9 375 375 10.0 10.0 50

Foram avaliadas no segundo ensaio cinco diferentes combinacbes de
concentracdes variando de 0 g/L a 20 g/L, de extrato de levedura e fosfato (K;HPO,)
em meio de cultura adicionado de 50 g/L de acgUcares redutores totais (suco de caju
clarificado contendo glicose e frutose) e 50 g/L de agucar ndo redutor (sacarose), na
producédo da enzima dextrana-sacarase conforme planejamento experimental 2% com

dois pontos centrais apresentado na tabela 7.

Tabela 7. Planejamento experimental com suco de caju clarificado, contendo 50 g/L de acUcar redutor
e 50 g/L de sacarose, com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem B512F.
Fortaleza, 2006.

Ensaio Extrato de Levedura (g/L) Fosfato (g/L)




A 20 20
B 20 0
C 20
D 0
E 10 10

Ao término do experimento, dois ensaios complementares foram
realizados sem adicdo de fosfato com pH controlado a 6,5, sendo um deles com
adicao de extrato de levedura (Ensaio F) e outro sem adicdo de extrato de levedura
(Ensaio G)

45.2. Ensaios com L. mesenteroides B742

Inicialmente foi realizado um planejamento experimental central compdsito
2% com dois pontos centrais para a linhagem B742 com o intuito de avaliar as
concentragfes Otimas de extrato de levedura e fosfato. Para tanto foram verificadas
dez diferentes combinagdes de concentracdes variando de 4 g/L a 20 g/L, de extrato
de levedura e fosfato (K;HPO,;) em meio contendo 50 g/L de acucares redutores
totais (suco de caju clarificado contendo glicose e frutose) e 50 g/L de aclUcar néo
redutor (sacarose), conforme apresentado na tabela 8. A faixa de concentracao
analisada foi escolhida em funcdo da existéncia de estudos prévios e resultados ja
obtidos no laboratorio de Biotecnologia/DETAL/UFC (Rabelo et al., 2006; Honorato
et al., 2006).

Tabela 8. Planejamento experimental com suco de caju clarificado, contendo 50 g/L de agucar redutor
e 50 g/L de sacarose, com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem B742. Fortaleza,
2006.

Ensaio Extrato de Levedura (g/L) Fosfato (g/L)
1 4 4
2 4 20
3 20 4
4 20 20
5 4 12



6 20 12
7 12 4
8 12 20
9 12 12
10 12 12

Visando identificar as concentracdes 6timas de sacarose e acucar redutor
para a linhagem L. mesenteroides B742 foi realizado um segundo planejamento
experimental compésito central 2° com dois pontos centrais com concentracdes de
sacarose e acucar redutor variando de 25 g/L a 50 g/L, considerando que nestas
concentracbes foram constatados melhores resultados em ensaios prévios
realizados no Laboratério de Biotecnologia/DETAL/UFC, conforme apresentado na
tabela 9. As concentragdes de extrato de levedura e fosfato foram de 12 g/L e 20 g/L

conforme determinado pelo planejamento anterior.

Tabela 9. Planejamento experimental com suco de caju clarificado, contendo 12 g/L de extrato de
levedura e 20 g/L de fosfato, com variacdo de sacarose e agucar redutor para a linhagem B742.
Fortaleza, 2006.

Ensaio Sacarose (g/L) AcuUcar Redutor (g/L)
1 25 25
2 25 50
3 50 25
4 50 50
5 25 37,5
6 50 37,5
7 37,5 25
8 37,5 50
9 37,5 37,5

=Y
o

37,5 37,5




4.6.Determinacgéo da taxa de crescimento microbiano

Os parametros cinéticos, taxa de crescimento  microbiano, foram
calculados usando as equacdes 1 e 2. A taxa maxima de crescimento especifico
(umax) foi determinada graficamente e confirmada usando a equacédo 3 na fase de

crescimento exponencial.

dX
e =—o )
dt
1dX
=—— e
MT X Tt
INX = Wt (3)
Iy taxa de crescimento volumétrico (mg/mL.h)
X concentracdo de biomassa (mg/mL)
Hmax crescimento especifico maximo (h™)
t tempo (h)

4.7.Determinagédo da concentragédo celular

A determinacao da concentracao celular foi realizada através de leitura da
absorbancia a 590 nm em espectrofotometro Spectrum® SP2000UV. O
procedimento consistiu em diluir uma aliquota da suspenséo contendo as células em
H,O destilada e realiza¢ao da leitura da absorbancia contra um branco com o meio
de cultura na mesma diluicdo. A massa seca foi calculada através de uma curva de

calibracao.

4.8.Remocéao de células e dextrana



As células foram removidas por centrifugacdo em centrifuga da marca
Sigma® modelo G-15 por 10 minutos a 10000 rpm. A dextrana foi removida através

da precipitacdo com 3 volumes de etanol 96 % (Rodrigues et al., 2004b).

4.9.Determinacdo de acglcares e oligossacarideos totais

As concentracdes de glicose, frutose e sacarose, bem como de
oligossacarideos totais foram determinadas por HPLC. Para isso foi utilizado um
Cromatografo Liquido Varian ProStar equipado com bomba modelo ProStar 221,
detector de indice de refracdo Prostar modelo 335 RI e forno para termostatizacao
MetaTherm™. Os carboidratos foram separados em uma coluna Biorad 87HPX a
temperatura de 85 °C. A fase mdvel era constituida de 4gua deionizada com fluxo de
0,3 mL/min. A temperatura do detector foi de 45 °C. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

4.10. Determinacao da dextrana

A dextrana precipitada, conforme descrito no item 4.9, foi re-suspensa em
agua destilada e determinada segundo o método fenol-sulfurico para determinacao
de carboidratos totais (Dubois et al.,1956).

4.11. Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da enzima dextrana-sacarase foi determinada
através da quantificacdo de acucares redutores pelo método de DNS (Miller, 1959).
Os ensaios foram realizados em condi¢cdes 6timas de sintese (pH 5,2, 30°C). A

atividade enzimatica foi determinada em termos de unidade de dextrana-sacarase



(UDS/10 plL) a 30°C e pH 5,2, condicGes nas quais a enzima é estavel e apresenta
atividade maxima (Mibieli, 2001). A UDS nada mais € que a quantidade de enzima
que converte 1 mg de sacarose em dextrana a 30 °C liberando 0,52 mg de frutose
em 1 hora. A atividade enzimética, determinada in vitro para o caldo bruto livre de
células, foi calculada através de regressao linear. Como substrato foi utilizada uma
solucédo contendo 10 % de sacarose em tampao acetato de sodio 20 mM (pH 5,2)
contendo 0.05 g/L de CacCl..

4.12. Deteccdo de oligossacarideos através de cromatografia de
camada delgada (CCD)

Os oligossacarideos foram detectados através de cromatografia de
camada delgada (CCD), em placas de silica gel da marca Whatman, sendo
utilizadas placas K6 (silica gel 60 A). Foi utilizada a técnica de multiplas ascensoes,
que permite uma melhor separacdo dos produtos de interesse, e placas de
dimensdes de 20 x 20 cm permitindo a corrida de aproximadamente 15 amostras
simultaneas (Robyt, 2000). Para a separac¢do dos oligossacarideos, produtos do
aceptor, foi utilizado o sistema acetonitrila/ acetato de etila/l-propanol/agua

(85:20:50:90), sendo realizadas duas ascensoes.

Como sistema de deteccdo, foi utilizada uma solugéo constituida de 0,3%
(p/v) de 1-naftiletilenodiamina e 5 % de H,SO4, em metanol. Ao término da ultima
ascensao, as placas eram removidas da camara de desenvolvimento, secas com
secador de cabelos no interior de uma capela para remocdo completa da fase mével
e, em seguida, mergulhadas rapidamente no reagente de deteccdo. ApOs secagem
natural em capela (a temperatura ambiente e sem uso do secador de cabelos), as
placas eram colocadas em um forno a 120°C por 10 minutos para revelacdo das

manchas.



4.13. Estudo da aplicabilidade do produto obtido como fonte de
oligossacarideos prebidticos

O estudo para verificar a aplicabilidade do produto obtido como fonte de
oligossacarideos prebiéticos foi realizado através da determinacdo do crescimento
do Lactobacillus johnsonii em meio MRS (Meio de Man, Rogosa e Sharpe) e E. Coli
e Samonella choleraesuis em meio TSB (Caldo Tripticase de Soja), cuja composi¢cao
estd descrita nos Apéndices | e Il, contendo como fonte de carbono o0s

oligossacarideos do preparado bruto.

O ensaio foi conduzido de forma a analisar a diferenca da atividade
prebidtica entre o suco de caju fermentado, ndo fermentado e meio sintético padrao;
entre as duas linhagens de L. mesenteroides e em funcdo de alteragcdes na
composicao dos meios sintéticos MRS e TSB, conforme tabela 10. Os resultados do
ensaio foram comparados com o crescimento, avaliado através da determinacdo da

densidade 6tica a 590 nm.

Tabela 10. Descri¢do do ensaio para avaliacdo da aplicabilidade do produto obtido como fonte de
oligossacarideos prebiéticos. Fortaleza, 2006.

Cddigo Descrigcéo
C Suco de caju clarificado in natura ndo fermentado
C1 Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B512F
Cc2 Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B742
Sac. Meio sintético MRS adicionado de sacarose em substituicdo a glicose (20

g/L) ou meio TSB com adi¢cdo de sacarose em substituicdo a dextrose (2,5
g/L)

Glic. Meio sintético MRS adicionado de glicose (20 g/L), mantendo o tipo de
aclcar padrdo, ou meio TSB com adicdo de glicose em substituicdo a
dextrose (2,5 g/L)

Frut. Meio sintético MRS adicionado de frutose em substituicdo a glicose (20
g/L) ou meio TSB com adicdo de frutose em substituicdo a dextrose (2,5
g/L)

Dxt. Meio sintético MRS adicionado de dextrana em substituicdo a glicose (20

g/L) ou meio TSB com adicdo de dextrana em substituicdo a dextrose (2,5




g/L)
Inoculo Meio sintético padrao para L. mesenteroides

Vale salientar que os meios de cultura usando o suco de caju foram
inicialmente esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos e o pH foi ajustado
para 0 mesmo pH do meio sintético, sendo 6,2 para MRS e 7,3 para TSB. Antes da
leitura da densidade otica foi efetuada a diluicdo em agua destilada na proporcéo de
1:10. As leituras foram realizadas apos um periodo de 48 horas de incubacdo em
estufa tipo BOD a 37 °C.

Com o intuito de avaliar melhor o comportamento do Lactobacillus
johnsonii em diferentes meios de culturas foi realizado um outro ensaio onde avaliou-
se os itens descritos na tabela 11. Este ensaio foi realizado em duas condi¢des de
pH (5,0 e 6,2). As concentracbes de glicose e frutose adicionadas aos meios

sintéticos foram baseadas nos agucares residuais do suco de caju fermentado.

Tabela 11. Descricdo do ensaio para avaliacdo do crescimento de Lactobacillus johnsonii em

diferentes meio de cultura. Fortaleza, 2006.

Cadigo Descricéo

1 Suco de caju clarificado in natura sem extrato de levedura

Suco de caju clarificado in natura com extrato de levedura

Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B512F
Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B742
Meio sintético fermentado com L. mesenteroides B512F

Meio sintético fermentado com L. mesenteroides B742

Meio MRS com adicdo de 4 g/L de glicose e 3 g/L de frutose

Meio MRS com adicdo de 3 g/L de glicose e 4 g/L de frutose

© 00 N o o~ W DN

Meio MRS com adicdo de 10 g/L de glicose e 9 g/L de frutose

=
o

Meio MRS com adicdo de 9 g/L de glicose e 17 g/L de frutose




4.14. Andlise dos Dados

Os ensaios fermentativos foram realizados em duplicata e as determinacdes
analiticas em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ao
nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Statistica (Statsoft)
versdo 5.0. Os resultados foram expressos como medias + desvio padrao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Caracterizacao do suco de caju clarificado

Na tabela 12 s&o apresentados os resultados referentes a determinacéo
da composicdo em minerais, agucar redutor e nitrogénio total do suco de caju
clarificado. Os resultados evidenciaram que 0 suco de caju apresenta em sua
composicao diversos minerais, sendo uma fonte significativa de potassio, zinco, ferro
e manganés. Pode-se constatar ainda que o0 suco de caju apresenta acgucares
redutores e proteina. Segundo Honorato et al., 2006, o suco de caju clarificado € rico
em glicose e frutose e, dessa forma, funciona como fonte de aceptores (frutose e
glicose). Como nao apresenta sacarose, recomenda-se que este carboidrato seja
adicionado para inducdo da producdo da enzima dextrana-sacarase, que é de

expressao extracelular.



Tabela 12. Composicdo de minerais, agUcar redutor e nitrogénio total do suco de caju clarificado.
Fortaleza, 2006.

Macronutrientes Micronutrientes
Componente Conteudo (g/L) Componente Conteudo (g/L)
Fosforo 1.21+£0.01 Cobre < DL*
Potésio 13.13+0.87 Ferro 6.97 £ 2.68 x 10
Calcio < DL* Zinco 11.20+£4.31
Magnésio 1.17 £ 0.07 Manganés 6.40 +0.35
Sadio 0.09+0.0
Enxofre 0.81+0.02
Agucar Redutor 90.45 +5.25
Nitrogénio total 2.58 +0.58

* DL — Limite de Deteccéo

5.2.Ensaios Fermentativos

5.2.1. Variacdo de sacarose, acUcar redutor, extrato de levedura,

fosfato e sal para a linhagem L. mesenteroides B512F

O planejamento fatorial fracionario (2°%) com o L. mesenteroides B512F
(Tabela 6) foi realizado para avaliar a producdo de dextrana, oligossacarideos,
biomassa e éacido latico (pH), conforme tabela 13. A andlise do suco fermentado
demonstrou que houve crescimento celular e producdo da enzima, uma vez que
houve producdo de dextrana e de oligossacarideos. O ensaio onde constatou-se
maior producdo de dextrana e de oligossacarideos foi o ensaio 1 com 50 g/L de
acucar redutor, 50 g/L de sacarose, 20 g/L de fosfato, 20 g/L de extrato de levedura
e com a adicdo de sais minerais. De acordo com os resultados da Tabela 13, de
forma geral, alguns valores de pH final sdo levemente inferiores aos observados

para a fermentacdo em meio sintético padréo onde o valor minimo observado é de



4,0 (Rodrigues, 2003). A relacdo oligossacarideos versus dextrana produzidos
evidencia que h& maior propor¢cdo de producdo de oligossacarideos em todos o0s

ensaios, sendo a relagdo maior para os ensaios 8 e 9.

Tabela 13. Resultados referentes ao ensaio para determinagdo de dextrana, oligossacarideos,
biomassa e acido latico no suco fermentado de caju clarificado com a linhagem L. mesenteroides
B512F. Fortaleza, 2006.

Biomassa Relacéo

N Dextrana Oligossacarideos (ABS 660nm)  Oligos./ oH
(g/L) (/L) Dext.
1 4.37 £0.04 9.30+0.60 258+ 0.04 2,13 4.02
2 2.76 £ 0.09 4.60 + 0.43 2.15+0.02 1,67 4.11
3 2.7240.10 6.07 £0.43 2.06 +0.01 2,23 3.79
4 1.51+0.07 1.80 £ 0.60 1.52+0.04 1,19 3.73
5 2.65+0.06 6.64 + 0.69 194 +£0.01 2,51 3.89
6 1.49 +0.18 3.68 £ 0.33 1.66 £0.04 2,47 3.72
7 299+0.18 7.41 +0.33 2.66 £ 0.04 2,48 4.20
8 1.56 + 0.06 5.20 £ 0.69 2.47+0.01 3,33 4.00
9 2.39+0.09 7.18+1.31 2.29+0.15 3,00 3.83

Segundo a analise de variancia (ANOVA), os modelos de regressao sao
significantes ao nivel de 95% de confian¢a, o que ocorre quando o valor de F obtido
for superior ao listado (Rodrigues et al., 2006). Os resultados apresentados nas
tabelas 14 a 16 evidenciam que foram obtidos bons coeficientes de correlacdo para
as concentracdes finais de dextrana, oligossacarideos e biomassa (densidade 6tica).
A adicdo de sais minerais ndo apresentou efeito significativo para as respostas
analisadas, em virtude do suco de caju ja apresentar em sua cOmposi¢ao sais

minerais e, desta forma, a adicdo destes ndo se faz necessaria.



Tabela 14. Analise da variancia do modelo de regresséo para a concentracao final de dextrana no

planejamento experimental com variacdo de sacarose, agucar redutor, extrato de levedura, fosfato e

sais minerais para a linhagem L. mesenteroides B512F. Fortaleza, 2006.

: - Soma Graus de Média
Indicador de Variancia » : . Valor F
quadratica Liberdade Quadrética
Regresséao 6,7008 5 1,34 57,24
Erro 0,0702 3 0,02
Total 6,7710 8
Coeficiente de correlagéo (R?) 0,9896
Valor listado de F (95%) Fss=9,01

Tabela 15. Andlise da variancia do modelo de regressdao para a concentracdo final de

oligossacarideos no planejamento experimental com variacdo de sacarose, acucar redutor, extrato de

levedura, fosfato e sais minerais para a linhagem L. mesenteroides B512F. Fortaleza, 2006.

: - Soma Graus de Média
Indicador de Variancia . : . Valor F
guadratica Liberdade Quadrética

Regresséo 37,3669 5 7,47 9,18
Erro 2,4411 3 0,81
Total 39,8080 8
Coeficiente de correlacéo 0,9387
Valor listado de F (95%) Fs6=19,01

As superficies de respostas obtidas com o0s ensaios realizados nas

condi¢cOes da tabela 6 e resultados reportados na tabela 13 sao apresentados nas

figuras 1 a 12.

De acordo com os resultados apresentados na figura 3, observa-se que a

concentragdo final de dextrana obtida no meio de fermentagdo aumenta com a

elevacdo tanto da concentracdo de sacarose como de agucar redutor. JA 0s

resultados apresentados na figura 4 mostram que o aumento da concentracao de

sacarose e extrato de levedura adicionados ao meio de cultura promovem também o

aumento da concentracdo final de dextrana, sendo que o efeito do extrato é superior

ao da sacarose.



Os resultados apresentados na figura 5 evidenciam que a concentracéo
final de dextrana obtida no meio de fermentagdo aumenta com a elevacéo tanto da
concentracdo de sacarose quanto de fosfato. Por sua vez, nos resultados
apresentados na figura 6 pode-se constatar que fosfato e o extrato de levedura
estdo diretamente relacionadas com concentracdo final de dextrana, sendo o0s

efeitos das duas variaveis bastante significativos.

o)
eueikeQ

Figura 3. Dextrana produzida em funcdo da concentracao inicial de sacarose e agucar redutor total
no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F
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Figura 4. Dextrana produzida em fung&o da concentracéo inicial de sacarose e extrato de levedura
no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 5. Dextrana produzida em fung&o da concentracéo inicial de sacarose e fosfato no meio de
cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 6. Dextrana produzida em func¢éo da concentracéo inicial de fosfato e extrato de levedura no
meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.

De acordo com os resultados apresentados na figura 7, observa-se que a
concentracdo final de dextrana obtida no meio de fermentacdo aumenta
discretamente com a elevacdo da concentracédo de acucar redutor. A figura 8 mostra
que tanto o aumento da concentracdo de acucar redutor quanto o de extrato de
levedura adicionados ao meio de cultura promovem também o aumento da
concentracdo final de dextrana, sendo que o efeito do extrato é superior ao do

acucar redutor.

Com base nos resultados apresentados na figura 9, que mostram o efeito
do sal e do extrato de levedura na concentracéo final de dextrana pode-se constatar
gue o efeito do extrato de levedura é consideravelmente maior que o do sal. Através
dos resultados apresentados na figura 10 pode-se constatar que o aglcar redutor e
o sal exercem influéncia em relagcdo a concentracao final de dextrana todavia os

efeitos ndo séo tao significativos.
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Figura 7. Dextrana produzida em fungéo da concentracao inicial de fosfato e aclcar redutor no meio
de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 8. Dextrana produzida em funcdo da concentracao inicial de extrato de levedura e aglcar
redutor no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 9 Dextrana produzida em funcdo da concentragéo inicial de extrato de levedura e sal no meio
de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 10. Dextrana produzida em fungéo da concentragéo inicial de agucar redutor e sal no meio de
cultura para a linhagem L. mesenteroides 512F.

Diante dos resultados apresentados na figura 11, observa-se que a

concentracdo final de oligossacarideos obtidos no meio de fermentacdo aumenta



com a elevacdo da concentracdo de sacarose e do extrato de levedura. A figura 10
mostra que tanto o aumento da concentracdo de fosfato quanto o de extrato de

levedura adicionados ao meio de cultura promovem também o aumento consideravel
da concentracéo final de oligossacarideos.

Com base nos resultados apresentados na figura 13, pode-se constatar
que tanto a elevacao do fosfato quanto de aclcar redutor contribui para elevar a
concentracdo final de oligossacarideos. Através dos resultados apresentados na
figura 14 pode-se constatar que o fosfato exerce influéncia em relacdo a

concentracéo final de oligossacarideos todavia o efeito do sal néo € tao significativo

Qo)
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Figura 11. Oligossacarideos produzidos em fungdo da concentracao inicial de sacarose e extrato de
levedura no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 12. Oligossacarideos produzidos em funcdo da concentracao

inicial de fosfato e extrato de
levedura no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.

QS
%oex)\_msesso‘ﬁ\\o
% W R N ® o

&)‘A
)

Figura 13. Oligossacarideos produzidos em fung¢do da concentracdo inicial de fosfato e acucar
redutor no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 14. Oligossacarideos produzidos em funcdo da concentragédo inicial de fosfato e sal no meio
de cultura para a linhagem L. mesenteroides B512F.

Devido ao forte efeito da adicdo de extrato de levedura e de fosfato,
observados no primeiro planejamento experimental, foi realizado um planejamento
experimental para verificar a influéncia destes componentes na produgcédo da enzima

dextrana-sacarse, responsavel pela sintese de dextrana e oligossacarideos (Tabela
7).

5.2.2. Variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.

mesenteroides B512F

A tabela 16 apresenta os resultados obtidos com o planejamento
experimental com variagdo de extrato de levedura e fosfato no suco de caju

clarificado fermentado com linhagem L. mesenteroides B512F (Tabela 7) referentes
a taxa maxima do crescimento especifico (umax), concentracdo final de biomassa,

atividade maxima enzimatica (Emax) € tempo da atividade méaxima enzimatica (temax)-



Tabela 16. Taxa maxima do crescimento especifico (umax), concentracdo final de biomassa, atividade

maxima enzimatica (Enax) € tempo da atividade maxima enzimatica (tgmax) Obtida no planejamento

experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L. mesenteroides B512F.

Fortaleza, 2006.

— Extrato de Fosfato Hmax Biomassa B tEmax
Levedura (g/L)  (g/L) (h™) (mg/mL) (UDS/ 10 ) (h)

A 20 20 0.25 1.59 £ 0.06 7.0 7.0

B 20 0 0.22 1.13+£0.03 3.0 3.0

C 0 20 0.19 1.00 £ 0.04 5.0 7.0

D 0 0 0.09 0.65 + 0.02 3.0 3.0

E 10 10 0.22 1.13+0.04 5.0 5.0
Controle 20 20 0.40 2.44 +£0.08 6.0 6.0

De acordo com as tabelas de ANOVA com as analises de variancia do

modelo de regressao ao nivel de 95% de significancia, apresentadas nas tabelas 17

a 19, o valor de F obtido foi superior ao listado para a taxa maxima do crescimento

especifico pmax, concentragdo de biomassa e para o pico do tempo da atividade

maxima.

Tabela 17. Analise da variancia do modelo de regressao da taxa maxima do crescimento especifico

umax Obtida no planejamento experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a

linhagem L. mesenteroides B512F Fortaleza, 2006.

: - Soma Graus de Média
Indicador de Variancia . : . Valor F
guadrética Liberdade Quadrética
Regressao 0.02895 3 0.00965 34.26
Erro 0.00169 6 0.00028
Total 0.03064 9
Coeficiente de correlacéo 0.9448

Valor listado de F (95%)

F316: 4.76




Tabela 18. Andlise da variancia do modelo de regressao para a concentracdo final de biomassa
obtida no planejamento experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem
L. mesenteroides B512F. Fortaleza, 2006.

: - Soma Graus de Média
Indicador de Variancia » : » Valor F
quadratica Liberdade Quadrética

Regresséao 0.8840 3 0.294 34.13
Erro 0.0518 6 0.0086
Total 0.9358 9
Coeficiente de correlacao 0.9446
Valor listado de F (95%) Fi6=4.76

Tabela 19. Analise da variancia do modelo de regressao para do tempo da atividade maxima obtida
no planejamento experimental com variacao de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.
mesenteroides B512F. Fortaleza, 2006.

: . Soma Graus de Média
Indicador de Variancia " : . Valor F
quadrética Liberdade Quadrética

Regressédo 25.5 3 8.5 500
Erro 0.10 6 0.017
Total 25.60 9
Coeficiente de correlacéo 0.9961
Valor listado de F (95%) Fz6=4.76

A figura 15 apresenta um comparativo para o crescimento celular
(biomassa), pH e atividade enziméatica durante os ensaios fermentativos. De acordo
com a figura 15, houve um crescimento microbiano similar para os ensaios A, B e E
e controle até 3 horas de fermentacdo. Os ensaios sem adicdo de extrato de
levedura (C e D) apresentaram menor crescimento quando comparado com 0s que
receberam adicdo de 20 g/L de extrato de levedura. Apos 3 horas de fermentacéo o
meio sintético (controle) apresentou um crescimento bem maior comparado ao meio
de suco de caju fermentado. O &cido latico foi produzido durante o crescimento
microbiano o que pode ser evidenciado pela queda do pH em funcdo do tempo,
conforme resultados apresentados na figura 15b. Os ensaios B e D apresentaram
uma queda mais acentuada de pH devido a auséncia de fosfato nestes meios, o qual

exerce efeito tamponante sobre o meio (Rodrigues, 2003). Efeito similar ocorreu com



0 ensaio E onde foi adicionado apenas 10 g/L de fosfato. Os ensaios controle, A e C

apresentaram queda menos acentuada do pH.
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Figura 15. Evolugdo da concentracdo de biomassa e pH na fermentacdo em shaker rotatério para o
teste de todas as condi¢cBes do planejamento experimental com variacdo de extrato de levedura e

fosfato para a linhagem L. mesenteroides B512F (a) Concentracdo de biomassa (mg/mL); (b) pH.

As figuras 16 a 21 apresentam a producdo de enzima, concentracao
celular (biomassa) pH e taxas cinéticas obtidas nos ensaios fermentativos. As taxas
cinéticas foram calculadas com a média do valor da concentracdo de biomassa. A
biomassa e a atividade enzimatica aumentam ao decorrer no tempo e ocorre a
reducdo de pH. Um pico da atividade enziméatica foi observado nos ensaios B, D e
E. A enzima se desnatura rapidamente a pH aproximado de 4,5 conforme estudos
prévios utilizando o meio sintético (Rodrigues et al., 2003). No ensaio A, a atividade
enzimatica teve uma queda mais acentuada apés 7 horas de fermentacdo, pois a
enzima sofreu desnaturacdo pelo pH. No ensaio C o pH permaneceu em torno de
50 até o final da fermentacdo. O ensaio D apresentou o menor crescimento
microbiano e a menor concentracao final de biomassa quando comparado com 0s

demais ensaios.



Os resultados com o meio sintético (controle) sao apresentados na figura
21. O pico de atividade (0.50+0.02 UDS/10uL) foi encontrado em 6 horas de
fermentacdo a um pH de 5.57 (Figura 19) e o crescimento microbiano inferior foi
observado até 3 horas de fermentacdo. Apds este periodo o pH teve uma queda
acelerada ocasionando a desnaturacdo da enzima. A taxa maxima do crescimento
especifico apresentada nas figuras 16 a 21 foi calculada usando a equacdo 3

descrita anteriormente no item 4.6.

Em geral, os meios formulados com o suco de caju clarificado
apresentaram taxas de crescimento menores quando comparadas com 0 meio
sintético padrdo otimizado. Por outro lado, 0 meio sintético apresentou valores

inferiores de atividade enzimética.
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Figura 16. Evolucdo da concentracdo de biomassa, atividade enzimatica, pH (a) e taxa de
crescimento microbiano (b) obtido no Ensaio A do planejamento experimental com variacdo de extrato

de levedura e fosfato para a linhagem L. mesenteroides B512F.
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Figura 17. Evolugdo da concentracdo de biomassa, atividade enzimdtica, pH (a) e taxa de
crescimento microbiano (b) obtido no Ensaio B do planejamento experimental com variacdo de extrato
de levedura e fosfato para a linhagem L. mesenteroides B512F.

sl T T T T T T T T T 85 T T T T T T T T T T Py
'} -
2] e, ot 0.14 ) - 02065
=] """--g__ﬁ_h“. A ——a e \. Ensaio C e
g e . T~ L 50 = —o—1 Lots g
g Ensaio C - = 012 £ g
» 1501 N E L0168,
o . s
B : \ e 2 010 - 3
s g I ° Lo1az
£ ' / AN 2 _/ \_ g
P ' ot T éo.o&- ~_  fong
E 1.00 4 / ./! | 50 g - E
5 — D 006 L0105
g ors- ./- e Biomassa (5] / \ g
£ u . o =
a /i/ —o— Atividade |45 T 004 - 0087
© 0-50'_ e pH § . \
£ 4 e £ [ 00
2 - 2 om-
e I s 2 e
MR B R R B B I R e R R e
m
Tempo (h) 2 Tempo (h)
(@ 3

(b)

Figura 18. Evolugdo da concentracdo de biomassa, atividade enzimatica, pH (a) e taxa de
crescimento microbiano (b) obtido no Ensaio C do planejamento experimental com variacdo de
extrato de levedura e fosfato para a linhagem L. mesenteroides B512F.



Biomassa (mg/mL) e Atividade (UDS/ 10 uL)

Figura 19. Evolucdo da concentracdo de biomassa, atividade enzimética, pH (a) e taxa

crescimento microbiano (b) obtido no Ensaio D do planejamento experimental com variacédo
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atividade enzimatica, pH (a) e taxa de

crescimento microbiano (b) obtido na fermentagdo controle do planejamento experimental com

variacao de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L. mesenteroides B512F.

Os resultados apresentados nas figuras 16 a 21 evidenciam que tanto o

extrato quanto o fosfato exercem forte influencia na producéo e estabilidade da

enzima, o que explica seu forte efeito na producédo de oligossacarideos e dextrana

observado no primeiro planejamento experimental.

Dessa forma, dois ensaios foram realizados sem adicéo de fosfato com pH

controlado a 6,5, sendo um deles com adi¢cdo de extrato de levedura (Ensaio F) e

outro sem adicao de extrato de levedura (Ensaio G). Os resultados obtidos nestes

ensaios sao apresentados nas figuras 22 e 23 respectivamente.
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Figura 22. Evolucao da biomassa e atividade enzimatica (a) e taxa de crescimento microbiano (b)
para fermentagdo com 20 g/L de extrato de levedura (sem adi¢&o de fosfato) e pH controlado a 6,5
(Ensaio F) do planejamento experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a
linhagem L. mesenteroides B512F.

30

=
B

=
[X]
L

T T T T T

Ensaio G

A /’A

25

20

05

00

12 3 4 5
Tempo (h)
(@

024
0.2 4
0.20 4
018 4

0.08 4
0.04 4
ooz

Ensaio G

I

025

020

- 0.06

z
=
= §
E 1.0 X _ = Biomassa o 0.16 4
g \ —c—Atividade | = 014 J o015
w 084 :\ ] 012
7] ] 112 4
w -
£ 054 L10 © 010 Lo.10
o . =
@ ™~ {5 008

0.00

Taxa Volumeétrica do Crescimento (mg/mL h)

T

T T
4] 1 2

T

3

Tempo(h]
(b)

10

( y) o2yoadsy ojuaLISAID) Op BXE)

Figura 23. Evolugao da biomassa e atividade enzimatica (a) e taxa de crescimento microbiano (b)
para fermentacdo sem adicdo de extrato de levedura nem fosfato e pH controlado a 6,5 (Ensaio G) do
planejamento experimental com variagdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.
mesenteroides B512F.

De acordo com os resultados apresentados nas figuras 20 e 21, fica evidente
que a manutencdo do pH em 6,5 (valor 6timo para crescimento) causa a rapida

desnaturacao da enzima em meios conduzidos sem adi¢cao de fosfato.



A figura 24 apresenta o0s resultados referentes a atividade maxima
enzimatica (a) e a biomassa final (b) obtidas para cada ensaio. A atividade maxima
enzimatica no suco fermentado de caju variou de 1.95+0.01 até 2.93+0.02
UDS/10uL. Estes valores foram 3,5 vezes a atividade maxima encontrada utilizando
0 meio sintético (0.50+0.02 UDS/10uL.) Altas atividades enzimaticas foram
encontradas até nos processos conduzidos sem adicdo de fosfato ou extrato de
levedura. O ensaio B apresentou a maior atividade maxima enzimatica (Figura 10a)
e 0 controle apresentou a maior biomassa (figura 10b).
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Figura 24. Comparativo entre a atividade maxima enzimatica (a) e a biomassa final (b) do

planejamento experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.
mesenteroides B512F.

5.2.3. Variagdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.
mesenteroides B742

Uma vez verificado o efeito positivo da adicdo de extrato de levedura e
fosfato na estabilidade da enzima para a linhagem B512F, foi realizado um
planejamento experimental para determinacdo dos niveis ideais destes
componentes para a linhagem B742.



O planejamento fatorial inicial com o L. mesenteroides B742 (Tabela 8) foi
avaliado através da producdo de biomassa, consumo de agucar redutor e glicose e
producdo de dextrana, conforme tabela 20. Pode-se constatar que os melhores
resultados referentes as variaveis analisadas foram obtidos nos ensaios 4 (20 g/L de
extrato de levedura e 20 g/L de fosfato) e ensaio 6 (20 g/L de extrato de levedura e
12 g/L de fosfato). Estes resultados sugerem que o comportamento da linhagem
B742 no processo fermentativo € similar ao da linhagem B512F, conforme resultados

anteriormente apresentados.

Tabela 20. Concentracéo final de células, actcar redutor residual, glicose residual e dextrana no suco
fermentado de caju clarificado, com 50 g/L de acgucar redutor e 50 g/L de sacarose, no planejamento
experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L. mesenteroides B742.
Fortaleza, 2006.

Células Glicose
Ensaio AcUcar Redutor (g/L) Dextrana (g/L)
(9/L) (/L)
1 0,8872 0,3752 0,3059 1,3269
2 1,4607 0,7785 0,1975 1,7273
3 1,9791 0,9853 0,0639 2,5647
4 2,2415 1,1380 0,0537 3,1108
5 1,0557 0,6136 0,2352 1,3400
6 2,0990 1,1688 0,1498 2,9773
7 1,6292 1,0877 0,2300 0,7484
8 1,8851 1,1278 0,1557 2,6537
9 1,6097 1,0337 0,2193 2,3867
10 1,8754 1,0011 0,2170 3,1432

De acordo com as tabelas de ANOVA com as analises de variancia do
modelo de regressao ao nivel de 95% de significancia, apresentadas nas tabelas 21
a 23, o valor de F obtido foi superior ao listado para a concentracdo final de células,

acucar redutor e glicose.



Tabela 21. Analise da variancia do modelo de regressdo para a concentracao final de células do

planejamento experimental com variagdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.

mesenteroides B742. Fortaleza, 2006.

: . Soma Graus de Média
Indicador de Variancia " : ” Valor F
quadrética Liberdade Quadrética

Regressao 1,6846 5 0,34 27,34
Erro 0,0493 4 0,01
Total 1,7339 9
Coeficiente de correlagéo (R? 0,9716
Valor listado de F (95%) Fs,=6,26

Tabela 22. Anélise da variancia do modelo de regresséo para a concentracao final de acucar redutor

do planejamento experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.

mesenteroides B742. Fortaleza, 2006.

: . Soma Graus de Média
Indicador de Variancia o : o Valor F
guadrética Liberdade Quadrética
Regresséo 0,5779 5 0,12 12,80
Erro 0,0361 4 0,01
Total 0,6140 9
Coeficiente de correlagéo (R? 0,9412
Valor listado de F (95%) Fs4=6,26

Tabela 23. Analise da variancia do modelo de regressdo para a concentracdo final de glicose no

planejamento experimental com variagdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.

mesenteroides B742. Fortaleza, 2006.

: - Soma Graus de Média
Indicador de Variancia : : : Valor F
guadratica Liberdade Quadrética

Regresséo 0,0515 5 0,01 10,27
Erro 0,0040 4 0,00
Total 0,0555 9
Coeficiente de correlacédo 0,9277
Valor listado de F (95%) Fs4=6,26




Os resultados apresentados nas figuras 25 a 28 mostram que o aumento
da concentracao inicial de fosfato e extrato de levedura influencia diretamente o
aumento da concentracdo celular, consumo de agucar redutor e glicose e producao
de dextrana o que evidencia a importancia destes para o ensaio fermentativo cujo
objetivo seja a obtencéo de oligossacarideos prebidticos. Um estudo anterior com a
L.mesenteroides B742 reporta a producdo de oligossacarideos associada ao
crescimento celular (Chung e Day, 2002).

Figura 25. Concentracdo celular em funcéo da concentracéo inicial de fosfato e extrato de levedura

no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B742.
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Figura 26. Acucar redutor residual em fungdo da concentracgao inicial de fosfato e extrato de levedura
no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B742.
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Figura 27. Concentracdo de glicose obtida em fung&o da concentracéo inicial de fosfato e extrato de
levedura no meio para a linhagem L. mesenteroides B742.
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Figura 28. Dextrana produzida em func&o da concentracéo inicial de fosfato e extrato de levedura no

meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B742.

De acordo com os resultados apresentados, verifica-se que o0 aumento da
concentragcdo de extrato e fosfato favorecem a produgéo de dextrana. Quando a
concentracdo de fosfato € de 20 g/L concentracdes de extrato de levedura
superiores a 12 g/L ndo exercem melhoria significativa para o crescimento
microbiano e producdo de dextrana. Verifica-se também que o nivel de aclcar
residual do meio de cultura é bem pequeno quando comparado com o inicial (Tabela
8). Neste ensaio ndo foi avaliada a producdo de oligossacarideos, a qual é

apresentada a sequir.

5.2.4. Variagdo de sacarose e acucar redutor para a linhagem L.

mesenteroides B742

Para se verificar 0 efeito da variacdo da concentracdo de sacarose e
aceptores para a linhagem B742 um novo planejamento experimental foi realizado

(Tabela 9). Entretanto, nos ensaios com esta linhagem o nivel de oligossacarideos



produzidos ficou abaixo do limite de deteccdo do método utilizado para quantificacéo
por HPLC. A producdo de oligossacarideos foi confirmada apenas pela detecgéo
através de cromatografia em camada delgada segundo metodologia descrita no item
4.12 da secdo metodologia. A técnica de CCD permite a identificacdo de
concentracbes bem menores que as detectadas por sistemas de HPLC. Os
oligossacarideos obtidos neste trabalho apresentaram grau de polimerizacdo de 2 a
4, sendo predominantes os dissacarideos e os trissacarideos.

Os resultados apresentados na tabela 24, mais uma vez, sugerem que 0
processo fermentativo utilizando o suco de caju clarificado como substrato é viavel
para a producdo de oligossacarideos uma vez que se observou a producao de
dextrana, aumento da concentracdo celular e os nutrientes foram consumidos pelo
microrganismo. Pode-se constatar maior producdao de dextrana no ensaios 6 que
apresentava concentracdo de sacarose (50 g/L) um pouco maior que a de acgUcar
redutor (37,5 g). Nado se observou variacdo significativa nos resultados de
concentracdo celular e de glicose residual. A concentracdo de sacarose nao
consumida variou de 0 a 5,65 + 1,56 g/L e a de frutose de 5,58 a 16,42 + 3,04 g/L.

Tabela 24. Concentracdo final de dextrana, células, sacarose ndo consumida, glicose e frutose no
suco fermentado de caju no planejamento experimental com variacdo de sacarose e agucar redutor

para a linhagem L. mesenteroides B742. Fortaleza, 2006.

— Dextrana Células Sacarose ndo consumida Glicose Frutose (g/L)
(/L) (9/L) (9/L) (/L)
1 6,140 2,427 0,000 12,320 5,580
2 7,212 2,119 0,650 14,020 7,630
3 12,676 2,477 2,016 13,470 11,256
4 15,300 2,462 5,650 19,570 16,420
5 5,932 2,435 0,224 14,120 7,590
6 22,631 2,388 2,380 13,470 11,448
7 21,939 2,584 0,960 11,410 7,080
8 10,728 2,266 1,320 16,940 11,540
9 8,526 2,710 0,408 11,272 7,456
10 10,174 2,818 1,208 16,640 10,340




Conforme descrito nas tabelas de ANOVA com as andlises de variancia do

modelo de regressao ao nivel de 95% de significancia, apresentadas nas tabelas 25

e 26, o valor de F obtido foi superior ao listado para a concentragdo final de

sacarose nao consumida e frutose.

Tabela 25. Analise da variancia do modelo de regresséo para a concentragédo final de sacarose ndo

consumida caju no planejamento experimental com variacdo de extrato de levedura e fosfato para a

linhagem L. mesenteroides B742. Fortaleza, 2006.

: . Soma Graus de Média
Indicador de Variancia o : o Valor F
guadrética Liberdade Quadrética
Regressao 22,3612 5 4,47 8,561
Erro 2,1010 4 0,53
Total 24,4622 9
Coeficiente de correlacéo 0,9141
Valor listado de F (95%) Fs4=6,26

Tabela 26. Analise da variancia do modelo de regressao para a concentracao final de frutose caju no

planejamento experimental com variagdo de extrato de levedura e fosfato para a linhagem L.

mesenteroides B742. Fortaleza, 2006.

: . Soma Graus de Média
Indicador de Variancia o : . Valor F
guadrética Liberdade Quadrética

Regressao 83,7517 5 16,75 8,12
Erro 8,2464 4 2,06
Total 91,9980 9
Coeficiente de correlacéo 0,9104
Valor listado de F (95%) Fs4=6,26

Os resultados apresentados nas figuras 29 e 30 mostram que o aumento

da concentracdo inicial de sacarose e acucar redutor exerce influéncia sobre o

aumento da concentracao de sacarose ndao consumida e frutose.
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Figura 29. Concentracao de frutose em funcdo da concentracgédo inicial de sacarose e agUcar redutor
no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B742.
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Figura 30. Concentragdo de sacarose ndo consumida em fungéo da concentracdo de sacarose e
acucar redutor no meio de cultura para a linhagem L. mesenteroides B742.



As tabelas de efeitos e os coeficientes de regressdo dos planejamentos

experimentais sdo apresentados nos Apéndices lll e IV, respectivamente.

5.3.Deteccdo de oligossacarideos através de cromatografia de camada
delgada (CCD)

Em todos os ensaios fermentativos constatou-se a presenca de
oligossacarideos através de cromatografia de camada delgada, conforme
apresentado no Apéndice V.

5.4.Estudo da aplicabilidade do produto obtido como fonte de

oligossacarideos prebioticos

Com base nos resultados apresentados na figura 31 podemos constatar
gue nos meios de cultura contendo sucos de caju clarificado fermentados com as
linhagens B512F e B742 (C1 e C2, respectivamente) houve maior crescimento de
Lactobacillus, sugerindo a atividade prebidtica, do que no meio contendo suco de
caju ndo fermentado (C). Por outro lado também observou-se um aumento no
crescimento de E. coli e Salmonella choleraesuis, o que pode ser justificado pela
presenca de nutrientes residuais do processo fermentativo que podem estar sendo
utilizados por estas bactérias. Sabe-se que linhagens de L.mesenteroides sao
capazes de reduzir a frutose a manitol (Wisseelink et al., 2002). Este substrato pode
ser utilizado pela E. Coli e Salmonella como fonte de carbono, explicando o
crescimento superior destes microrganismos no suco fermentado quando

comparado com 0Ss meios sintéticos.
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Figura 31. Avaliacdo do crescimento de Escherichia coli, Salmonella choleraesuis e Lactobacillus

johnsonii em diferentes meios de cultura.

Onde:

C — Suco de caju clarificado in natura nao fermentado

C1 - Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B512F

C2 — Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B742

Sac. — Meio sintético adicionado de sacarose em substituicdo a glicose (20 g/L) para o meio
MRS ou a dextrose (2,5 g/L) para o meio TSB

Glic. — Meio sintético adicionado de glicose em substituicdo a glicose (20 g/L) para o meio MRS
ou a dextrose (2,5 g/L) para o meio TSB

Frut. — Meio sintético adicionado de frutose em substituicdo a glicose (20 g/L) para o meio MRS
ou a dextrose (2,5 g/L) para o meio TSB

Dxt. — Meio sintético adicionado de dextrana em substituicdo a glicose (20 g/L) para o meio MRS
ou a dextrose (2,5 g/L) para o meio TSB

Inoculo - Meio sintético padrao

As figuras 32 e 33 apresentam a avaliacdo do crescimento de
Lactobacillus em diferentes meios de cultura em pH 5,0 e pH 6,2, respectivamente.
Podemos constatar que houve pouca diferenca entre as duas condi¢cdes de pH,
ficando a critério do pesquisador a escolha de uma ou outra condicdo experimental.
Vale salientar que o crescimento de Lactobacillus johnsonii obtido com o suco de



caju fermentado com as linhagens B742 e B512F foi bastante semelhante ao obtido
com o meio sintético também fermentado com as linhagens citadas, o que evidencia
a potenciabilidade do uso do suco de caju como fonte de oligossacarideos
prebioticos e mostra que € possivel reduzirmos o custo para obtencdo destes
através do uso de substratos agricolas regionais, além da possibilidade de agregar
um novo conceito em valor comercial e funcional para a comercializagédo do suco de

caju.
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Figura 32. Avaliacdo do crescimento de Lactobacillus johnsonii em diferentes meios de cultura em pH
5,0.

Onde:

1 - Suco de caju clarificado in natura sem extrato de levedura

2 - Suco de caju clarificado in natura com extrato de levedura

3 - Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B512F
4 - Suco de caju clarificado in natura fermentado com L. mesenteroides B742
5 -Meio sintético fermentado com L. mesenteroides B512F

6 - Meio sintético fermentado com L. mesenteroides B742

7 - Meio MRS com adi¢&o de 4 g/L de glicose e 3 g/L de frutose

8 - Meio MRS com adicéo de 3 g/L de glicose e 4 g/L de frutose

9 - Meio MRS com adicéo de 10 g/L de glicose e 9 g/L de frutose

10 - Meio MRS com adicdo de 9 g/L de glicose e 17g/L de frutose
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Figura 33. Avaliagcéo do crescimento de Lactobacillus johnsonii em diferentes meios de cultura em pH

6,2.

6. CONCLUSOES



Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que o0 processo
fermentativo utilizando o suco de caju como substrato apresentou bons resultados,
principalmente no que se refere ao crescimento microbiano, producdo da enzima
dextrana-sacarase e crescimento de Lactobacillus sendo sua utilizagdo, portanto

viavel.

Pode-se sugerir que uma vez que o Leuconostoc mesenteroides encontra
condi¢des Otimas para o seu crescimento € possivel ajustar o pH do meio para que a
atividade enzimatica seja otimizada e, dando continuidade ao processo com
alimentacdo de substrato de forma que bons resultados relativos a producédo de
oligossacarideos prebidticos poderdo ser obtidos. Os resultados obtidos sugerem
gue a estabilidade da enzima em baixos valores de pH é maior no suco de caju

quando comparada com o0 meio sintético.

Dentre os substratos utilizados, o Leuconostoc mesenteroides apresentou
tendéncia maior de consumo de sacarose. Como este substrato é necessario a
sintese dos oligossacarideos, uma alimentacdo com sacarose podera resultar em

bom rendimento.

Os resultados evidenciaram que houve maior producédo de
oligossacarideos produzidos em relacéo a dextrana.

O suco de caju clarificado in natura fermentado com a linhagem L.
mesenteroides B512F e B742 apresentou atividade prebiodtica superior a observada

no suco de caju clarificado in natura ndo fermentado e no meio sintético.

N&o foi constatada diferenca expressiva em termos de eficacia de

atividade prebidtica dos oligossacarideos ramificados obtidos com a linhagem do



Leuconostoc mesenteroides B742 os oligossacarideos lineares obtidos com a
linhagem B-512F.

Fica patente a necessidade de dar continuidade aos estudos referentes a
utiizacdo do suco de caju como fonte de oligossacarideos prebiédticos,

especialmente no tocante a otimizagéo do processo.
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APENDICES

APENDICE |



Meio de Cultura Agar (Caldo) de Man, Rogosa & Sharpe (MRS)

Aplicacdo:meio de cultivo para bactérias laticas

Composicao Caldo

Peptona 10,09
Extrato de Carne 8,09
Extrato de Levedura 4,09
Glicose 20,0g
Sorbitano monooleato 1,09
Fosfato dipotassico (K;HPO,) 2,09
Acetato de sodio. 3H,0O 5,09
Citrato de Aménia 2,09
Sulfato de magnésio. 7H,0O 0,29
Sulfato de manganés. 4H,0 0,05g
Agua destilada 1 litro

PH 6,2, 121°C / 15 min

Fonte: Silva, Junqueira e Silveira, 1997

APENDICE II



Meio de Cultura Agar (Caldo) Tripticase de Soja (TSA/TSB)

Aplicacdo:meio de enriquecimento e manutencao para uso geral

Composicao Caldo

Peptona de caseina 17,09
Peptona de soja 3,09
Cloreto de sédio 5,09
Fosfato dipotassico (K;HPO,) 2,5¢
Dextrose 2,59
Agua destilada 1 litro

pH 7,3 121°C/15 min

Fonte: Silva, Junqueira e Silveira, 1997

APENDICE Il

Tabelas de Efeitos dos Planejamentos Experimentais



a) Efeitos em relagdo a Dextrana do planejamento experimental com a linhagem

B512F das variaveis: sacarose, acgucar redutor (AR), extrato de levedura,

fosfato e sal.

Efeito | Std.Err. t(3) p
Mean/Interc. 2,4933 | 0,0510 | 48,8852 | 0,0000
(1)SACAROSE 0,6675 | 0,1082 | 6,1694 0,0086
(2AR 0,6225 | 0,1082 | 5,7535 0,0104
(3)EXTRATO 1,3525 | 0,1082 | 12,5005 | 0,0011
(4)FOSFATO 0,8275 | 0,1082 | 7,6482 0,0046
(5)SAL 0,0575 | 0,1082 | 0,5314 0,6319

b) Efeito em relacdo aos Oligossacarideos do planejamento experimental com a

linhagem B512F das variaveis: sacarose, acucar redutor (AR), extrato de

levedura, fosfato e sal.

Efeito | Std.Err. t(3) p
Mean/Interc. 57644 | 0,3007 | 19,1710 | 0,0003
(1)SACAROSE -0,2900 | 0,6379 | -0,4547 | 0,6802
(2)AR 0,9350 | 0,6379 | 1,4659 |0,2389
(3)EXTRATO 3,5350 | 0,6379 | 5,5420 |0,0116
(49FOSFATO 2,0800 | 0,6379 | 3,2610 |0,0471
(5)SAL 0,9500 | 0,6379 | 1,4894 |0,2331

c) Efeito em relacdo a Biomassa do planejamento experimental com a linhagem

B512F das variaveis: sacarose, acgucar redutor (AR), extrato de levedura,

fosfato e sal.

Efeito | Std.Err. t(3) p
Mean/Interc. 2,1478 0,0321 | 66,9276 | 0,0000
(1)SACAROSE -0,1050 | 0,0681 | -1,5424 | 0,2206
(2) AR -0,0950 | 0,0681 | -1,3955 |0,25720
(3) EXTRATO 0,3600 0,0681 5,2883 0,0132
(4)FOSFATO 0,6700 0,0681 9,8420 0,0022
(5)SAL 0,1250 0,0681 1,8362 0,1637

d) Efeitos em relacdo a Concentracdo Celular (Biomassa) do planejamento

experimental com a linhagem B742 das variaveis: fosfato e extrato de

levedura.

Efeito

| Std.Err. |

t(4)

p




Mean/Interc. 1,7282 | 0,0663 | 26,0501 0,0000
(1)FOSFATO (L) 0,9720 | 0,0906 | 10,7238 0,0004
FOSFATO (Q) -0,2731 | 0,1453 | -1,8789 0,1335
(2EXTRATO (L) 0,3640 | 0,0906 | 4,0155 0,0159
EXTRATO (Q) 0,0866 | 0,1453 | 0,5955 0,5836
1L by 2L -0,1555 | 0,1110 | -1,4010 0,2338

e) Efeitos em relacdo a Concentracdo de AcuUcar Redutor do planejamento
experimental com a linhagem B742 das variaveis: fosfato e extrato de

levedura.

Efeito | Std.Err. t(4) p
Mean/Interc. 1,0638 0,0568 | 18,7341 0,0000
(1))FOSFATO (L) 0,5083 0,0776 6,5514 0,0028
FOSFATO (Q) -0,4379 | 0,1244 | -3,5201 0,0244
(2)EXTRATO (L) 0,1987 0,0776 2,5613 0,0625
EXTRATO (Q) -0,0048 | 0,1244 | -0,0385 0,9711
1L by 2L -0,1253 | 0,0950 | -1,3185 0,2578

f) Efeitos em relacdo a Concentracdo de Glicose do planejamento experimental
com a linhagem B742 das variaveis: fosfato e extrato de levedura.

Efeito | Std.Err. t(4) P
Mean/Interc. 0,2215 0,0189 | 11,7065 0,0003
(1))FOSFATO (L) -0,1571 | 0,0259 | -6,0750 0,0037
FOSFATO (Q) -0,0649 | 0,0415 | -1,5664 0,1923
(2 EXTRATO (L) -0,0643 | 0,0259 | -2,4882 0,0676
EXTRATO (Q) -0,0643 | 0,0415 | -1,5498 0,1961
1L by 2L 0,0491 0,0317 1,5500 0,1961

g) Efeitos em relacdo a Dextrana do planejamento experimental com a linhagem
B742 das variaveis: fosfato e extrato de levedura.

Efeitos | Std.Err. t(4) p
Mean/Interc. -0,2026 | 1,3064 | -0,1551 | 0,8843

(1)) FOSFATO (L) 0,0762 0,1736 0,4389 0,6834
FOSFATO (Q) 0,0002 0,0066 0,0359 0,9731

(2)EXTRATO (L) 0,2185 0,1736 1,2589 0,2765




EXTRATO (Q)

-0,0069

0,0066

-1,0423

0,3561

1L by 2L

0,0006

0,0051

0,1123

0,9160

h) Efeitos em relacdo a Dextrana do planejamento experimental com a linhagem

B742 das variaveis: sacarose e acgucar redutor

Efeito | Std.Err. t(4) p
Mean/Interc. 12,4739 | 3,7308 3,3435 0,0287
(1)SACAROSE(L) | 10,4409 | 5,0972 2,0484 0,1099
SACAROSE(Q) -2,6322 | 8,1737 | -0,3220 0,7636
QAR (L) -2,5053 | 5,0972 | -0,4915 0,6488
AR (Q) 1,4716 8,1737 0,1800 0,8659
1L by 2L 0,7759 6,2428 0,1243 0,9071

i) Efeitos em relagdo a Concentracdo Celular

planejamento experimental com a linhagem B742 das variaveis: sacarose e

acucar redutor

e coeficientes de regressao do

Effect |Std.Err. t(4) P
Mean/Interc. 2,6786 | 0,0870 | 30,7965 | 0,0000
(1)SACAROSE(L) | 0,1147 | 0,1188 | 0,9654 0,3890
SACAROSE(Q) -0,3632 | 0,1906 | -1,9061 0,1293
(AR (L) -0,2135 | 0,1188 | -1,7968 0,1468
AR  (Q -0,3369 | 0,1906 | -1,7678 0,1518
1L by 2L 0,1466 | 0,1455 | 1,0070 0,3709

j) Efeitos em relacdo a Sacarose ndo consumida do planejamento experimental

com a linhagem B742 das variaveis: sacarose e agucar redutor

Effect |Std.Err. t(4) P
Mean/Interc. 0,6809 | 0,4331 | 1,5720 0,1910
(1)SACAROSE(L) | 3,0573 | 0,5917 | 5,1666 0,0067
SACAROSE(Q) 1,4966 | 0,9489 | 1,5772 0,1899
QAR (L) 1,5480 | 0,5917 | 2,6160 0,0590
AR (Q) 1,1726 | 0,9489 | 1,2357 0,2842
1L by 2L 1,4920 | 0,7247 | 2,0587 0,1086

k) Efeitos em relacdo a Glicose do planejamento experimental com a linhagem

B742 das variaveis: sacarose e agucar redutor

Effect |Std.Err. t(4) P
Mean/Interc. 13,7186 | 1,3700 | 10,0136 0,0006
(1)SACAROSE(L) | 2,0167 |1,8718 | 1,0774 0,3419
SACAROSE(Q) 0,6277 | 3,0015 | 0,2091 0,8446
(AR (L) 44433 |1,8718 | 2,3739 0,0765




AR  (Q) 1,3877 | 3,0015 | 0,4623 0,6679
1L by 2L 2,2000 | 2,2924 | 0,9597 0,3916

l) Efeitos em relacdo a Frutose do planejamento experimental com a linhagem
B742 das variaveis: sacarose e agucar redutor

Effect |Std.Err. t(4) p
Mean/Interc. 8,8150 0,8581 | 10,2731 0,0005
(1)SACAROSE(L) | 6,1080 1,1723 5,2101 0,0065
SACAROSE(Q) 1,5740 1,8799 0,8373 0,4496

(2 AR (L) 3,8913 | 1,1723 | 3,3193 0,0294

AR (Q) 1,1560 | 1,8799 | 0,6149 0,5719

1L by 2L 1,5570 | 1,4358 | 1,0844 0,3392
APENDICE IV

Tabelas de Coeficientes de Regresséo dos Planejamentos Experimentais

a) Coeficientes de Regressdo referentes a Dextrana do planejamento
experimental com a linhagem B512F das variaveis: sacarose, acucar redutor

(AR), extrato de levedura, fosfato e sal.



Coeficiente
de

Regresséao
Mean/Interc. -0,5604
(1) SACAROSE 0,0267
(2)AR 0,0249
(3 EXTRATO 0,0676
(4)FOSFATO 0,0414
(5)SAL 0,0006

b) Coeficientes de Regresséo referentes aos Oligossacarideos do planejamento
experimental com a linhagem B512F das varidveis: sacarose, acucar redutor

(AR), extrato de levedura, fosfato e sal.

Coeficientes
de
Regressao

Mean/Interc. 1,5144
(1)SACAROSE -0,0116
(2)AR 0,0374

(3 EXTRATO 0,1768
(4)FOSFATO 0,1040
(5)SAL 0,0095

c) Coeficientes de Regressdo referentes a Biomassa do planejamento
experimental com a linhagem B512F das variaveis: sacarose, acucar redutor

(AR), extrato de levedura, fosfato e sal.

Coeficiente
de

Regresséao
Mean/Interc. 1,8703
(1)SACAROSE -0,0042
(2)AR -0,0038
(3)EXTRATO 0,0180
(4)FOSFATO 0,0335




(5)SAL

| 0,0013

d) Coeficientes de Regresséao referentes a Concentracdo Celular (Biomassa) do

planejamento experimental com a linhagem B742 das variaveis: fosfato e

extrato de levedura.

Coeficiente
de
Regresséao

Mean/Interc.

0,3414

(1)FOSFATO (L)

0,1265

FOSFATO (Q)

-0,0021

(2)EXTRATO (L)

0,0211

EXTRATO (Q)

0,0007

1L by 2L

-0,0012

e) Coeficientes de Regresséo referentes a Concentragdo de Agucar Redutor do

planejamento experimental com a linhagem B742 das varidveis: fosfato e

extrato de levedura.

Coeficiente
de
Regressao

Mean/Interc.

-0,1054

(1)FOSFATO (L)

0,1256

FOSFATO (Q)

-0,0034

(2)EXTRATO (L)

0,0251

EXTRATO (Q)

0,0000

1L by 2L

-0,0010

f)

Coeficientes de Regressao referentes a Concentracdo de Glicose do

planejamento experimental com a linhagem B742 das varidveis: fosfato e

extrato de levedura.

Coeficiente
de
Regresséao

Mean/Interc.

0,2975

(1)FOSFATO (L)

-0,0022

FOSFATO (Q)

-0,0005

(2 EXTRATO (L)

0,0034

EXTRATO (Q)

-0,0005

1L by 2L

0,0004




g) Efeitos em relacdo a Dextrana do planejamento experimental com a linhagem

B742 das variaveis: fosfato e extrato de levedura.

Coeficiente
de
Regresséo

Mean/Interc.

-0,2026

(1)FOSFATO (L)

0,0762

FOSFATO (Q)

0,0002

(2)EXTRATO (L)

0,2185

EXTRATO (Q)

-0,0069

1L by 2L

0,0006

h) Coeficientes de Regressao

referentes a Dextrana do planejamento

experimental com a linhagem B742 das varidveis: sacarose e agucar redutor

Coeficiente
de

Regressao

Mean/Interc. -1,1605
(1)SACAROSE(L) 0,9562
SACAROSE(Q) -0,0084
(2 AR (L) -0,5465
AR (Q) 0,0047
1L by 2L 0,0025

i) Coeficientes de Regressao referentes a Concentracdo Celular e coeficientes

de regressdo do planejamento experimental com a linhagem B742 das

variaveis: sacarose e acucar redutor

Coeficiente
de

Regressao
Mean/Interc. 0,3359
(1)SACAROSE(L) | 0,0742
SACAROSE(Q) -0,0012
(2 AR (L) 0,0547
AR (Q) -0,0011
1L by 2L 0,0005

j) Coeficientes de Regressdo referentes a Sacarose ndo consumida do

planejamento experimental com a linhagem B742 das variaveis: sacarose e

acucar redutor



Coeficiente
de

Regressao

Mean/Interc. 12,4980
(1)) SACAROSE(L) -0,4159
SACAROSE(Q) 0,0048
2)AR (L) -0,3985
AR (Q) 0,0038
1L by 2L 0,0048

k) Coeficientes de Regressdo referentes a Glicose do planejamento

experimental com a linhagem B742 das variaveis: sacarose e agucar redutor

Coeficiente

de Regresséao
Mean/Interc. 22,9980
(1)SACAROSE(L) -0,3340
SACAROSE(Q) 0,0020
(2 AR (L) -0,4193
AR (Q) 0,0044
1L by 2L 0,0070

l) Coeficientes de Regressdo referentes a Frutose do planejamento

experimental com a linhagem B742 das variaveis: sacarose e agucar redutor

Coeficiente

de Regresséao
Mean/Interc. 13,1075
(1)SACAROSE(L) -0,3203
SACAROSE(Q) 0,0050
(2 AR (L) -0,3086
AR (Q) 0,0037
1L by 2L 0,0050




APENDICE V

Oligossacarideos detectados através da cromatografia de camada delgada
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