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RESUMO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) s&@o oligbmeros de frutose produzidos através da
transfrutosilagdo da sacarose pela enzima levanasacarase. Destaca-se a obtencéo de FOS via
processos fermentativos, sendo o Bacillus subtilis natto uma cepa com grande potencial
produtor em meio rico em sacarose. Este trabalho objetivou estudar a influéncia da agitacdo em
biorreator sob a producédo de FOS por B. subtilis natto. Foram realizadas duas fermentacdes
variando a agitacdo (50 e 150 rpm). A maior producdo de FOS (173,60 g/L) e de
exopolissacarideos totais (EPS;) (192,41 g/L) foram observadas na condi¢cdo de 150 rpm. No
entanto, a maior biomassa (2,23 g/L) foi obtida na condicdo de 50 rpm, mostrando que o
aumento da agitacdo tem influéncia positiva sobre a produgdo de FOS e EPS;, mas desfavorece
0 desenvolvimento da biomassa.
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INTRODUCAO

Fruto-oligossacarideos sdo oligdmeros de frutose com baixo grau de polimerizagdo, formados
por ligacdes B (2->1) e sintetizados por enzimas como a levanasacarase. Sdo produzidos por
processos fermentativos, sendo o Bacillus subtilis relatado como um promissor produtor a partir
da sacarose (BERTE et al., 2013). Os FOS destacam-se devido as suas propriedades fisiologicas,
como prebidticos, imunomoduladores, antioxidantes, entre outras (THAKUR et al., 2012; HSIA
et al., 2012). Além disso, sdo caracterizados pela metade da docura da sacarose (JALAN et al.,
2013), se tornando adequados para uso em alimentos de baixa caloria e para o consumo por
pessoas com diabetes. Essas propriedades conferem aos FOS inumeras aplicagdes em diversas
areas industriais.

A producdo é influenciada por diversos fatores como a composi¢éo do meio de fermentacéo,
pH, agitacdo, entre outros (SANCHEZ et al., 2008; GANAIE; GUPTA; KANGO, 2013). A agitagdo
e a aeracao sdo importantes uma vez que suprem a demanda de oxigénio para 0 microrganismo
no processo fermentativo, mantém as células em suspensédo e aumenta as condi¢cbes de mistura
e transferéncia de calor e massa no meio (AIBA; OKABE; OKADA, 1973). Essas condi¢des de
mistura influenciam fortemente a produgéo de enzimas, o que leva ao aumento da quantidade
de produto obtido por esta via (SILVA-SANTISTEBAN; MAUGERI FILHO, 2005). Assim, este
trabalho teve por objetivo estudar o efeito da agitagdo sobre a producdo de FOS em biorreator
utilizando o micro-organismo B. subtilis natto.
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MATERIAL E METODOS
Microrganismo: A cepa utilizada no estudo foi Bacillus subtilis Natto CCT7712 isolada do
alimento japonés natto, no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia.
Meio de preservacéo e indculo: A cepa foi mantida a 4°C em meio de preservagéo inclinado
(peptona, 50g/L; extrato de carne, 30g/L; &gar, 20g/L). O in6culo foi preparado pela
transferéncia da cultura do meio de preservacdo para frascos Erlenmeyer (1L) com 200 mL de
meio de in6culo (CALAZANS, 2000), pH ajustado em 7,0 e incubados a 37°C, 150 rpm, 48 h. O
inoculo foi padronizado em 0,2 g/L de células.
Avaliacao da influéncia da agitagédo: As fermentag6es foram conduzidas em biorreator Bio-
tec (Tecnal) 4,5L e volume operacional 3L de meio de fermentacéo (g/L): sacarose, 400; extrato
de levedura, 2; KH,PO4, 1; (NH4)2SO4, 3; MgSO4(7H,0), 0,6; MnSQO,, 0,2; amébnio citrato, 0,25;
com pH controlado (7,7), aeracdo de 0,2 vvm, por 48 h a 35°C. Foram realizadas duas
fermentac6es em agitacGes de 50 e 150 rpm. Como antiespumante foi utilizado 6leo de girassol.
O cultivo foi interrompido a 9000rpm, 15" a 4°C.
Quantificacdo dos FOS: Determinados por CLAE, utilizando padrdes de cestose e nistose
(Sigma Aldrich), em cromatografo Shimadzu, acoplado ao detector refratométrico Shimadzu
RID-102 e a coluna AMINEX Carbohidrate HPX-87C (300 x 7,8 mm). Como eluente na fase
movel foi utilizada &dgua ultrapura degaseificada a 80°C sob fluxo de 0,6 mL/min.
Determinacdo de Biomassa e Exopolissacarideos Totais (EPS;): A biomassa foi medida a
A=400nm. Para dosagem de EPS; o sobrenadante foi precipitado em etanol absoluto na
proporcédo de 3:1 (etanol:sobrenadante) por 12 h a 4°C. A solucédo foi centrifugada (9050xg,
10, 4°C) e os pellets foram hidrolisados com 1mL de HCI 0,1N, incubados a 100°C por 1h e
neutralizados com 0,1 mL de NaOH 2N. Posteriormente a quantificacdo foi realizada pelos
acucares redutores (NELSON, 1944; SOMOGY, 1945).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Nas condi¢Oes avaliadas, a producdo de FOS utilizando agitagdo de 50 rpm proporcionou em
40 h, 48,60 g/L de FOS (nistose 38,6 g/L e cestose 10 g/L) e maior produtividade, em 26 h com
1,44 g/L/h (Figura 1a).
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Figura 1 - Producéo de FOS por Bacillus subtilis natto em biorreator a 50 rpm. (a): Producédo de
nistose, cestose e FOS. (b): Producéo de EPS; e biomassa.
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A biomassa se manteve constante apdés 34 h chegando a 2,23 g/L. A producdo de EPS;
acompanhou o crescimento da biomassa, com a maior producgdo de 71,81 g/L em 48 h (Figura
1b).

Na fermentagdo com agitacdo de 150 rpm observou-se que até 24 h a produgéo de FOS néo
foi significativa, atingindo apenas 7,7g/L (5,72 g/L de nistose e 1,99 g/L de cestose). J4 em 44h
ocorreu aumento da produgéo com valor maximo de 55,38 g/L de FOS em 44h (40,93 g/L de
nistose e 14,45 g/L de cestose) (Figura 2a), alcancando um rendimento de 26,33 % em 40 h e
maior produtividade em 38 h (1,39 g/L/h).
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Figura 2 - Produgdo de FOS por Bacillus subtilis natto por conversdo da sacarose e
acompanhamento dos EPS; e biomassa em biorreator a 150 rpm. (a): Produgéo de
nistose, cestose e FOS. (b): Cinética de produgdo de EPS; e biomassa.

Quanto ao perfil de crescimento de B. subtilis natto, nas primeiras 28 h de cultivo se manteve
com valores constantes (0,42 g/L), e a biomassa atingiu o valor maximo de 1,44g/L em 44
horas (Figura 2a). A producdo de EPS; se manteve constante nas primeiras 20 h, com producéo
maxima de 75,45 g/L em 44h (Figura 2b).

Para influenciar positivamente a producdo de FOS sdo utilizadas agitagcdes entre 150 a 300
rom (CSANADI; SISAK, 2008; SANCHEZ et al., 2008; GANAIE; GUPTA; KANGO, 2013), sendo
esta relatada por influenciar positivamente a producdo de FOS (SILVA; BOSATO; CELLIGOI,
2014). Alterag6es na producdo utilizando grandes volumes podem ocorrer devido ao fendmeno
de transporte, que envolve principalmente a mistura e as transferéncias de massa e calor,
levando ao aumento do tempo necessario para formagdo de produto (THIRY; CINGOLANI,
2002). No entanto, o aumento da velocidade de agitacdo leva pode levar ao aumento da taxa
de mortalidade celular (SILVA-SANTISTEBAN; MAUGERI FILHO, 2005). Isso ocorre
provavelmente, devido a tensdo de cisalhamento causada pelas pontas das pas do agitador, a
qual aumenta a medida que aumenta a velocidade de rotacdo (MARKL; BRONNENMEIER, 1985).

A baixa agitagdo (50 rpm) proporcionou menor producdo do FOS (48,60 g/L), no entanto
favoreceu o desenvolvimento de maior biomassa (2,23 g/L) quando comparada aos valores
obtidos na fermentacéo com agitacdo de 150 rpm (55,39 g/L de FOS e biomassa de 1,44 g/L).
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CONCLUSOES
A agitacdo foi um fator importante para B. subtilis natto, afetando diretamente o crescimento
da biomassa. A melhor condigdo foi de agitagéo de 150 rpm, aerac¢do de 0,2 vvm em sacarose a
400 g/L e produziu 55,38 g/L de FOS em 44h (40,93 g/L de nistose e 14,45 g/L de cestose) e
75,45 g/L de EPS;. Observou-se que o aumento da aeragdo proporcionou diminuicdo da
biomassa e leve aumento da producdo de FOS, além de aumentar o tempo de adaptacdo do
micro-organismo (fase lag) e de producgéo de FOS e EPS:..

Agéncias de Fomento: Capes e CNPq.
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