Efeito de bebidas enriquecidas com frutooligossacarideos (FOS),
produzidos pela linhagem Aspergillus japonicus-119, no trato intestinal de

ratos Wistar.

VINICIUS D'ARCADIA CRUZ

Orientador: Prof. Dr. HERCULES MENEZES

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Rio Claro, para a obtencao do titulo de

Doutor em Ciéncias Bioldgicas (Area de

Concentracdo: Microbiologia Aplicada)

RIO CLARO
Estado de Siao Paulo - Brasil

Janeiro de 2011



6123
C957e

Cruz, Vinicius [’ Arcadia
Efeito de bebidus enriguecidas com freoligossacarideos (FOS),
produzidos pela linhagem Aspergillus japonicus-1 19, no irato intestingl de
ratos Wistar [ Vinicius D Arcadia Cruz, - Rip Claro : [s.n,], 2010
821,11l figs., forms,, tabs,

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Institnio de
Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Hércules Meneizes

1. Mutrigdio. 2, Alimentos funcionais, 3. Transfrutosilagdo, 4.
Prebidticos. 5. Probidticos. 6. Efeito bifido. 1. Tiulo.

Ficha Catalogrifica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP

II



III

unesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA -
" CAMPUS DE RIO CLARO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE RIO CLARO

CERTIFICADQ DE APROVAGAO

TITULO: Efeito de bebidas enriquecidas com frutooligossacarideos. (FOS), produzidos .pela
. linhagem Aspergillus japonicus-119, no trato intestinal de ratos Wistar.

AUTOR: 'VINICIUS D'ARCADIA CRUZ
ORIENTADOR: Prof. Dr. HERCULES MENEZES

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de DOUTOR em CIENCIAS
BIOLOGICAS (MICROBIOLOGIA APLICADA) , pela Comissdo Examinadora:

e ien e A g ‘ .

* Prof. Dr. HERCULES MENEZES 4 g '

~ Departamento de Bicquimica e Microbiologia / Instituto de Biociéncias de Rio Claro

Prziz,ﬁmma. 0 v (8] !
" Campus de Rio Clarg - Ib / Instituto de Bioci@ncias de Rio Claro

Profa.
Centro de Eslud s de Insetos Soclals - Cels / Unesp - Rio Claro

ProfaﬁTRlClA E MIRANDA BRUSANTIN

Universidade de Marilia / Faculdade de Engenharia Arquitetura e Tecnologia

Data da realizagdo: 26 de agosto de 2010.



1Y%

AGRADECIMENTOS
Primeiramente a Deus por tudo que me proporcionou.

A Léa, Diana, Fadi, Junior, Aline, Cassandra, Luis Aurélio, Alemao e toda turma do
Laboratorio de Microbiologia pelo carinho a amizade.

A Dani, Monise, Rafaela e Renata pela preciosa ajuda e amizade.

Aos companheiros de estrada: Henrique, Martins e Cintia pela amizade (Rio Claro ida e
volta).

Aos companheiros de estrada: Vitorio, Estevdo e Paulo pela amizade (Adamantina ida e
volta).

As coordenadoras: Mara, Silvania, Cassia, Renata, Wilma e Rita pela confianga, compreensao
e amizade.

A todos os colegas de trabalho da UNIP. Em especial a Karin, André, Juliana, Carmen, Gi,
Leonardo, Emilson, Glducia e Samir pela amizade.

A todos os colegas de trabalho da FAIL. Em especial ao Luis, Giroto, Maria Tereza, Zuleice e
Mariana pela amizade

A toda minha familia por estar presente em todos os momentos da minha vida.
Ao Prof. Pedro Oliva pelas orientagdes iniciais e amizade.

Ao Prof. Hércules Menezes pela orientacdo e amizade. Professor, tenha certeza que me
inspirou para toda a vida!

A Prof. Derlene, Prof. Jonas, Profa. Patricia e Profa. Wilma, membros da banca, meu muito
obrigado pelos valorosos ensinamentos!



Aos meu pais

Obrigado por tudo que me proporcionaram!

Esta vitdéria também ¢ de vocés!



Ao meu filho Pedro e minha esposa Juliana

pelo amor e dedicag@o incondicional!

A vocés dedico este trabalho.

VI



1Y%

INDICE DE FIGURAS:

Figura 1: Estrutura quimica dos frutooligossacarideos, de acordo com Passos & Park (2003). 5

Fluxograma 1: Modelos experimentais - Analises sensoriais de 10gurte...........c.ceveevuereennenne 23
Fluxograma 2: Modelos experimentais - Analises sensoriais de S0ja ........c.ccecuervereeueneennennn 25
Fluxograma 3: Divisdo dos grupos de animais quanto as dietas. .........c..cceeeveerieeriieneeeineennens 27

Figura 2: Cromatograma referente ao FOS II, produzido com quantidade micélio imobilizado
(50%) menor que a preconizada na literatura. (Cruz et al., 1998). .......ccccevvieriiiiiiniiiiies 31

Figura 3: Cromatograma referente ao FOS I, produzido com a quantidade de micélio

imobilizado preconizada na literatura (Cruz et al., 1998).........cccoeviiiiiiiniiiieeeeceeee, 31
Figura 4: Curva de crescimento de Lactobacillus sp. em caldo MRS modificado.................... 33
Figura 5: Curva de crescimento de Escherichia coli em caldo EC modificado........................ 35

Figura 6: Porcentagem de provadores em relacdo as diferentes notas da escala hedonica.......37
Figura 8: Porcentagem de provadores em relacdo as diferentes amostras de bebidas de soja
avaliadas através de escala hedOniCa. ..........ceevieiiiiiniiiiiiiiee e 40
Figura 9: Porcentagem de provadores em relacdo as amostras S1 e S2 avaliadas através de
€SCA1A NEAOMICA. ....eoueiiiiiieiteie ettt sttt ettt 42
Figura 10: Porcentagem de provadores em relacdo as bebidas de sojas com sacarose e FOS I
avaliadas através de escala hedOniCa. ..........covieiiiiiriiiiiiiieee e 43
Figura 11: Porcentagem de provadores em relacdo as amostras sacarose ¢ Ades avaliadas
atraveés de escala hedOniCa. ......c..couiiiiiiiiiiiiicie e 44
Figura 12: Grupo Controle (GC) - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) ¢ MRS
(laticas) antes (TO) e apos (Tf) 0 periodo de 3 MESES. ....coveeriieiiieriieiiieiieeie e 47
Figura 13: Subgrupo Gal - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....ccueeriieriiiriieiieeieeeeee et 48
Figura 14: Subgrupo Ga2 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....ccueeriieriiieiieiieeie ettt 49
Figura 15: Subgrupo Ga3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....ccueeriieriiiriieiieeie et 50
Figura 16: Subgrupo Ga4 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....ccueeriieriiiiiieiieeieeee et 51
Figura 17: Subgrupo Gil - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas) antes
(TO) e apds (TE) 0 PEriodO dE 3 MESES. ....eevieeueieiieeiiieiieeee ettt ettt et aee e esaeesnreeaee e 52



v

Figura 18: Subgrupo Gi2 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas) antes

(TO) e apds (TE) 0 PEriodO dE 3 MESES. ....eeuvieeeiieiieeiieeiieeiie ettt ettt et eee et e e e enaeesereeaee e 54
Figura 19: Subgrupo Gi3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas) antes
(TO) e apds (TE) 0 PEriodO dE 3 MESES. ...eeuveeeeiieiieeiiieiieeie ettt et sttt e e eseeesnreeaee e 55
Figura 20: Comparacdo grupo Gi2 x Gi3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e
MRS (laticas) antes (T0) e apds (TT) o periodo de 3 MESes. .....c.eeveeeriieriieiiieniieiieie e 56
Figura 21: Subgrupo Gi4 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas) antes
(TO) e apds (TE) 0 PEriodO dE 3 MESES. ...eeeuvieeeiieiieeiieeiieete ettt ettt et eee et e eebeenaeesareeaee e 57

Figura 22: Subgrupo Gsl - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....cc.eeviieriiiiiieiieeie et 58
Figura 23: Subgrupo Gs2 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....cc.eeveieriiiriieiieeie ettt 59
Figura 24: Subgrupo Gs3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....ccueeriieriiieiieiieeie ettt 60
Figura 25: Subgrupo Gs4 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (laticas)
antes (T0) e apds (TT) 0 periodo de 3 MESES. .....cceeviieriiiriieiieeie ettt 61
Figura 26: Grafico comparativo entre os grupos Ga4, Gi4 e Gs4 - UFC/g de fezes nos meios
VRB (coliformes) antes (TO) e apds (Tf) o periodo de 3 meSes. .......cceeveeeevienieeieenieeiieienns 62
Figura 27: Grafico comparativo entre os grupos Ga4, Gi4 e Gs4 - UFC/g de fezes nos meios
MRS (laticas) antes (T0) e ap0ds (TT) o periodo de 3 Meses. .....coeeeveviieriiiiiieniieiierie e 62
Figura 28: Diferencas das médias de UFC/g de fezes dos animais dos subgrupos dgua, iogurte

€50J €NLIE TI0 € T, o..oiiiiiiiiei ettt et ettt et e e e e s ense e 63



VI

INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Divisao dos Srupos eXPerimentais ..........ccueerueerurerieriieeriieeieeniesreesieeeseeseeesseenseeens 26
Tabela 2: Andlise de variancia ANOVA para medidas repetidas...........ccceeeveerieeiiienieniiienennns 33
Tabela 3: Teste comparativo de Tukey-Kramer ............ccoccoeviriiieniiniiienieeiieeeieesee e 34
Tabela 4: Andlise de variancia ANOVA para medidas repetidas...........ccceeeveerieeviienieeniiennennns 35
Tabela 5: Teste comparativo de Tukey-Kramer ............ccoceeririiiiniiiiiienieeieeecieeee e 36
Tabela 6: Teste de ANOVA (5%) para os diferentes sabores. .........ccceeveervieniieeieeneesireeneenns 37
Tabela 7: Teste de Tukey-Kramer (5%) para as diferentes amostras............coeceeeeeeerveereennnnne 38

Tabela 8- Teste T para amostras dependentes. Comparacdo entre degustacdo de iogurte

convencional e iogurte com FOS. p<O.05......c.oiiiiiiiiiiiieee et 39
Tabela 9: Teste de ANOVA (5%) para os diferentes sabores. .........cccceeveeriieniieeieeneesiieenieenns 41
Tabela 10: Teste de Tukey-Kramer (5%) para as diferentes amostras ..........cccceeeveevverreennennns 41
Tabela 11: Comparacdo das amostras ST € S2 ......cccuieiiiiiiiiiiiiieieeeee e 42
Tabela 12: Média da analise sensorial com os diferentes adogantes ..............cccceeeeveeeeveeenneen. 43
Tabela 13: Comparacdo entre marca comercial Ades € Sacarose..........coceevveveereenienvenceneennnen 44

Tabela 14: UFC/g de fezes dos dois meios testadosS .......coueerueeriieriieniieniieniieiieeieesiee e 45



VII

LISTA DE SIGLAS

AL o Togurte com 50 mL de FOS I - 80° BRIX.
A2 oo Togurte com 110 mL de FOS I - 80° BRIX.
A e Togurte com 170 mL de FOS I - 80° BRIX.
F O S ettt et Frutooligossacarideos.
FOS L. Mistura de actcares obtida no presente trabalho

FOS Lo Mistura de agtcares obtida no presente
trabalho contendo 31,3% de fructooligossacarideos.

GA s Grupo experimental com ratos que receberam
alimentacdo convencional e diferentes misturas de agucares diluidos em agua, através de
subgrupos experimentais (Gal, Ga2, Ga3, Ga4).

Gal.iiiiiiiee e Subgrupo experimental do grupo Ga, onde os
ratos foram suplementados com sacarose diluida em 4gua, além de alimentagdo convencional.

G2 Subgrupo experimental do grupo Ga, onde os
ratos foram suplementados com FOS I diluido em agua, além de alimentagdo convencional.

Ga3. e Subgrupo experimental do grupo Ga, onde os
ratos foram suplementados com FOS II diluido em 4gua, além de alimentacdo convencional.

G4 Subgrupo experimental do grupo Ga, onde os
ratos foram suplementados com ORAFTI diluido em 4gua, além de alimentagdo
convencional.

G Grupo experimental controle, onde ratos
receberam apenas alimentag¢do convencional.

Gl Grupo experimental com ratos que receberam
alimentacdo convencional e diferentes misturas de agucares diluidas em iogurte, através de
subgrupos experimentais (Gil, Gi2, Gi3, Gi4).



VIII

Gl Subgrupo experimental do grupo GI, onde os
ratos foram suplementados com sacarose diluida em iogurte, além de alimentagdo
convencional.

G2 Subgrupo experimental do grupo GI, onde os
ratos foram suplementados com FOS I diluido em iogurte, além de alimentacdo convencional.

GI3 e Subgrupo experimental do grupo GI, onde os
ratos foram suplementados com FOS II diluido em iogurte, além de alimentagdo
convencional.

G4 Subgrupo experimental do grupo GI, onde os
ratos foram suplementados com ORAFTI diluido em iogurte, além de alimentagdo
convencional.

GO S, ettt et et enaeens Galactooligossacarideos.

G Grupo experimental com ratos que receberam
alimentacdo convencional e diferentes misturas de agtcares diluidas em extrato de soja,
através de subgrupos experimentais (Gsl, Gs2, Gs3, Gs4).

GS L Subgrupo experimental do grupo GS, onde os
ratos foram suplementados com sacarose diluida em extrato de soja, além de alimentagdo
convencional.

G2ttt Subgrupo experimental do grupo GS, onde os
ratos foram suplementados com FOS I diluido em extrato de soja, além de alimentagdo
convencional.

GS3 et Subgrupo experimental do grupo GS, onde os
ratos foram suplementados com FOS II diluido em extrato de soja, além de alimentagdo
convencional.

GS4 s Subgrupo experimental do grupo GS, onde os
ratos foram suplementados com ORAFTI diluido em extrato de soja, além de alimentagdo
convencional.

NDOS .ttt e Oligossacarideos ndo digeriveis.

ST Bebida de soja produzida com 2,5% de extrato de

S e Bebida de soja produzida com 5,0% de extrato de
soja com 110 mL de FOS I - 80° BRIX.



IX

S e Bebida de soja produzida com 7,5% de extrato de

S Bebida de soja produzida com 10,0 % de extrato

TS et Transgalactooligossacarideos.

L8] L O Unidades Formadoras de Coldnias.



SUMARIO

1- INTRODUGAOQ ...uuerreeeencncrerensesesesesesssesesssssssssssessssssssssesssessssssesssssssssssssssssessssesssssssssssess 1
2- REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ouuvumernnscnmnscusssssssssessssssssssssssssssssssossssssssassssssssssssssssasss 4
3 - OBJETIVOS .uciiitiininiisuecssicnsssnsssicsssssssssissssssesssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
3.1 ODJEtivo Geral....uueeiinceiiiieicssnicssnicssanicsssnissssnessssnessssnsssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssnsssssnss 17
3.2 Objetivos eSPECITICOS ..cuvuiiireirreeisrenssrnssannsnesssecssnsssansssnesssecsssssssssssassssesssnsssassssassssssssasssassss 17
4 - MATERIAIS E METODOS ......ueueeereernercsssessessessessessessessessessessssssessessessessessessessessessese 18
4.1- MAETIAIS . ccerueeerueiseeisreessnnssannssncsssecsnsssaesssnesssesssnssssssssassssessssssssssssassssesssssssassssassssassansssassss 18
4.1.1- SUJCILOS EXPETIMENLAIS ....uveeuvieeetieeieeiteetieeteetieeteeseesateesseeasseesseesnseesseesnseenseesnseesseanns 18
4.1.2- MICTO-OTZANISINIOS .. .eeuveenteiteteenteattenteentesstenteentesseeseestesstenseeasesseenseensesseenseeasesseensennne 18
4135 REAGEINEES ..ueieeuiiieeiiee ettt ettt e ettt et e et e e sttt e ettt eeabee st e e sabteesabbeesnbteesabeeeeabeeennneas 18
4.1.3.1- ME108 A€ CUITUTA ....cuueieiiieiiieiieie ettt ettt et sttt eete e e e 18
4.1.3.25 ANALISES ..eoviieiieiiieiee ettt ettt ettt ettt et e et sabe bt eenbeeteesnbeenne 19
4.2- MELOUOS «ueeenerrnensunnssrecsannssanessncsssecssnsssscsssassssesssnssssssssassssesssssssassssassssesssssssassssassssesssasssassss 19
4.2.1- Imobilizag¢ao do micélio e produgdo dos frutooligossacarideos (FOS) pelo sistema de
DALELAAAS ...ttt ettt ettt et e et e e bt eabeeaeeenbeeneeas 19
4.2.2- Caracterizacd0 do FOS obtidO......ccviieiiiiiiiiecieeeeeee e 20

4.2.3 — Determinagdo do crescimento celular de Lactobacillus sp. e Escherichia coli em
diferentes fontes de CarbOMNO. ..........ccuiiiiiiiiiiiieeie et 20
4.2.4-Producao de TOZUITE ......ceouieiieiiieiieeiieeiee et eite ettt st et e et eesteeeabeebeesnbe e seesnseeseaans 21
4.2.5- Obtenc¢do do extrato e confec¢do de bebida a base de $0ja ......ccceveeeeeiienieiiiiennne 21
4.2.6 - Andlise sensorial das bebidas produzidas............cccceeeieriiiiiieniiiiiiieeeee e 22
4.2.6.1 — Analise sensorial de I0ZUITE ........cceeriieriierieeiieeieeiee ettt eee e 22
4.2.6.2 — Andlise sensorial de bebida de S0ja ........cccceeviiiiiiiiiiiieie e 23
4.2.7- RAL0OS € AICLAS ..ecuvvieiiieiieeiiieiie ettt ettt et e e et e et eesseesabeeaeesnbe e seesnbeeneans 25

4.2.8 — Verificacdo dos efeitos das diferentes suplementagdes através da contagem de
coliformes totais e bactérias laticas pelo método de plaqueamento pour plate em AGAR

VRB € AGAR MRS......ccoovoomiiiiiaiiiee ettt 28

4.2.9 — ANALISE ESTATISTICA ..eevviieuiieiieiiietie ettt ettt ettt et et e et esteeebe e bt e e nbe e teeenbeenaee e 28
5-RESULTADOS E DISCUSSOES .....ccovuererrerererreresessesessssessssesessssessssassssssessssssesessessssssasess 30
5.1- Caracterizaciao do FOS Produzido 30
5.2 — Determinacio do crescimento celular de Lactobacillus sp. e Escherichia coli em
diferentes fontes de CArDONO. ......cceueiirvriirciicsvnnicssnninssnninsssncsssicssssiessssssssssessssssssssessssssssssses 32
5.3- ANALISE SENSOTIAL c..uuueriirnriiiriissrrcssnncssnncsssnicsssnesssssessssssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssssssses 36

5.3.1 — Analise sensorial de I0GUITE ........cevuieriieiiieiieeiie ettt 36

5.3.2 — Analise sensorial de bebida de S0jJa .........ccccuieviiiiiiiiiiiiiiee e 40



X1

5.4 - Contagens de Coliformes totais e Bactérias Laticas pelo método de plaqueamento

pour plate em AGAR VRB e AGAR MRS, respectivVamente. .........e.ueeveesessersessessessessesecse 45
5.4.1 GIUPO CONLTOLE ...ttt ettt ettt tee et e et e ssbeesseesaseenseeennes 46
5.4.2 = GIUPO AGUA ..ot 47

5.4.2.1 - SUDGIUPO GAL .eeiiiiieiiiee et 47
5.4.2.2 - SUDGIUPO GAZ ...ttt ettt ettt et sttt et et e e e eanas 48
5.4.2.3 - SUDGIUPO GA3 ...ttt ettt et et eanas 49
5.4.2.4 - SUDGIUPO GAZ4 ...ttt ettt ettt et et e aae e 50
543 - GIUPO TOZUILE ..ottt ettt et e st e et e s e e e e 51
5.4.3.1 - SUDGIUPO Gil.eiiiiiiieiieiii ettt et 51
5.4.3.2 - SUDGIUPO GI2...eiiiniiieiiieeiie ettt ettt ettt ettt et e et e eateeseeennas 52
5.4.3.3 - SUDGIUPO GI3..eiiiiiieiiee ettt ettt et ettt e 54
5.4.3.4 - SUDGIUPO G4ttt ettt ettt e e e bt et et e e ateebeeennas 56
544 = GIUPO SOJA..eiiniiiiiieiieeiit ettt ette ettt e ete e bt e et e eteesateesbeeeaseeseeeaseenseesnseeseesaseenseennnes 57
5.4.4.1 - SUDGIUPO GST ..ottt ettt 57
5.4.4.2 - SUDGIUPO GS2 ...ttt ettt ettt ettt ettt e st e bt e s sae et e s abeebeeennas 58
5.4.4.3 - SUDGIUPO GS3 ..ottt ettt ettt ettt e eeanes 59
S5.4.4.4 - SUDGIUPO GSA ...ttt ettt ettt ettt e et eenbeeennas 60

6 “CONCLUSOES..c..cuimimninnisscsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 65

7-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..couucvumnncrnmeneenmsssessssscssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssnes 67

8 - ANNEXOS uttitirinistinistnsenssississississssssssssssssssssssssssssstossssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssanes 78

ANEXO T auiiiiriiinnicininsissinssissississississssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssnsons 78

ANEXQO 2 ..rieiiniennennennesninsnessessesssessssssessssssssssesssessssssessssssssssessassssssssssasssssssessassssssassssssss 87



XII

RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi o de avaliar uma mistura de
frutooligossacarideos (FOS), sacarose residual, glicose e frutose, produzida por Aspergullus
Jjaponicus — 119, quanto a capacidade de produzir alteracdes nas populacdes de bactérias
laticas e coliformes nos intestinos de ratos machos Wistar. Foram constituidos 13 grupos de
animais, sendo um controle e 12 experimentais, cada grupo contendo 7 animais. Durante 3
meses os animais dos grupos experimentais foram suplementados com 350 mL didrios de
FOS 1 (49,7% de FOS) ou FOS II (34,3% de FOS), utilizando como excipiente de diluigao:
agua, iogurte convencional e um extrato de soja (2,5% p:v). Estes constituiram os seguintes
grupos: Ga; Gi e Gs. As bebidas formuladas com iogurte e extrato de soja foram submetidas a
analises sensoriais para verificagdo de aceitabilidade, visando seu emprego em humanos, no
futuro. Para efeito de comparagdo foram constituidos também 3 grupos de animais que
receberam um FOS comercial purificado (ORAFTI) dissolvido nos mesmos excipientes. As
médias de UFCs/g de fezes foram submetidas a analise de varidncia pelos testes de Wilcoxon
e/ou Mann-Whitney. Em todos os subgrupos constituidos o FOS I foi mais eficiente que o
FOS 1II para a desejavel alteracdo da microbiota intestinal: aumento das bactérias laticas e
diminuicdo dos coliformes. Os resultados apontam para a seguinte ordem de eficiéncia para a
diminui¢do de coliformes: ORAFTI+logurte > FOS I+logurte > ORAFT+soja =
ORAFTI+Agua. Para o crescimento de bactérias laticas, a mistura de FOS I mostrou-se mais
eficiente que o ORAFTI em todos os excipientes utilizados. Os resultados sugerem a
possibilidade do emprego comercial da FOS 1 de Aspergillus japonicus — 119,

independentemente de sua purificacdo.

Palavras-chave: Frutooligossacarideos. Aspergillus japonicus. Transfrutosilacio.

Iogurte. Bebida de soja.
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ABSTRACT

The main objective of this work was to evaluate a mixture of fructooligosaccharide
(FOS), residual sucrose, glucose and fructose, from Aspergullus japonicus - 119, considering
their ability to produce changes in populations of lactic acid bacteria and coliform bacteria in
the intestines of male Wistar rats. The animals (91 at all) were divided in 13 groups with 7 rat
in each group: one control group and 12 experimental groups. During three months the
animals of experimental groups were daily supplemented with 350 mL of FOS I (49.7% FOS)
or FOS II (31.3% FOS), using as a vehicle for dilution water, conventional yogurt and
soybean extract ( 2.5% w: v). These were designed as Ga, Gi and Gs groups. The drinks made
with yogurt and soy extract were subjected to sensory analysis for verification of
acceptability, aiming at their employment in humans beings. For comparison were also
formed three subgroups of animals that received a purified commercial FOS (Orafti)
dissolved in the same dilution vehicle. The averages of CFU/g of feces were submitted to
variance analysis by Wilcoxon's test and/or Mann-Whitney test. In all constituted subgroupes,
the FOS I was more efficient than the FOS II for desirable change in intestinal microbiologic
populations: increase of lactic acid bacteria and coliforms decreased. Overall, the results
indicate the following order of efficiency for coliforms decreasing: ORAFTI+Yogurt > FOS
I+Yogurt > ORAFT+soybean extract = ORAFTI+Agua. For the increasing of lactic bacteria
population the mixture of FOS I in all dissolution vehicle showed more efficient then
ORAFTI I. The results suggest the possibility of commercial using of FOS I from Aspergillus

Japonicus - 119, even without purification.

Key-words: Fructooligosaccharides. Aspergillus japonicus. Transfructosylation.

Yogurt. Soy beverage



1- INTRODUCAO

Frutooligossacarideos, mistura de questose (GF2), nistose (GF3) e frutosil-nistose
(GF4) ou FOS, galactooligossacarides transgalactosilados (TOS), ndo sdo metabolizados no
intestino delgado (Non digestible oligosaccharides - NDQs) de mamiferos e aves em geral.
Passam para o intestino grosso, promovem o crescimento de uma flora constituida,
principalmente, por bactérias dos géneros Bifidobacterium, Lactobacillus e alguns
Streptococcus as quais, por competicdo, inibem o crescimento de bactérias putrefativas como
os Clostridium e de outras nocivas ao homem como Salmonella, Shigella, Listeria,
Campilobacter, etc. Estas propriedades vém sendo denominadas "efeito prebiotico" dos

NDOs.

A absor¢do de FOS também atua estimulando o sistema imunoldgico através da
reducdo da invasdo do tecido extra-intestinal, ainda que indireta, por bactérias patogénicas e
suas respectivas endotoxinas, que atravessam a barreira mucosa intestinal através do
fenomeno denominado translocacdo bacteriana, fator este causador de infecgdes em nddulos

linfaticos mesentéricos, figado, baco, cavidade peritoneal, sangue e circulacdo linfatica.

As caracteristicas fisiolégicas dos NDQOs permitem que os mesmos sejam
amplamente utilizados em formulagdes infantis como iogurtes e nutrientes enterais que
favoregam o restabelecimento da flora intestinal. Da mesma forma sdo facilmente utilizados

em massas, paes e geleias em virtude de sua elevada estabilidade térmica.

Convencionou-se chamar de probidticos alimentos que ja contém as bactérias dos
géneros Lactobacillus, e Bifidobacterium, para desenvolver aqueles importantes papéis na
saude humana. Tipicamente, os probidticos sdo consumidos em alimentos processados tais
como, soro de leite fermentado e iogurte. Diversas linhagens de bactérias intestinais
encontradas nestes alimentos, especificamente Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, e L.
thermophilus, se multiplicam e prosperam no trato digestivo humano alimentando-se,
sobretudo de carboidratos e proteinas 14 existentes. Os probidticos também produzem muitas
vitaminas, contribuindo para uma vida saudavel. Pesquisas recentes indicam que o consumo
regular de prebioticos e probidticos ¢ a melhor maneira de manter a flora intestinal saudavel,
uma vez que os lactobacilos ndo sobrevivem por muito tempo, necessitando serem repostos

com freqiiéncia.

A utilizagdo de oligossacarideos ndo metabolizaveis na dieta de mamiferos e aves
vem sendo apontada como importante fator modificador da flora intestinal, aumentando a

concentracdo de bifidobactérias, bactérias probidticas e outras bactérias laticas. Isto em



detrimento do crescimento de bactérias putrefativas, algumas nocivas aos animais.

Nos ultimos tempos bactérias probioticas vém sendo associadas a produtos com
propriedades prebidticas, produzindo alimentos denominados simbioticos. Estes facilitam a
colonizagdo dos intestinos de seus consumidores com aquelas bactérias de maneira mais

rapida e eficiente.

Alimentos probioticos, prebidticos e simbidticos s@o considerados alimentos
funcionais e vém aos poucos ganhando espago devido ao crescente reconhecimento de sua
utilidade e importancia. Estes produtos tendem a ser um importante segmento das industrias

de alimentos e farmacéutica, privilegiando o bem-estar do consumidor.

Pesquisadores do Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica da Unesp de Assis,
trabalhando em convénio com empresa privada, desenvolveram em escala de laboratdrio e,
posteriormente em escala piloto, completa tecnologia para a producdo de FOS por uma
linhagem de Aspergillus japonicus. Atualmente estdo sendo efetuados testes de viabilidade
deste produto, como ingrediente para a possivel producdo de um iogurte e uma bebida a base

de soja com efeito prebidtico.

Alguns destes oligossacarideos podem ser encontrados em alimentos comuns como
frutos e legumes, porém em baixas concentra¢des. E o caso da banana, repolho, raizes de
algumas plantas da familia das Asteraceae, Compositae e sobretudo do yacon (Smallanthus
sonchifolius), planta de origem andina, mas bem adaptada ao clima e solo do Brasil. Sua
purificacdo, entretanto, tem se revelado bastante cara e comercialmente, pouco viavel. Nos
ultimos tempos tem-se empregado a inulinase para quebrar a cadeia polissacaridica da inulina
para a obtencdo de frutoligosacarideos de cadeias mais curtas (trés a oito residuos de frutose),
como ¢ o caso do ORAFTI, FOS comercial produzido na Bélgica. Tal técnica, entretanto,
também tem mostrado limitagdes econdmicas, tanto pelo cultivo da chicoria (Cichorium
intybus) (baixa produtividade) de onde ¢ extraida comercialmente, como pelo tratamento

enzimatico empregado.

Como ja citado, os FOS e outros produtos prebidticos alteram a flora intestinal,
favorecendo o crescimento de bactérias benéficas, como bifidobactérias e lactobacilos
comumente referidas com “friendly” bactérias. Entretanto, estes estudos tém utilizado
produtos prebidticos isolados ou praticamente puros. A purificagdo dos FOS ou seu
isolamento de outros aglicares remanescentes no substrato (sacarose) e de outros gerados
durante o processo (glicose e frutose) encarece, sobremaneira, o produto. Atualmente tal

purificacdo somente ¢ realizada por cromatografia industrial por uma unica empresa do



mundo, a NOVASEP, com sede em Miribel na Franga, detentora da tecnologia
APPLEXION®. Por outro lado, apesar da disponibilidade no mercado de um produto similar,
o ORAFTI, este é proveniente da inulina, produzida comercialmente em pequena escala,
quando comparado a obten¢do da sacarose da cana de agucar, substrato para o FOS descrito
neste projeto, o que torna este produto nacional muito vantajoso, em relagdo ao importado. Os
fatores preco de purificagdo e prego de producdo tornam, salvo melhor juizo, plenamente
justificavel o desenvolvimento de estudos dos efeitos dos FOS, mesmo associados a outros

acucares, sobre a flora intestinal de mamiferos e outras classes animais.

A alternativa para a produ¢do de FOS, um dos NDOs, que se apresenta mais vidvel
para as condig¢des brasileiras, devido a abundancia de sacarose produzida pela industrializa¢do
da cana de acucar, parece ser o alongamento da molécula da sacarose pela agdo da B-
frutofuranosidase microbiana. Se neste caso a produgdo do FOS ocorre a baixo custo, através
da tecnologia desenvolvida por um grupo de pesquisadores dos laboratorios de Bioquimica e
Microbiologia da Unesp de Assis, a limitagdo econdmica ficaria por conta da purificacdo do
FOS, uma vez que nesta mistura se constata boas concentragdes de sacarose residual e de seus

monossacarideos constituintes, glicose e frutose.

Fazia-se, pois, necessario testar o potencial desta mistura, como ¢ produzida, quanto
a capacidade de alterar a microbiota, aumentando a concentragcdo das "friendly"” bactérias e
inibindo o crescimento de bactérias potencialmente nocivas. Optou-se, entdo, para um
primeiro trabalho, por bactérias laticas e coliformes de maneira geral sem escolher um micro-
organismo especifico. Para verificar seu efeito foi adicionado a varios excipientes como a
agua, simplesmente, a um iogurte tradicional e a uma bebida de soja, leguminosa
abundantemente produzida no Brasil. Era possivel supor, inicialmente que a adi¢do do FOS a
esta bebida teria um efeito sinérgico como produto prebidtico devido a presenga natural de

outros NDOs no grio da soja, ou seja, a rafinose e a estaquiose.

Nao deve ser esquecido, entretanto, que o homem nio ingere seus alimentos apenas
por sua funcionalidade e pelos beneficios que possam trazer a sua saide mas, também, pelo
prazer sensorial ou, no minimo, pela aceitacdo. Por esta razdo, era necessario testar a
aceitabilidade de todas as formulagdes testadas, o que justifica todas as andlises sensoriais

desenvolvidas no desenrolar deste trabalho.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
Frutooligossacarideos

NDOs do tipo FOS diferem em grau de polimerizagdo e massa molar sendo
classificados em dois tipos: o grupo inulina e o levan. FOS do tipo inulina sdo compostos de
uma molécula de sacarose (glicose + frutose) associada a uma, duas ou trés moléculas de
frutose unidas por ligagdes glicosidicas B-2,1, encontradas no referido polissacarideo. Desta
forma e, como visto na Figura 1, tais FOS se apresentam na forma de tri, tetra ou
pentassacarideo conforme tenham, respectivamente, duas unidades de frutose — 1-questose
(GF2); trés unidades de frutose — nistose (GF3) e quatro unidades de frutose — frutosil-
nistose (GF4). Normalmente estes oligossacarideos podem ser obtidos pela hidrélise quimica
parcial do polimero da inulina ou pela agdo de B-frutofuranosiltransferase (E.C. 3.2.1.26), de

origem microbiana, ao atuar sobre uma solug@o altamente concentrada de sacarose.

FOS do tipo levan s3o aqueles com ligagdes glicosidicas f-6,2 encontrados tanto em
plantas quanto em bactérias. Entretanto, Hidaka et al. (1986) e Hayashi et al. (1992a)
estabeleceram o principio de que o termo "frutooligossacarideos” deve ser utilizado somente
para oligdmeros de frutose compostos principalmente por GF,, GF3; e GF4, em que unidades
de frutosil (F) sdo unidas a sacarose (GF) por ligagdes glicosidicas f-2,1(Figura 1). Contudo,
alguns autores tém utilizado o termo "frutooligossacarideos" para designar "fructans" em
geral (BHATIA et al., 1955; DARBYSHIRE & HENRY, 1981; NAGAMATSU et al. 1990) e
outros para "oligossacarideos tipo inulina " (KAUR & GUPTA 2002). Além disso,
comercialmente os inulo-oligossacarideos vem sendo considerados como FOS, mesmo sendo
provenientes da acdo de endo-inulinases sobre a inulina e que, via de regra, ndo apresentam

unidades de glicose. (YUN et al., 1997).
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Figura 1: Estrutura quimica dos frutooligossacarideos, de acordo com Passos & Park (2003).

Segundo Kono (1993), frutooligossacarideos sdo largamente distribuidos em plantas
e tém sido ingeridos pelo homem ha muitos anos. Estdo presentes na constituicdo de varias
plantas como o pinheiro (7Thuja); nas pertencentes a familia Compositae como alcachofra de
Jerusalém (Helianthus tuberosus) e chicoria (Chicorium intibus); em varias da familia
Gramineae como trigo (Triticum), aveia (Avena) e centeio (Secale); em plantas como a cebola
(Allium cepa), aspargo (Asparagus), alho (Allium), pertencentes a familia Liliaceae ¢ na
banana (Musa paradisica). FOS também estdo presentes em mel, bactérias e leveduras.
Campbell et al. (1997) pesquisaram a constitui¢do dos diferentes FOS em diversos vegetais,
dividindo estes em trés grupos: o das verduras (incluindo os legumes), frutas e graos. Dentre a
categoria das verduras e legumes, a maior concentra¢do de FOS foi encontrada na alcachofra
de Jerusalém a qual apresentou 286,2 mg do total de FOS/g de massa seca, sendo seu maior

constituinte a frutosil-nistose. Em seguida vem a cebola e raiz de chicoria crua sendo,



entretanto, a 1-kestose o maior constituinte. Em relagdo a frutas, a banana madura foi a que
apresentou uma maior quantidade do referido agucar, com 10,9 mg/ por g de massa seca. Em
mais de 50% das frutas testadas foram obtidas alguma concentracdo de FOS, com a
predominancia de 1-questose. Ainda segundo Campbell et al. (1997), dentre o grupo dos
graos, no trigo e centeio foram encontradas as maiores concentragdes do agucar, ficando em

torno de 4,5 mg/ g de massa seca, com a predominancia de 1-questose.

Os FOS podem ser obtidos, biotecnologicamente, através do alongamento da
molécula da sacarose com unidades de D-frutose pela agdo de B-frutofuranosidase (EC
3.2.1.26) com atividade de frutosiltransferase (HIDAKA et al., 1988; PARK & ALMEIDA,
1991; CRUZ et al., 1998). Entretanto, algumas levansucrases (EC 2.4.1.10) bacterianas
também produziram expressivos rendimentos na producdo de FOS durante a reacdo de
transfrutosilacdo. (CRITTENDEN & DOELLE, 1993; HERNANDEZ et al., 1995;
TAMBARA et al., 1999). Tais enzimas, a principio hidrolisam a sacarose e, em seguida,
transportam a frutose livre a outra unidade de sacarose ou FOS funcionando, portanto,

inicialmente como hidrolases e depois como transferases (HIDAKA et al., 1988).

A produgdo de oligossacarideos a partir da sacarose vem sendo descrita desde a
década de 1950. Segundo Pazur (1952), os pesquisadores Bacon & Edelman (1950) e
Blanchard & Albon (1950) testaram o processo de transferéncia de frutose através das
enzimas presentes em células de leveduras. Tais autores observaram a formacdo de tri e
tetrassacarideos durante a agdo da enzima das leveduras. Ainda segundo Pazur (1952), Bacon
& Edelman (1951) constataram que oligossacarideos similares foram produzidos através da
sacarose e inulina pelo extrato enzimatico de alcachofra de Jerusalém. Pazur (1952), também
obteve tri e tetrassacarideos a partir da sacarose por agdo da enzima extraida do fungo
Aspergillus oryzae. Tal autor propds um modelo em que o trissacarideo seria composto de
uma unidade de sacarose e uma de frutose; ja o tetrassacarideo por uma molécula de sacarose
e duas de frutose. Gross et al. (1954) referiram-se ao citado trissacarideo como Neoquestose.
No inicio da década de 80, o tetrassacarideo e o pentassacarideo ja foram citados como

nistose e frutosil-nistose, respectivamente, pelos pesquisadores Adachi et al. (1982).

O rendimento em frutooligossacarideos e outras frutanas de maior massa molar
produzidos pela acdo da atividade de transfrutosilacdo de enzimas enddgenas de plantas ¢
baixo e a produgdo em maior escala dessas enzimas ¢ limitada por condigdes sazonais,

impedindo o seu emprego para a obteng¢do industrial de FOS.



Segundo Kono (1993), as primeiras enzimas de origem microbiana, com forte poder
de transfrutosilagdo e, portanto, com alta capacidade para sintetizar FOS foram obtidas por
Adachi et al. em 1982, apos screening com grande quantidade de micro-organismos. Hidaka
et al. (1988) investigaram as enzimas dos mesmos micro-organismos detalhadamente e
selecionaram Aspergillus niger ATCC 20611 como a mais adequada linhagem para a

produgdo de FOS.

Aspergillus

De acordo com a tradi¢do catdlica romana, aspergillum ¢ um dispositivo liturgico
utilizado pelo clero para aspergir dgua benta durante uma parte do ritual denominado
asperges. De acordo com (BENNETT, 2009), ao observar uma espécie de fungo ao
microscopio, Antonio Micheli notou a semelhanca deste com o instrumento litargico,

nomeando-o Aspergillus em sua obra intitulada Nova Plantarum, em 1727.

Os esporos de Aspergillus sdo componentes comuns de aerossoéis, encontrados nas
correntes de ar, dispersando-se por diferentes distancias dependendo das condigdes
ambientais. Quando os esporos entram em contato com uma superficie sélida ou liquida,
dependendo das condi¢des de umidade, podem se desenvolver (KANAANI et al., 2008).
Segundo Bennett (2009) a maioria dos Aspergillus, incluindo a maioria das espécies de
importancia econdmica, ¢ conhecida pela reproducio apenas por esporos assexuais. Uma das
caracteristicas definidoras de todo o reino de fungos ¢ a sua estratégia nutricional
diferenciada. Estes organismos secretam 4cidos e enzimas para o ambiente externo,
transformando alguns de seus componentes de acordo com sua necessidade metabolica, para

entdo absorvé-los.

Fungos do género Aspergillus sdo encontrados com frequéncia em ambientes
terrestres e sdo comumente isolados de solo e serapilheira das plantas associadas. O processo
de decomposi¢do realizada por estes fungos é importante para o ciclo natural de elementos
quimicos, particularmente no ciclo do carbono que contribui para a reposi¢ao do fornecimento
de dioxido de carbono e outros compostos inorganicos para os sistemas naturais (MACHIDA

& GOMI, 2010).

Segundo Bennett (2009) varias espécies de Aspergillus vém sendo estudadas ao
longo da histéria, algumas por seus metabdlitos nocivos e outras por subprodutos tuteis ao
homem. Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus sdo citados como contaminantes comuns

das culturas e produtos agricolas. Eles produzem uma familia de metabolitos altamente



toxicos e cancerigenos denominados aflatoxinas. De acordo com Samson (2006), apesar de
alguns autores relatarem a produgdo de micotoxinas por algumas linhagens de Aspergillus
ellipticus, A. heteromorphus, A. tubingensis ¢ A. japonicus estes dados foram contestados e
estas cepas ndo produzem quantidades detectaveis de ocratoxinas. Espécies como Aspergillus
oryzae e Aspergillus sojae sio utilizadas ha muitos séculos na Asia na produgéo de saké, misd
e shoyo. Vale ressaltar que 4. oryzae e A. sojae tem sido citadas como organismo GRAS
(generally regarded as safe" - geralmente considerada segura) de acordo com a FDA (Food
and Drug Administration) USA. Outra espécie, notdria por sua versatilidade na industria é a
Aspergillus niger, pertencente as linhagens classificadas com Aspergillus se¢do nigri, que ¢é

utilizada na fabrica¢@o de acido citrico e numerosas enzimas comerciais.

De acordo com Kono (1993) e Tambara et al. (1999), a frutosiltransferase derivada
do Aspergillus niger ATCC 20611 ¢é a mais apropriada na produ¢do industrial de FOS. Além
disso, conforme Spiegel et al. (1994), A. niger ocorre comumente na natureza; nio &
patogénico e tem uma extensa historia de uso seguro na industria de alimentos (PELCZAR et

al., 1980).

Segundo Hidaka et al. (1988), a melhor produtividade da B-frutofuranosidase por A.
niger ATCC 20611 foi obtida em meios contendo 5% ou mais de sacarose, 3,5% de extrato
de levedura, 0,5% de carboximetilcelulose (CMC) e pH 6,5. Estes eram inoculados com uma
subcultura e incubados a 28°C com aeragio durante 48 a 96 h. A enzima acumulada chegava a
250 U/mL ou mais no caldo. A maior parte da enzima permanecia no micélio do micro-
organismo ¢ uma pequena quantidade liberada para o meio de cultura. A enzima do micélio
era recuperada apds ser este seco, triturado, lavado e filtrado. A maior concentra¢do de FOS e
menor teor de frutose do meio de reacdo foram obtidas pela enzima incubada com 50% de

sacarose.

Park & Almeida (1991), utilizando amostras de solo cultivado com canaviais
isolaram uma cepa de 4. niger cuja potencialidade para obten¢do de FOS foi anunciada por
uma industria agucareira do Estado de Sao Paulo. A B-fructofuranosidase de outras linhagens
de micro-organismos, como o Aureobasidium sp e Aureobasidium pulullans também foram
propostas, aparentemente, com potencial para a produgio industrial de FOS (YUN et al., 1990
e LEE et al., 1992). Entretanto, tais micro-organismos apresentam baixo rendimento celular e

exigem alto teor de sacarose no meio de cultura, encarecendo o processo.

Hirayama et al. (1989) purificaram B-frutofuranosidase de 4. niger ATCC 20611 ¢

elucidaram as propriedades da enzima e dos mecanismos de formacdo dos FOS. Foi



constatado que a enzima era uma glicoproteina (tendo 20% de carboidrato), cujo tamanho
molecular era 340.000 Da. O pH 6timo era de 5,0 - 6,0, e a temperatura 6tima era de 50-60°C,
satisfatoriamente alta para a producdo industrial de FOS. Kurakake et al. (1996) descreveram
a utilizacdo de uma linhagem de Aspergillus oryzae capaz de produzir B-frutofuranosidase

com habilidade de transfrusilar a sacarose.

Parenicova et al. (2001) relataram a relevancia dos Aspergillus secio nigri para uso
industrial e consequentemente a importancia do correto conhecimento de seus tdxons para
protecdo juridica destes organismos. Para tanto, os autores analisaram nove linhagens
Aspergillus japonicus, dez linhagens de Aspergillus aculeatus através de uma combinagdo de
métodos bioquimicos e moleculares com o intuito de fornecer orientacdes para a identificagdo

de todos os Aspergillus se¢do nigri.

Aspergillus japonicus

De acordo com Torralba (2008), os Aspergillus japonicus, apresentam esporulagio
negra e esparsa, micélio amarelado e verso amarelo quando cultivados em meio Agar Extrato
de Malte e Peptona (MEA). Esporula¢do negra compacta no centro € mais esparsa ao redor
com bastante micélio estéril de cor amarelada e verso amarelo, sdo as caracteristicas deste
micro-organismo, quando cultivado em meio Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA). Em
meio Agar Czapek Dox (CZ) a col6nia apresenta esporulagio negra compacta, micélio creme
e verso amarelo limdo. Além disso, apresentam conidios globosos e espiculados, vesicula com

aspecto globoso e ainda apresentam tamanhos caracteristicos do estipe e da fidlide.

Os Aspergillus japonicus, sdo amplamente citados na literatura como importantes
produtores de enzimas para emprego em alimentos. Jayaprakash & Ebenezer (2010) notaram
excelente atividade lipolitica de enzima produzida por Aspergillus japonicus, demonstrando a

possibilidade do uso deste em materiais apolares.

No entanto, historicamente, estes micro-organismos vém sendo citados como
excelentes fontes de carboidrases como constatado por Ishii & Yokotsuka (1975) ao relatarem
a purificacdo da enzima pectina liase produzida por Aspergillus japonicus demonstrando o
potencial deste organismo para produ¢do de carbohidrases. Teixeira et al. (2000) ao avaliarem
o efeito de diferentes fontes de carbono sobre a atividade de pectinesterease, endo e exo-
poligalacturonase produzidas por Aspergillus japonicus 586 em meio liquido, notaram que
pectina, glicose e sacarose, quando adicionados ao meio de cultura em concentragdes

elevadas, apresentaram um efeito de repressdo sobre todas as enzimas analisadas.
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Simdes & Tauk-Tornisielo (2005) ao utilizarem o A. japonicus para produgdo de
xilanase notaram que a maxima atividade desta carboidrase foi obtida quando o fungo foi
cultivado em farelo de trigo (sem adi¢do de qualquer outra fonte de carbono), utilizando uma
concentra¢io de esporos de 1x10” esporos / mL (25 ° C, pH 5,0, 120 h). A atividade de uma
xilosidase produzida por outra linhagem de A. japonicus foi comparada a uma carboidrase
analoga produzida por Trichoderma reesei. Neste trabalho, Semenova et al. (2009) notou que
a enzima produzida por A. japonicus foi mais especifica para substratos de menor peso
molecular, enquanto que a xilosidase produzida por Trichoderma reesei foi mais eficiente

naqueles de maior peso molecular.

No ano de 1993 Duan et al. relataram a purificagdo e caracterizagdo de uma beta-
frutofuranosidase produzida pela linhagem de Aspergillus japonicus TIT-KJ1. Chen & Liu
(1996) produziram frutooligossacarideos a partir da sacarose utilizando a linhagem TIT-
90076 que foi identificada como Aspergillus japonicus. Hayashi et al. (1992b) também
purificaram e verificaram as propriedades de uma B-frutofuranosidase produzida por uma
cepa de A. japonicus MU-2. A massa molar da enzima foi estimada a 304.000 Da, sendo
representada por uma glicoproteina, a qual era constituida por 20% de carboidrato. O pH
6timo da reagdo enzimatica foi de 5,5 a 6,0. A estabilidade da enzima era mantida em ampla
faixa de pH (4 a 9). A temperatura 6tima da reagdo enzimatica foi de 60 a 65°C, porém sua

estabilidade térmica somente era mantida abaixo de 60°C.

Portanto, na década de noventa, inimeros autores (SU et al., 1991; HAYASHI, et al.,
1992b; DUAN et al., 1993; CHEN & LIU, 1996; e CRUZ et al., 1998) descreveram linhagens
de Aspergillus japonicus, como potencialmente mais adequadas para a produ¢do industrial de
FOS. Segundo tais autores, esses micro-organismos apresentam crescimento mais rapido que
linhagens do grupo de 4. miger e suas respectivas B-frutofuranosidases possuem maior
termoestabilidade, propriedade desejavel por diminuir a possibilidade de contaminacido dos

Processos.

Mussato et al. (2009) demonstraram a capacidade do citado organismo para colonizar
diferentes materiais sintéticos (espuma de poliuretano, esponja de ago inox, fibra vegetal,
pedras-pomes, zeodlitos, e espuma de vidro) para producdo de frutooligossacarideos em escala

industrial.
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Producao Industrial

Em 1984, Meiji Seika Co., no Japdo, foi a primeira empresa a obter a produgio
industrial de FOS (com o nome comercial de Neosugar) pela enzima do Aspergillus niger e
verificar suas excelentes propriedades funcionais. O desenvolvimento industrial trouxe a
possibilidade da produgdo em larga escala de FOS por diferentes meios enzimaticos. Tal
produgdo pode ser dividida em duas classes: a primeira pelo sistema de batelada usando
enzima solivel e a segunda, através de processo continuo por meio da imobilizagdo

enzimadtica ou de toda a célula do micro-organismo. (KONO, 1993).

Os FOS vém sendo comercializados no Japao com nomes de Meioligo e Neosugar ¢
nos EUA de Nutrafora. Segundo Spiegel et al. (1994), FOS como produto comercial, é uma
mistura de GF,, GF3, GF4, sacarose, glicose e tracos de frutose. De acordo com Kono (1993),
Meioligo G ¢ o nome dado a um produto com aproximadamente 57% de FOS, contendo altos
teores de glicose, uma vez que ndo passou pelo processo de separagdo cromatografica da
glicose e sacarose, mantendo a consisténcia de xarope devido a presenca do monossacarideo;
ja o de Meioligo P (purificado nas colunas de cromatografia) pode apresentar-se como xarope

ou como um pé branco, sem odor ¢ amorfo contendo 95% de FOS.

Segundo Roberfroid (1993) a inulina ¢ amplamente encontrada em uma grande
variedade de plantas. Através da hidrolise enziméatica de inulina, que consiste de unidades
lineares de frutosil com ou sem uma unidade final de glicose, a empresa Orafti Ltda, sediada
na Bélgica, produz frutooligossacarideos com o nome comercial Raftilose, com grau de
polimerizacao variando entre 1 e 7 unidades de frutosil. Na Holanda, a empresa Imperial-
Suikner Unie também produz e comercializa este mesmo tipo de FOS com o nome comercial

“Frutafit” .

Através de uma parceria entre a UNICAMP e a Usina da Barra SA, obteve-se a
producgdo industrial de frutooligossacarideos, a partir de Aspergillus niger, no Brasil. Este

produto ¢ comercializado pela Corn Products Brasil com o nome comercial “Bioligo®”.

Acio no metabolismo

Os NDOs trazem como principais efeitos fisiologicos desejaveis a diminui¢do de
produtos putrefatos nas fezes, como a amoénia, p-cresol e indol (KIKUCHI et al., 1996);
regularizacdo do peristaltismo e da fungdo da defecacdo em individuos com historia de
constipacdo intestinal cronica (MATSUMOTO, et al., 1993, KORPELA & TEURI, 1997);
menor teor de colesterol sangiiineo (CHONAN et al., 1995; KIKUCHI et al., 1996), maior
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absor¢do de célcio e magnésio, menor perda de tecido 6sseo em ratas ovariotectomizadas
(CHONAN et al., 1995) e menor incidéncia de cancer de célon (CHALLA et al., 1996;
ROWLAND & TANAKA 1993). Além disso, de maneira geral, NDOs s3o ndo cariogénicos,
ndo caldricos e apresentam sabor adocicado semelhante ao da sacarose com capacidade
edulcorante entre 40 a 60% (FOS) ao daquele agticar (MATSUMOTO et al., 1993) podendo,

estes, serem utilizados como agucar de mesa alternativo.

Segundo Crittenden & Playne (1997), NDOs de cadeias curtas, entre os quais se
incluem os FOS, podem ser plenamente utilizados em substituicdo a ac¢ticares no controle do
sabor, corpo, viscosidade, teor de umidade, formacao de cristais, reagcdes de escurecimento e

pontos de congelamento de produtos alimentares.

De acordo com Mul (1997), os NDOs ja vém sendo propostos, também, como
ingredientes em rag¢des animais, mostrando resultados animadores, principalmente, em
rebanhos de gado de corte, onde chegaram a mostrar eficiéncia alimentar (ganho de peso) de 3
a 14%. Na avicultura t€ém mostrado excelentes propriedades no controle das salmoneloses.
Para estas espécies, a razdo custo/beneficio t€ém sido considerada potencialmente positiva,
segundo o autor. Segundo Silva & Nornberg (2003), os prebidticos sdo compostos seguros a
saude humana e animal, fato este, que justificaria seu uso em substituicdo a certas drogas
veterindrias utilizadas na preveng¢do de alteragdes do trato gastrintestinal e/ou como
promotoras do crescimento. Aumento de peso e melhoria da flora intestinal de leitdes foi
observada por Jonsson & Conway (1992) apds uso de bactérias lacticas, fato este que, somado

ao uso de prebidtico, pode ser de grande relevancia na industria de racao.

Experimentos em humanos mostram que os FOS possuem baixa cariogénicidade por
ndo serem metabolizados por bactérias causadoras da carie, como Streptococcus mutans
(KONO, 1993; YUN et al., 1993; CHEN et al., 1998 ¢ BURNE et al., 1996). Os FOS
possuem baixa caloria por ndo serem hidrolisados em monossacarideos. Tais oligossacarideos
ainda apresentam sabor adocicado semelhante ao da sacarose e capacidade edulcorante de 40
a 60% ao daquele agucar sendo, por isso, utilizados como agucar de mesa alternativo no Japao
¢ Europa (KONO, 1993; MATSUMOTO et al., 1993). Além disso, como a lactossacarose,
galactooligossacarides, glicosilsacarose e outros derivados da xilose, os FOS ndo sdo
metabolizados no intestino delgado de mamiferos e aves, apresentando o efeito prebidtico

(CRITTENDEN & PLAYNE, 1997).

Segundo Gibson & Roberfroid (1995) “prebidticos” sdo ingredientes alimenticios

que afetam beneficamente a saude do hospedeiro por estimular o crescimento ¢ a atividade de
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uma ou um nimero limitado de bactérias no célon. Um ingrediente alimenticio é considerado

como prebiodtico ao obedecer aos seguintes requisitos:
1) nunca ser hidrolisado nem absorvido em partes superiores do trato intestinal;

2) ser um substrato seletivo a uma ou um pequeno numero de bactérias benéficas
comensais no coélon, promovendo uma melhora na saude do hospedeiro através do
crescimento e ou de suas atividades metabolicas, sendo estas capazes de alterar a composi¢ao

da flora intestinal.

Os efeitos prebidticos dos FOS proporcionam as seguintes vantagens para seus

consumidores:

_ Absor¢do de Calcio, Magnésio e Ferro

A produgdo de acidos de cadeia curta - como o acético, butirico e propidnico - além
de 4cido latico por bactérias predominantemente do género Bifidobacterium, apds a
fermentagdo do FOS, facilitam a absor¢do de calcio, magnésio e ferro. (SCHARRER &
LUTZ, 1991; SCHARRER et al., 1991; SCHULZ-AHRENS, 2001; GIBSON AND
ROBERFROID, 1995; CHONAN et al., 1995). A ingestdo de FOS preveniu anemia apos a
gastrectomia e a osteopenia em ratos (OHTA et al., 1998). Segundo Heuvel et al. (1998), a
ingestdo de 15 g de oligofrutose por dia aumentou em 10,8% a absor¢do de Calcio em homens
adolescentes. Vale ressaltar que, de acordo com a resolugdo RDC n° 19, de 30/04/1999 da
ANVISA, "O uso do ingrediente ndo deve ultrapassar 30g na recomendacdo didria do produto
pronto para o consumo." Além disso, “O consumo deste produto deve ser acomplanhado da

ingestao de liquidos”.

_ Diminui¢3o de amdnia no sangue

Um efeito atribuido a producdo de acidos de cadeia curta produzido pela ingestdo de
FOS ¢ a protonagdo da amonia potencialmente toxica em ion amoénio, o qual nio é absorvido,
diminuindo, desta maneira, o nivel de amonia no sangue. Tal efeito 4cido aumenta a excregdo
fecal de nitrogénio e diminui a uremia (HANSEN & VILSTRUP, 1985; GIBSON &
ROBERFROID, 1995). Segundo Younes et al. (1998), uma mistura de FOS (41,2%) mais
algumas fibras estimulou uma rota extra-renal da excrecdo de nitrogénio em ratos

nefrotomizados, ou seja, a excre¢do passou a ser fecal.



14

_ Diminui¢do do teor de colesterol e glicose sangiiineos

Segundo Gibson & Roberfroid (1995), a hipotese de varios autores € que os acidos
de cadeia curta podem também desempenhar um papel regulatério no metabolismo enddgeno.
Mais especificamente, o acetato e o propionato, possivelmente em combina¢do com o L-
lactato, podem ter efeito na regulagdo metabdlica do lipidio e colesterol. Chonan et al., 1995 e
Kikuchi et al., 1996 relataram, também, a diminui¢do do colesterol sanguineo em funcio dos
acidos produzidos por Bifidobacterium apds a fermentagdo dos FOS. Muitos estudos ainda
estdo sendo feitos para um resultado mais apurado sobre tal efeito. Roberfroid (1993) sugeriu
que o propionato produzido pela fermentacdo de fibras soliveis também poderia reduzir a
liberagdo de glicose ao estimular a glicélise. Existe a evidéncia muito preliminar que FOS
mais inulina podem diminuir os niveis de glicose do sangue (ROBERFROID & DELZENNE,
1998). Entretanto, segundo LUO et al. (2000), FOS nao afetaram a producdo hepatica basal de

glicose ou a resisténcia a insulina em individuos com Diabets do tipo 2.

_ Inibi¢do do crescimento de bactérias putrefativas

Os FOS passam integralmente para o intestino grosso e no célon promovem o
crescimento de uma flora constituida, principalmente, por bactérias dos géneros
Bifidobacterium, além de Lactobacillus e alguns Streptococcus, as quais, por competicio,
inibem o crescimento de bactérias putrefativas como as do género Clostridium e de outros
géneros nocivos ao homem, como Salmonella, Shigella, Listeria, Campilobacter,
etc.(CRITTENDEN & PLAYNE, 1997; BOSSCHER et al., 2006). Burigo et al. (2007)
relataram aumento de bifidobactérias na microbiota intestinal de pacientes com neoplasia
hematologica, apos uso de frutooligossacarideos. Segundo Gibson & Roberfroid (1995), a
diminui¢do do pH pela produgdo de acidos por Bifidobacterium inibiu o crescimento de
bactérias patogénicas no colon intestinal. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sao
eliminadas diretamente por produtos antibacterianos excretados por Bifidobacterium infantis,
mesmo em ambientes com pH mais préximo ao neutro. Apos a ingestdo de 3 a 5g de FOS ao
dia por humanos, durante duas semanas, Gibson & Roberfroid (1995) observaram o aumento
significativo da porcentagem de bifidobactérias fecais de 6 para 22%. Entretanto, bacteroides,
clostrideos e fusobactéria tiveram a concentragcdo diminuida de 25 para 4%, 1 para 0,2% ¢ 4

para 0,4%, respectivamente.

_ Restauragdo da flora intestinal
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Apbs o tratamento com antibioticos a ingestdo de FOS permite a restauracdo da flora
intestinal benéfica a saude do homem ou outros mamiferos. (GIBSON & ROBERFROID,
1995).

_ Acdo como imunomoduladores

Certos componentes celulares de bifidobactérias agem como imunomoduladores, isto
¢, eles promovem o ataque imunologico contra células malignas ou mesmo bactérias
putrefativas. (MIZUTANI & MITSUOKA, 1980; SEKINE er al. 1985; GIBSON &
ROBERFROID, 1995; BENGMARK, 1999). Essa ativagdo do sistema imune contribui para
melhorar a resisténcia do hospedeiro contra futuros patégenos (GIBSON & ROBERFROID,
1995). Além disso, existe a possibilidade da juncdo de prebidticos e probidticos, fator este que
¢ interessante, uma vez que Coppola & Turnes (2004) concluiram que varios probidticos tém,
além de atividade promotora de crescimento e reguladora da microbiota das mucosas, efeito

imunomodulador, porém por mecanismos ainda nio elucidados.

_ Redugio da incidéncia do cancer de célon

O efeito fisioldgico mais significativo produzido pela ingestdo regular dos FOS e
outros NDOs, segundo as conclusdes do [International Symposium "Non Digestible
Oligosaccharides: Healthy food for the colon", realizado de 3 a 5/12/1997 em Wageningen -
Holanda, ¢ a sua efetiva acdo protetora contra diversos tipos de tumores dos intestinos o que
pode ser explicado por, pelo menos trés mecanismos (ROWLAND & TANAKA, 1993).
Segundo Huis In'T Veld et al. (1997), ha um acimulo de evidéncias de que o
desenvolvimento de tumores intestinais esta associado a exposicdo do orgdo a certos
metabolitos carcinogénicos, produzidos por enzimas como as B-glucuronidases, nitroredutases
e ureases. Lactobacilos e bifidobactérias t€ém demonstrado grande capacidade para diminuir
tais metabolitos uma vez que, por competi¢io, reduzem o nimero de bactérias produtoras de
tais enzimas e por aumentar a aderéncia dos metabdlitos carcinogénicos a parede celular do
micro-organismo, diminuindo o potencial mutagénico dos mesmos. Challa et al. (1996)
demonstraram que a administracdo oral direta de Bifidobacterium longum ou de NDOs na
dieta de ratos, reduziu a carcinogenicidade do azoximetano, mais precisamente por suprimir
os “focos de erup¢des anormais” (aberrant crypt foci) induzidas por aquele metabdlito.
Finalmente, outro mecanismo gerador de tumores intestinais é a indu¢do de danificagdo do

DNA de células do célon por N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina e que, segundo Pool-Zobel
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et al. (1996), pode ser inibido pelo desenvolvimento de uma flora intestinal em ratos
composta por micro-organismos probioticos (bifidobacterias e lactobacilos). Esta mesma flora
inibiu também o efeito genotoxico do 1,2-dimetil-hidrazina, de acordo com os mesmos

autores.

_ Produgdo de vitaminas

Segundo Gibson & Roberfroid (1995), Bifidobacterium produz vitaminas do

complexo B e acido folico.

_ Regularizacdo da fungdo de defecag@o.

Pesquisadores acreditam que o alivio da constipa¢do em individuos apos a ingestdo
de FOS se da através da grande pressdo osmotica causada pela acdo dos acidos de cadeia
curta, tendo como conseqiiéncia a aceleracdo dos movimentos peristalticos, inclusive, em
individuos com historia de constipacdo intestinal cronica (KONO, 1993; MATSUMOTO et
al., 1993, KORPELA & TEURI, 1997).

Segundo Meydani & Ha (2000), o iogurte estimula a imunidade em individuos
imunodeprimidos, fator este, observado em testes realizados com animais e posteriormente
com humanos, sobretudo idosos, que foram acompanhados por testes inclusos de grupo

placebo.
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3 - OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Testar aspectos funcionais e sensoriais de uma mistura de aglicares contendo

frutooligossacarideos , produzida pela linhagem de Aspergillus japonicus - 119.

3.2 Objetivos especificos

1- Comparar curvas de crescimento de Lactobacillus sp. e Escherichia coli
inoculados em sacarose, FOS comercial ORAFTI e mistura de FOS produzida pela linhagem
de Aspergillus japonicus - 119.

2 - Desenvolver andlises sensoriais de extratos de soja suplementados com sacarose

(referéncia) e uma mistura de FOS produzida pela linhagem de Aspergillus japonicus - 119.

3 - Verificar o efeito de uma mistura de FOS, sacarose residual, glicose e frutose
sobre variacdo da populagdo de bactérias laticas e coliformes na microbiota intestinal de

animais experimentais (ratos Wistar).

4 - Comparar as variagdes populacionais de bactérias laticas e coliformes de ratos
suplementados com duas diferentes concentragdes de FOS produzidos pela linhagem
Aspergillus japonicus - 119, com as populagdes das mesmas bactérias desenvolvidas em ratos

suplementados com FOS comercial purificado ORAFTI.

5 - Verificar o efeito sinérgico da mistura de FOS produzida pela linhagem
Aspergillus japonicus - 119 ao enriquecer extrato de soja com reconhecida presenga de

galactooligossacarideos.

6 - Verificar o efeito sinérgico da mistura de FOS produzida pela linhagem
Aspergillus japonicus - 119 com iogurte convencional produzido pela fermentacido de leite
UHT por indculo misto comercial (Christian Hansen Ind. e Com. Ltda), constituido de partes

iguais de L.delbrueckii ssp. bulgaricus e S. thermophilus.
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4 - MATERIAIS E METODOS
4.1- Materiais
4.1.1- Sujeitos experimentais

eUtilizaram-se ratos machos da linhagem Wistar, SPF (Livres de Patdgenos
Especificos) como modelos, pesando entre 250 a 300 g, com 21 dias de idade, provenientes
do Biotério Central da UNESP de Botucatu. Os animais foram mantidos no biotério da
FCL/Assis-UNESP em temperatura entre 22° e 23°C, com iluminagdo ambiente controlada

para 12 horas de luz e 12h de plena escuridao.

4.1.2- Micro-organismos

* Aspergillus japonicus-119, isolada de amostras de solo obtidas no canavial da Usina
Nova América - Taruma - SP, pertencente a cole¢do do Laboratério de Microbiologia da
UNESP- Campus de Assis, tipificada pelo Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht,
Holanda em 1995 e mantida em tubo inclinado em meio composto por agar-batata-dextrose
em temperatura de refrigeragdo. Simultanecamente, amostras de tais linhagens vém sendo
mantidas em tubos com glicerol em freezer especial (Sanyo mod. Ultraflow MDF 492) a 81°C

negativos para manutengdo dos respectivos genomas.

*In6culo misto comercial (Christian Hansen Ind. ¢ Com. Ltda), constituido de partes

iguais de L.delbrueckii ssp. bulgaricus e S. thermophilus.

4.1.3- Reagentes
4.1.3.1- Meios de cultura

Acetato de sodio (Labsynth), Agar-batata-dextrose (Acumedia), Citrato de Diamdnio
(Merck), Cloreto de Potéassio (Labsynth), Cloreto de Sodio (Labsynth), Extrato de Carne
(Merck), Extrato de Levedura (Labsynth), Farinha de Levedura (Biorigin), Fosfato de
Potassio (Labsynth), Fosfato de Potassio Dibasico (Merck), Hidrogenofosfato de Potassio
(Sigma), Melaco de Cana (Cosan), MRS-Agar (Difco), Nitrato de Sédio (Dinamica), Peptona
(Oxoid), Sacarose comercial (Dolce), Sais Biliares (Merck), Sulfato de Magnésio (Labsynth),
Sulfato de Manganés (Difco), Triptona (Sigma), Tween 80 (Merck), VRB-Agar (Sigma),
Extrato de Soja comercial e Leite UHT (Lider).
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4.1.3.2- Andalises

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) - Acetonitrila (Merck), Alcool
iso-propilico (Dindmica), dgua ultrapurificada e os padroes: Glicose (P.A. Labynth), Sacarose
(P.A. Labynth), Frutose (P.A. Labynth), 1-questose, Nistose ¢ Frutosil-nistose (Waco pure
chemical Ltda.). Proteina-bruta: Sulfato de Sédio, Cobre, Acido Sulftrico, Acido Borico,

Acido Cloridrico, Hidroxido de Sodio.

4.2- Métodos

4.2.1- Imobilizacdo do micélio e producio dos frutooligossacarideos (FOS) pelo

sistema de bateladas

As condi¢des de producdo e imobilizagdo do micélio foram otimizadas de acordo
com as recomendagdes de CRUZ et al. (1998). Para a obtencdo dos frutooligossacarideos,
esporos do fungo Aspergillus japonicus-119 foram inoculados, com al¢a de platina, em
frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de um meio basico, previamente
esterilizado em autoclave a 120°C e 1 atm de pressdo. O meio foi composto por 1,5 % de
peptonas (DIFCO), 3% de sacarose comercial e concentracdes de 0,05% de KCl e de MgSO4
7TH,0 , 0,5%de K,HPO4, 0,2% de NaNO; e pH final 5,0. Apds este processo, os frascos
foram agitados a 160 rpm, por 60 horas, a 28°C em uma incubadora dotada de controle
automatico de temperatura para o crescimento do micélio. O micélio produzido foi
extensivamente lavado em agua destilada, prensado para secagem em sucessivas camadas de
papel de filtro até ndo mais observacdo visual de umidade no papel. O micélio foi triturado
em liquidificador comercial em baixa rotac¢do e adicionado 2,0 % (p.v.) de alginato de sodio e
0,5% de glutaraldeido para formagdo de gel com 10% de micélio. Esta mistura foi colocada
em bandeja perfurada, gotejando sobre uma solugio a 2,0% de CaCl, e 30% de sacarose em
constante, porém fraca agitacdo. As esferas, assim produzidas, foram mantidas nessa solugao
por 24 horas em temperatura de refrigeracdo para adquirir consisténcia, estando prontas para
utilizagdo. Duas relagdes enzima:substrato (quantidade de micélio imobilizado) foram
utilizadas para obtencdo de duas concentragdes de FOS. Doze e meio litros (12,5) e
alternativamente 25 litros de esferas de alginato de célcio contendo micélio imobilizado foram
introduzidos em reator com capacidade para 50 litros, o qual foi completado com uma solugdo

da sacarose a 60%, pH 5,0 ¢ agitado suavemente por 4 horas para a¢do enzimatica. Apds as
p g p p p
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reacdes, as solugdes foram submetidas a uma filtragem com 0,1% de carvao ativado e 0,9%
de celite e, em seguida, concentradas até 80° brix com o uso de evaporador a vicuo em
temperatura inferior a 60°C. A analise dos teores de FOS, sacarose residual, glicose e frutose
livres geradas no processo, foram quantificadas por HPLC. Para evitar as pequenas diferencas
na concentra¢do de FOS entre uma batelada e outra, com a mesma por¢do de micélio, todas as
bateladas foram produzidas previamente e misturadas em recipiente Unico, sendo submetidas
a uma nova dosagem de FOS e acgucares residuais. Desta forma, obtiveram-se varios
recipientes com duas diferentes concentracdes de FOS. A mistura produzida com maior teor
de micélio imobilizado foi denominada FOS I, enquanto que a outra mistura, obtida com

menor teor de micélio imobilizado, foi denominada FOS II.

4.2.2- Caracterizacido do FOS obtido

Amostras das misturas de frutooligossacarideos obtidos em cada batelada apds
mistura em recipiente Unico, foram diluidas a uma concentracio, de agucares totais, de 2000
ppm e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Foi utilizado um
cromtografo da Agilent Technology modelo 1100 equipado com coluna Zorbax Lc-NH,.
Como fase movel foi utilizada uma solugio de acetonitrila a 75%, fluxo de 2.0 mL por minuto
a uma temperatura de 37°C. Utilizou-se um detector de indice de refracdo Agilent (RID
G1362A) e como padrdes, sacarose, frutose e glicose da Sigma, além de questose, nistose e

frutosil nistose da MEIJI conforme descrito por Cruz et al. (1998).

4.2.3 — Determinacio do crescimento celular de Lactobacillus sp. e Escherichia

coli em diferentes fontes de carbono.

Nesta etapa, utilizou-se uma linhagem de E.coli liofilizada proveniente do
Laboratério Cefar e Lactobacillus sp. proveniente da colecdo do laboratério de microbiologia
da UNIP Campus Assis. Os inoculos das culturas foram padronizados e preparados de acordo

como descrito por CLSI (2008) e Ludwig et al. (2001) respectivamente.

Para cada linhagem, foi elaborado um meio especifico para crescimento. No caso da
E.coli utilizou-se o caldo EC modificado, com sacarose em substitui¢do a lactose. O meio

MRS foi utilizado para crescimento de Lactobacillus sp. Outros dois meios com a mesma
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composi¢do foram preparados para cada linhagem, substituindo-se apenas a sacarose por FOS

I ou ORAFTI, como fontes de carbono.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando-se 1,0 mL de
indculo para cada S0mL de meio de cultura. As amostras foram mantidas em agitador orbital
em temperatura de 370C e agitagdo de 90 rpm (TARABOULSI et al., 2007) para coliformes e
40 rpm (POPPI & MANCILHA, 2008) para Lactobacillus sp., retirando-se aliquotas

assepticamente, em intervalos de tempo de uma hora, para leitura em espectrofotometro.

A determinag@o do crescimento celular foi realizada através da média aritmética da
densidade dtica (D.O) das triplicatas das amostras, em espectrofotdmetro (Pharmacia - LKB -

Ultrospec III) em 600nm.

4.2.4-Producio de iogurte

Para o preparo dos iogurtes foi utilizado o Fermento Rich® constituido de culturas
superconcentradas de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus, em leite
integral UHT seguindo orientacdes da CHR.HANSEN’S. O processo fermentativo foi
realizado em banho-maria a uma temperatura de 44 C e considerou-se completo quando o pH
do produto atingiu 4,5. Apos esta etapa, o produto foi dividido em quatro diferentes por¢des
para adi¢@o de: 1) sacarose comercial, 2) mistura contendo maior concentracdo de FOS (FOS
I), 3) mistura contendo menor concentragdo de FOS (FOS II) e 4) FOS comercial (ORAFTI),
todos com iguais concentragdes de agucares totais. Desta forma, foram obtidos quatro tipos de

iogurte, prontos para a suplementag@o dos animais.

4.2.5-Obtencao do extrato e confeccdo de bebida a base de soja

O extrato de soja foi produzido de modo analogo ao descrito por Cruz (1982). Quatro
(4) diferentes por¢des de extrato de soja comercial em p6 desengordurado, foram suspensos
em agua destilada fervente por dez minutos sob fraca agitagdo, de modo a constituir bebidas
com 2,5% , 5,0% , 7,5% e 10% de extrato de soja. Apds resfriamento das suspensdes até
temperatura ambiente, as proteinas foram precipitadas isoeletricamente pela adi¢do de acido
citrico IN até ajuste do pH em 4,5. Estas foram retiradas do meio por centrifugagcdo, em
centrifuga refrigerada, a 3.600 rpm durante 5 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para
formulacdo das bebidas de soja, apods ter seu teor de proteinas igualado ao do iogurte, pela

adi¢do de porgdes de caseina bovina, por prévia determinacdo de proteinas pelo método de
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micro-Kjeldahl (SPINOSA et al., 2001). Tais extratos foram utilizados para a produgdo de 4
diferentes bebidas de soja, enriquecidas de sacarose, FOS I, FOS I e ORAFTI, variando,
portanto, apenas o conteudo de soja. Estas bebidas foram submetidas a analise sensorial para

verificacdo da aceitagdo.

4.2.6 - Analise sensorial das bebidas produzidas
4.2.6.1 — Anadlise sensorial de iogurte

A analise sensorial foi realizada através do teste de aceitagdo de alimentos descrita
por Amerine & Roessler, 1983 apud Brusantin (1995) e Queiroz & Garcia (2000), na qual
foram avaliados os perfis sensoriais dos produtos. Primeiramente foi feita uma andlise
sensorial para determinar a dosagem de FOS I, mais adequada para adogar o iogurte
produzido. Para tanto, variou-se o teor de FOS I levando-se em consideragdo o sabor. A
analise sensorial foi conduzida através da participacdo de 27 provadores ndo treinados
(funcionarios, alunos e professores da propria UNESP - Campus Assis) nas quais trés
amostras ( Al — 50mL , A2 - 110 e A3 - 170 mL de FOS I em 500mL de iogurte) foram
disponibilizadas em copos plasticos de café descartaveis e numeradas aleatoriamente com trés
digitos. Durante a degustacdo os voluntérios preencheram questionarios que continham uma
escala hedonica de notas com variagdo de 1 a 9 (caracterizado desde “desgostei muitissimo™ a
“gostei muitissimo”). As notas atribuidas pelos provadores, foram submetidas a tratamento
estatistico, através de andlise de varidncia ANOVA One-way (VIEIRA, 2006). A amostra A2
contendo 110 mL de FOS I foi a melhor avaliada pelos provadores e, por isso, comparada a
aceitacdo de um iogurte convencional acrescido de 70g de sacarose para 500mL de iogurte,
concentracdo esta comum nos iogurtes comerciais adogados. Para tanto, nova andlise
sensorial foi realizada nos moldes da anterior ¢ os resultados foram submetidos ao teste T

para amostras dependentes. O Fluxograma 1 ilustra os modelos experimentais adotados:
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Modelos Expe rimentais
Analise Sensorial de logurte

EXPERIMENTO |

logurte (500 mL)
I
I I I
Amostra Al Amostra A2 * Amostra A3
(FOsI) (FOSI) (FOSI)
(7,27 g/100 mL (14,43 g/100 mL (20,30 g/100 mL

de iogurte) de iogurte) de iogurte)

EXPERIMENTO Il

logurte (500 ml)

Amostra A2 Sacarose
(FOSI) (14,0 g/100 mL
(14,43 g/100 mL deiogurte)
de iogurte)

* Concentragao escolhida para formulagao do experimento Il

Fluxograma 1: Modelos experimentais - Analises sensoriais de iogurte

4.2.6.2 — Anadlise sensorial de bebida de soja

Para realizacdo da andlise sensorial da bebida de soja, quatro diferentes
concentragcdes de extrato foram testados, uma vez que fixou-se a dosagem de agucares e
proteinas de acordo com o iogurte produzido. Amostras com 2,5% de extrato de soja (S1),
5% (S2), 7,5% (S3) e 10% (S4) foram produzidas com 110 mL de FOS I, a fim de se
conhecer a concentracdo de soja ideal para formulagdo da bebida. O teste de aceitacdo foi
realizado através da participacdo de 30 consumidores, ndo treinados, pertencentes a
comunidade UNESP (alunos e funciondrios). Os provadores receberam 20mL das amostras
em copos plasticos descartaveis (50mL) codificados com nimeros de trés digitos e ficha de
avaliacdo do produto. A aceitabilidade das amostras foi avaliada utilizando-se teste efetivo
com escala hedonica estruturada de 9 pontos (9= gostei muitissimo; 1= desgostei muitissimo)

(AMERINE & ROESSLER, 1983 apud BRUSANTIN, 1995, p. 92). O resultado foi
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submetido a andlise de varidncia ANOVA One-way. Como as amostras S1 e S2 foram as mais
aceitas pela maioria dos provadores e ndo apresentaram diferencas significativas entre si, um
novo teste de aceitagcdo foi conduzido, aos moldes do anterior, para determinagdo da melhor
concentragdo de extrato de soja. Através do teste T para amostras dependentes (VIEIRA &
HOFFMAN, 1989), os resultados foram analisados estatisticamente, onde a amostra mais
aceita (S1) foi comparada a uma amostra com a mesma quantidade de extrato (2,5%), porém
adogada com sacarose em substitui¢do ao FOS, também através do teste de aceitagdo com 30
provadores, seguida de andlise estatistica por teste T. Por fim, comparou-se a bebida de soja
adocada com sacarose com o produto comercial ADES, afim de testar sua aceitagdo frente a

um produto comercial. O Fluxograma 2 ilustra os modelos experimentais adotados:
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Modelos Expe rimentais
Andlise Sensorial de Bebida de Soja

*As amostras S1, 52, S3 e S4 foram produzidas com 14,43 g de FOSI por 100mL de bebida
EXPERIMENTO |
Bebida de Soja
I

Amostra S1 Amostra S2 Amostra S3 Amostra S4
(2,5% de extrato) (5,0% de extrato) (7,5% de extrato) (10,0% de extrato)

EXPERIMENTOII

Bebida de Soja
I | I
Amostra S1 Amostra S2
(2,5% de extrato) (5,0% de extrato)

EXPERIMENTO Il

Bebida de Soja
I | I
Amostra S1 Sacarose
(2,5% de extrato) (2,5% de extrato)

EXPERIMENTO IV

Bebida de Soja

I ! I
Sacarose Comercial
(2,5% de extrato) (ADES)

Fluxograma 2: Modelos experimentais - Andlises sensoriais de soja

4.2.7- Ratos e dietas

Os ratos utilizados no presente trabalho, foram divididos aleatoriamente em 13
grupos com 7 animais sendo, um grupo controle e doze grupos experimentais recebendo
diferentes tipos de suplementa¢do. Os animais foram separados em gaiolas individuais sendo
alimentados com ra¢do comercial Purina e dgua ad libitum ¢ a suplementagdo dos grupos

experimentais foi desenvolvida como visto na Tabela 1 e no Fluxograma 3.



Tabela 1: Divisdao dos grupos experimentais

Tipo de suplementacgio

Controle - Sem suplementacdo
(GO
GA* Gal Agua + Sacarose
Ga2 Agua +FOS I
Ga3 Agua + FOS II
Ga4d Agua + ORAFTI
GI** Gil logurte + Sacarose
Gi2 logurte + FOS 1
Gi3 Iogurte + FOS 11
Gi4 Iogurte + ORAFTI
GS*** Gsl Soja + Sacarose
Gs2 Soja+FOS 1
Gs3 Soja + FOS 11
Gs4 Soja + ORAFTI
* Grupo em que se utilizou dgua como veiculo de suplementagdo;
** Grupo em que se utilizou iogurte como veiculo de suplementa¢do,
**% Grupo em que se utilizou bebida a base de soja como veiculo de
suplementagdo;

26
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Modelo Experimental Grupo Agua (GA)
(Divisao dos grupos) '

w
c
o
Q
=
c
- —
)
[
3
=y

| | |
Subgrupo Ga1 Subgrupo Ga2  Subgrupo Ga3
Os 91 ratos Agua + Sacarose  Agua+FOS| Agua + FOS I

Wistar com 21
dias de idade,
pesando entre
250g e 3009
no inicio do
experimento,
foram dIVIdIdOS Grupo Controle (GC)
aleatéreamente | | Sem suplementacac |
em subgrupos
de 7 animais
como mostra
o fluxograma.

I
@
<
o
+
[]
Hd
>
mm
d

RhRBRD

I

LR

YRRB D

0050902

Grupo logurte (Gi) Grupo Soja (GS)
| | I | | | |
Subgrupo Gi1 Subgrupo Gi2  Subgrupo Gi3  Subgrupo Gi4 Subgrupo Gs2  Subgrupo Gs3  Subgrupo Gs4
logurte + Sacarose logurte + FOS| logurte + FOS Il logurte + ORAFTI Soja+FOSI Soja+FOSII Soja + ORAFTI
) P

]

X

N

A

UL

UL

Fluxograma 3: Divisdo dos grupos de animais quanto as dietas.

Todas as bebidas foram administradas oralmente através do uso de mamadeiras de
vidro com capacidade para 500mL de volume. Estes animais foram suplementados com 350

mL da bebida, diariamente, por um periodo de 3 meses.
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4.2.8 — Verificacdo dos efeitos das diferentes suplementacdes através da
contagem de coliformes totais e bactérias laticas pelo método de plaqueamento pour

plate em AGAR VRB e AGAR MRS.

Inicialmente, foram coletadas amostras de fezes de cada animal dos 13 grupos
experimentais e realizados testes para verificar a quantidade de coliformes totais e bactérias
laticas presentes nas fezes destes animais. Para tanto, utilizou-se a técnica de contagem de
micro-organismos através de plaqueamento (pour plate). Foram utilizados os meios Agar
VRB, para aferi¢io de coliformes totais ¢ Agar MRS, para contagem de bactérias laticas. As
fezes frescas coletadas tiveram sua parte externa removida e a seguir foram pesadas e diluidas
em uma proporcdo de 1:10 (p:v), em 4gua peptonada a 0,1% constituindo a dilui¢do 107", Tais
solugdes sofreram novas diluigdes de modo a constituir uma progressdo logaritmica inversa.
Apbs este procedimento, foram escolhidas as diluigdes mais efetivas para contagem de cada
um dos grupos. Em seguida foram realizados os plaqueamentos (em profundidade) em
triplicata, no qual ImL das diluicdes selecionadas foram inoculadas nas placas e estas
cobertas com os meios adequados. As placas foram incubadas em posi¢do invertida, em estufa
¢ mantidas a 32°C no caso de bactérias lacticas e 37°C no caso de coliformes, durante um
periodo de 24 a 72 horas. A seguir foram realizadas contagens das coldnias tipicas para
coliformes totais (vermelhas purpuras rodeadas com halo avermelhado) e para as bactérias
laticas (brancas opacas), selecionando-se as placas com 30 a 300 coldnias e determinando o
nimero de unidades formadoras de colonias por grama (UFC/g) de fezes multiplicando-se
o numero de coldnias tipicas pelo inverso da diluicdo (VANDERZANT et al., 1992), (SILVA
& JUNQUEIRA, 2001). O mesmo procedimento foi realizado apds 3 meses de suplementagdo

com o intuito de verificar a eficiéncia dos produtos testados

Ao final de todo este processo, os animais utilizados foram sacrificados pelo uso de
éter etilico. Os procedimentos experimentais obedeceram aos principios Eticos na

Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

4.2.9 — Analise estatistica

Diferentes métodos estatisticos foram utilizados no presente trabalho. Para analisar
os resultados obtidos nas curvas de crescimento microbiano, utilizou-se o método de analise
de variancia ANOVA para medidas repetidas, que pressupde que os dados sdo amostrados a

partir de populacdes maiores (ou pelo menos sio representativos dessas populacdes)
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(VIEIRA, 2006). Por ele, os dados de cada linha representam medidas repetidas sobre o
mesmo assunto, ou sdo medidas sobre temas correspondentes. Um projeto experimental
utilizando esta metodologia apresenta grande credibilidade, pois afere a variabilidade entre
individuos, por distinguir variabilidade inter-sujeitos (entre linhas) de variabilidade intra-
sujeitos (entre colunas). Caso a correspondéncia seja eficaz, o teste resultara em um valor

menor que P (GraphPad Instat 3.0 for Mac OSX, 2009).

A andlise sensorial mostrou resultados que foram analisados conforme o numero de
grupos experimentais. Para comparar quatro diferentes extratos de soja, utilizou-se o teste de
analise de variancia ANOVA One-way que compara as médias de trés ou mais grupos
(VIEIRA, 20006). O teste apresenta calculos intermedidrios que levam ao céalculo do quociente
F, a partir do qual ¢ determinado o valor de P. (GraphPad Instat 3.0 for Mac OSX, 2009).
Quando ndo se tem certeza se a hipdtese € razoavel, por distribuicdo ndo homogénea de seus
valores (colunas), deve-se utilizar o teste de Bartlett que testa a hipdtese de que os desvios
padrdes (DPs) sdo iguais. A hipdtese nula deste teste ¢ quando as populagdes apresentam o
mesmo desvio padrio. Se o valor de P ¢ baixo, pode-se concluir que os dados néo se referem
a populagdes com DPs iguais (MENDES & PINTO, 2007). As amostras foram submetidas ao
teste T ndo pareado que compara as médias entre duas colunas. A hipotese € considerada nula

quando duas médias populacionais sdo iguais. (GraphPad Instat 3.0 for Mac OSX, 2009).

Os resultados obtidos nos experimentos com os ratos, foram transformados em Ln de
UFC/g e submetidos a tratamento estatistico pela aplicagdo do teste ndo paramétrico de
Wilcoxon, para verificagdo de significancia, entre os diferentes grupos e subgrupos de
animais. O teste de Wilcoxon calcula a diferenca entre os valores (entre as duas colunas) para
cada sujeito (linha). Os grupos que continham apenas cinco animais (Anexo II), apresentaram
um coeficiente de correlagdo negativa sugerindo um possivel emparelhamento nio eficaz. Por
esta razdo, foram também submetidos ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
confirmacdo da significancia. Trata-se este de um teste ndo paramétrico, ndo pareado, que
compara a média de duas colunas impares. A utilizagdo concomitante dos dois métodos ¢

recomendada quando ha poucas variaveis. (GraphPad Instat 3.0 for Mac OSX, 2009).
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5-RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1- Caracterizacio do FOS Produzido

A andlise cromatografica por HPLC revelou que o experimento denominado FOS II
era constituido de uma mistura de agucares contendo 20,9% de questose; 10,4% de nistose
(totalizando 31,3% de frutooligossacarideos); 35% de sacarose; 24,1% de glicose ¢ 9,5% de
frutose (Figura 2), menor teor de FOS e maiores concentragdes de sacarose residual, glicose e
frutose, em comparag¢do ao FOS I, o que era de se esperar, uma vez que se utilizou uma
quantidade menor de micélio imobilizado. Em contrapartida, a Figura 3 ilustra que o
experimento denominado FOS 1, realizado de acordo com o descrito por Cruz et al. (1998),
apresentou uma mistura com 33,2% de questose; 16,5% de nistose (totalizando 49,7% de
frutooligossacarideos); 25,6% de sacarose; 17,9% de glicose; 6,8% de frutose. Desta forma,
as amostras de FOS, utilizadas na suplementa¢do dos grupos de animais denominadas FOS I e
FOS 1I, apresentavam composi¢des diferentes, com teores de frutooligossacarideos muito
superior no FOS T que no FOS II. As figuras 2 ¢ 3 mostram também que em ambas as
concentracdes de micélio, ndo foi sintetizada a frutosil nistose, um frutooligossacarideo
analogo a nistose, portadora de uma unidade a mais de frutose. Cruz et al. (1998) haviam
obtido tal frutooligossacarideo em seus experimentos, talvez por terem utilizado um tempo
menor de fermentagdo (3 ao invés de 4 horas em cada batelada), ou ainda por terem

trabalhado em fermentadores de pequeno porte (2 litros).



RID1 A, Refractive Index Signal (TA T 0000086 D)

nRiU |
so00 |
0 ] 0
0
-
-
6000 4 O g ]
J ® 8
1 0
- ~ 0
1 - L] @
4000 4 “ 4 0
J [ L] - v
w 0
<4 0 w
J o
= -
2000 + | "
4 ~t Pt
1 =
) Ny

I

T T T r T Y T T T T T Y r T T

10 15 20

N o
B

Figura 2: Cromatograma referente ao FOS II, produzido com quantidade micélio imobilizado
(50%) menor que a preconizada na literatura. (Cruz et al., 1998).
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Figura 3: Cromatograma referente ao FOS I, produzido com a quantidade de micélio
imobilizado preconizada na literatura (Cruz et al., 1998).
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5.2 — Determinacdo do crescimento celular de Lactobacillus sp. e Escherichia

coli em diferentes fontes de carbono.

A Figura 4 mostra as curvas de crescimento celular de Lactobacillus sp. em
diferentes fontes de carboidratos. Devido a maior concentragdo de frutooligossacarideos no
FOS 1, este foi selecionado para se realizar a curva de crescimento. E possivel notar que
houve crescimento em todos os agucares testados. Porém, o crescimento mais acentuado foi
obtido no meio enriquecido com sacarose. Provavelmente, o fato deste agucar ter uma cadeia
mais curta que o FOS, apresentar ligagdo B(2->1) pela qual sua B-frutofuranosidase tem
afinidade, tenha contribuido para este resultado. Isto explicaria também o crescimento em
FOS 1T uma vez que este ¢ composto de uma mistura que contém 50,3% de mono e
dissacarideos, sendo que 25,6% destes apresentaram picos cromatograficos equivalentes ao da
sacarose da curva padrdo. Tal fato deve ter influenciado, também, a fase log do crescimento
do micro-organismo em FOS I, onde é possivel notar, entre duas e quatro horas, uma
aceleragdo do crescimento quando comparado com meio contendo ORAFTI. Este ultimo
propiciou o crescimento menos expressivo entre os trés agucares, evidentemente por ser
composto por cadeias mais longas que a sacarose. De qualquer forma, a citada figura mostra
que os Lactobacillus sp. testados utilizaram o produto como fonte de energia para seu
crescimento. Ao comparar as curvas obtidas com os meios contendo FOS I ¢ ORAFTI, no
periodo de 6 a 13 horas, observa-se uma curvatura semelhante, provavelmente pelo
esgotamento dos mono e dissacarideos da mistura FOS 1 supracitados, restando os
oligossacarideos analogos ao ORAFTI. Estes resultados estdo de acordo com Buddington et
al. (1996) e Gibson et al. (1995) que demonstraram o potencial seletivo dos oligossacarideos
para o crescimento de Lactobacillus, uma vez que estes micro-organismos tém potencial para

metabolizacdo dos mesmos (MANNING & GIBSON, 2004).
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Curva de Crescimento - Lactobacillus sp.

D.O. 600 nm

0 T T T T T T
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=0—=SACAROSE ==—O0RAFTI FOSI

Figura 4: Curva de crescimento de Lactobacillus sp. em caldo MRS modificado.

A andlise estatistica de ANOVA mostrou diferengas extremamente significativas

(p<0,0001) no crescimento de Lactobacillus sp. nos diferentes agucares testados (Tabela 2).

Tabela 2: Andlise de varidncia ANOVA para medidas repetidas

Actcares N’ de pontos Média Desvio Padrao

Sacarose 14 0.6047 0.2344

ORAFTI 14 0.5019 0.1914 p<0,0001
FOS T 14 0.5344 0.1945

Ao se utilizar-se o teste de Tukey-Kramer, também, foram encontradas diferencas
significativas entre o crescimento nos trés meios, porém com significincias distintas,

verificando-se diferenca menos expressiva entre o crescimento em ORAFTI e FOS I (Tabela

3).
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Tabela 3: Teste comparativo de Tukey-Kramer

Comparagio Diferenca da média q P
Sacarose vs ORAFTI 0.1028 11.257 *H% P<0.001
Sacarose vs FOS I 0.07029 7.698 **% P<0.001
ORAFTI vs FOS 1 -0.03250 3.559 * P<0.05

E possivel notar na Figura 5, que o crescimento de E. coli nos trés meios, mostrou
tendéncias diferentes das verificadas na curva de crescimento de Lactobacillus sp. nos
mesmos meios. Na presen¢a de sacarose o micro-organismo obteve grande crescimento,
sobretudo entre 2 e 6 horas. Ao utilizar FOS I como fonte carboidratica, foi possivel notar
crescimento muito menos acentuado, o que pode ser explicado pela presenca de
frutooligossacarideos de cadeia mais longa que a sacarose na amostra. E possivel supor que o
pequeno crescimento da E. coli no meio contendo FOS I tenha ocorrido pela presenca de
50,3% de agucares convencionais. Isto parece ficar comprovado pelo praticamente nao
crescimento de E. coli quando utilizou-se ORAFTI, composto apenas por

frutooligossacarideos.

Segundo Passos & Park (2003) os FOS, além de apresentarem efeito antiaderente,
inibem o crescimento de E. coli. Shoaf et al. (2006) demonstraram que os oligossacarideos,
inibem a aderéncia desse micro-organismo ao célon, em 48% quando comparado a um grupo
controle. No entanto, Schouleur, et al. (2009), apesar de citarem tal inibi¢do, evidenciaram
que algumas linhagens desta bactéria apresentam condi¢des de metabolizar os FOS, resultado

este ndo ocorrido com a linhagem utilizada no presente trabalho.
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Figura 5: Curva de crescimento de Escherichia coli em caldo EC modificado.

A Tabela 4, apresenta os resultados obtidos pela analise estatistica de ANOVA, sobre

os dados do crescimento de E. coli, onde mostraram extremamente significativos (p<0,0001).

Nota-se que a maior média obtida foi com o meio contendo sacarose na formulacdo, seguida

pelo meio com FOS 1.

Tabela 4: Andlise de variancia ANOV A para medidas repetidas

Acucares N° de pontos Média Desvio Padrao

Sacarose 12 0.7368 0.3626

ORAFTI 12 0.1472 0.01590 p<0,0001
FOS 1 12 0.3198 0.1002
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No entanto, ao realizar o teste de Tukey-Kramer, os resultados apontaram para uma
diferenga ndo significativa entre o meio contendo FOS I e o ORAFTI (Tabela 5). Este
resultado € interessante, pois demonstra que o produto FOS I produzido teve impacto analogo
ao ORAFTI, sobre o crescimento de E. coli e mesmo apresentando-se significativamente
diferente do ORAFTI , no caso do crescimento de Lactobacillus sp., foi a comparagdo que
apresentou o maior P (Tabela 3). Vale ressaltar que o FOS I foi produzido a partir de sacarose
comercial de cana-de-agucar, através de reacdo enzimdtica por micélio imobilizado, ndo
passando pelo processo de purificagdo. Este fato, somado aos resultados obtidos nas curvas,
demonstra a potencialidade deste agucar frente ao carboidrato comercial ORAFTI que ¢
produzido a partir da hidrdlise enzimatica da inulina (PASSOS & PARK, 2003), que o torna
mais caro que o produzido a partir da sacarose. Além disso, o FOS I ndo passou por
separagdo, processo este realizado por cromatografia industrial. Esta € a fase mais onerosa da
conversdo enzimatica industrial da sacarose em FOS e, atualmente, somente ¢ realizada pela

Applexion, situada na Franga.

Tabela 5: Teste comparativo de Tukey-Kramer

Comparacio Diferenca da média q P
Sacarose vs ORAFTI 0.5897 11.183 *H% P<0.001
Sacarose vs FOS 1 0.4170 7.908 **% P<0.001
ORAFTI vs FOS I -0.1727 3.275 ns P>0.05

5.3- Analise sensorial
5.3.1 — Analise sensorial de iogurte

O método de micro-Kjeldahl apontou um teor de 4,2 % de proteinas no iogurte
produzido. De acordo com os dados da Figura 6, observa-se que uma maior porcentagem de
provadores avaliou a amostra A2 com notas maiores como 7, 8 ¢ 9 (que segundo escala
hedonica é designada desde “gostei moderadamente™ até “gostei muitissimo”), diferentemente

das amostras Al e A3 que foram avaliadas com notas inferiores.
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Aceitacao de iogurte com diferentes dosagens
de FOSI

40
35
30
25
20
15
10

A1
A2
A3

Provadores (%)

o LM -
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Escala Hedonica (ANEXO I)

Figura 6: Porcentagem de provadores em relagdo as diferentes notas da escala hedénica.

A Tabela 6 mostra as médias e respectivos desvios padrdes obtidos pelas amostras
dos iogurtes formulados. Mostra também que, através do teste estatistico de andlise de
variancia paramétrico (One-way ANOVA) com nivel de 5% de significancia, foi possivel

constatar diferengas significativas (p=0,0002) entre as formulac¢des testadas.

Tabela 6: Teste de ANOVA (5%) para os diferentes sabores.

Amostras Média Desvio padrao
Al (50 mL FOS 1) 5,680 b* 1,492
A2 (110 mL FOS 1) 7,600 a 1,658 p=0,0002
A3 (170 mL FOS I) 6,320 b 1,547

* Médias seguidas de mesma letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia

Segundo o teste de Tukey-Kramer (Tabela 7) a amostra A2 diferenciou-se das
demais onde p<0,001 para Al e p<0,05 para A3. A maior pontua¢do obtida foi para a amostra
(A2) que continha 110 mL de FOS I em 500mL de leite UHT, apresentando a melhor
aceitabilidade, diferenciando-se de maneira significativa das demais amostras. De acordo com

a escala utilizada (ANEXO 2) o valor médio de 7,6 indicou uma aceitabilidade entre "gostei
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moderadamente" a "gostei muito".

Outro fator importante observado foi que dos 27 provadores, 96% (24) aceitaram a
amostra A2; 28% (7 provadores) rejeitaram a amostra Al e 16% (4 provadores) mostraram-se
indiferentes & mesma. As amostras com 50 mL (Al) e com 170 mL (A3) de FOS I nao
diferiram significativamente (p>0,05), obtendo a mesma pontuacdo em relagdo a escala

hedodnica, ambas caracterizadas por “gostei ligeiramente”.

Tabela 7: Teste de Tukey-Kramer (5%) para as diferentes amostras

Comparacgdo Diferenca média q P
Al vs A2 -1,920 6,125 %k p<0.001
Al vs A3 -0,6400 2,042 ns. p>0,05
A2 vs A3 1,280 4,083 * p<0,05

Por ter apresentado maior aceitabilidade que as amostras Al e A3, a amostra A2 foi
escolhida para ser comparada com a bebida adogada com sacarose. De acordo com a Figura 7,
observa-se que uma maior porcentagem de provadores avaliaram o iogurte adogado com
sacarose com notas maiores como 7, 8 e 9 (notas caracterizadas desde “gostei
moderadamente” até “gostei muitissimo”) e uma porcentagem menor de provadores avaliaram
o iogurte adogado com uma mistura contendo FOS com notas como 6, 7 ¢ 8 (caracterizadas
desde “gostei ligeiramente” até “gostei muito”) ndo diferindo muito das notas do iogurte

adocado com sacarose.
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Analise sensorial de iogurte - Sacarose x FOSI
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Figura 7: Porcentagem de provadores em relacdo as diferentes amostras de iogurtes avaliadas através
de escala hedoénica.

No estudo sensorial comparativo entre as duas amostras foi verificado, através do
teste T, que a média de pontuagdo da amostra de iogurte convencional (adogado com 70 g de
sacarose em 500mL de leite UHT) foi de 7,44 (caracterizada entre “gostei muito” e “gostei
muitissimo”) sendo maior que a média da pontuacdo para o iogurte adocado com FOS I (110
mL de FOS I em 500mL de leite UHT). A média obtida pela formulagdo com FOS I atingiu
6,70 que se caracteriza como “gostei ligeiramente”. Apesar da significancia estatistica
(p=0,0309) entre estes valores e a maior pontuacdo alcancada pelo iogurte adogado com
sacarose, a aceitabilidade obtida pelo novo produto pode ser considerada bastante satisfatodria,
uma vez que fora comparado a um produto adogado com um agucar que vem agradando o

paladar do homem ao longo do tempo.

Tabela 8- Teste T para amostras dependentes. Comparagdo entre degustacdo de iogurte
convencional e iogurte com FOS. p<0.05

MEDIA Desvio Padriao

logurte com agucar 7,44 1,15

p=0,043123
Iogurte com FOS 1 6,70 1,29
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5.3.2 — Analise sensorial de bebida de soja

A Figura 8 mostra que os provadores aceitaram a amostra S1 (2,5% de extrato de
soja), sendo que “Gostei Muito” foi a op¢do de 37% das pessoas com relagdo a essa amostra.
A mesma porcentagem foi repetida na amostra S2 (5% de extrato), porém na op¢do “Gostei
Moderadamente” enquanto que 40% dos provadores rejeitaram a amostra S4 (10% de
extrato). E possivel notar que 33% dos provadores também optaram por “Gostei
Moderadamente” em relacdo a amostra S3 (7,5% de extrato) contra 20% da amostra S4. As
amostras S2 e S3 foram as que obtiveram o maior nimero de pessoas indiferentes ao produto
com 17% e 13% respectivamente. Vale ressaltar que todas as amostras foram elaboradas com

a mesma concentragdo de proteinas (4,2%) encontrada no iogurte produzido.

Bebida de soja - Diferentes concentragdes de
extrato
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Figura 8: Porcentagem de provadores em relagdo as diferentes amostras de bebidas de soja
avaliadas através de escala hedonica.

De acordo com a andlise de varidncia de ANOVA as amostras apresentaram
diferencas extremamente significativas (p=0,0001). Tal resultado reflete a pouca

homogeneidade de dados entre as amostras, fato este que pode ser avaliado através do teste de
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Bartlett indicado para tal situagdo (MENDES & PINTO, 2007). O resultado deste ultimo teste
confirmou os obtidos por ANOVA, porém com p=0,0003. Segundo a Tabela 9, a amostra S1,
contendo 2,5% de extrato, obteve uma média 7,7 pontos, seguida pela amostra S2 (5%

extrato) cuja média foi 6,3.

Tabela 9: Teste de ANOVA (5%) para os diferentes sabores.

Amostras Média Desvio padrdo
S1 7.7000 0.987857
S2 6.6333 1.325697
S3 6.1000 1.807074
S4 5.0000 2.149579

Através do teste de Tukey-Kramer (Tabela 10), que confronta diferentes amostras, é
possivel observar que as diferengas mais significativas foram entre S1 e S4 (p<0,001) e S2 e
S4 (p<0,001). Também houve diferenga significativa entre S1 e S3 porém com valor de
p<0,01. Menos significativa foi a diferenca entre as amostras S3 e S4 obtendo p<0,05. As

amostras S2 e S3 ndo se diferenciaram significativamente, assim como as amostras S1 e S2.

Tabela 10: Teste de Tukey-Kramer (5%) para as diferentes amostras

Comparacgdo Diferenca média q P
S1vs S2 1,067 3,586 ns. p>0,05
S1vs S3 1,600 5,378 ** p<0.01
S1vs S4 2,700 9,076 *xE p<0.001
S2 vs S3 -0,5333 1,793 ns. p>0,05
S2 vs S4 1,633 5,491 *xE p<0.001

S3 vs S4 1,100 3,698 * p<0,05
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Com base nos resultados obtidos na analise estatistica, onde as amostras S1 e S2
obtiveram a maior média e ndo se distinguiram significativamente, foi realizada uma nova
analise sensorial com provadores diferentes, porém utilizando apenas as duas amostras mais
bem avaliadas. Os resultados desta segunda analise foram submetidos ao teste T, onde
verificou-se diferenga significativa (p=0,0025 ) entre os sabores. Pode-se notar que 84% dos
provadores aceitaram a amostra S1 em comparagdo a amostra S2 que obteve apenas 53%.
Desta forma pode-se dizer que existe uma tendéncia significativa a uma maior aceitacdo pela
amostra S1, com média 6,9 (Tabela 11), com a distribui¢do das notas principalmente entre os

valores “gostei moderadamente” e “gostei muito”(Figura 9).

Tabela 11: Comparacgdo das amostras S1 e S2

Amostras Média Desvio padrao n
S1 6,93 1,38 30
S2 5,80 1,39 30

Bebida de soja (S1 x S2)
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Figura 9: Porcentagem de provadores em rela¢do as amostras S1 e S2 avaliadas através de escala
hedonica.

Monteiro et al. (2004) relatam que a aceitagdo da soja e seus produtos sofrem

restricdes devido, principalmente, ao seu sabor considerado desagradavel, resultado da



43

associa¢do de compostos carbonilicos de cadeia curta com a fragdo proteica, catalisados pelas
enzimas lipogenases. Sendo assim, a bebida com sabor suave de soja (S1) se destacou por

apresentar um sabor leve que agradou a grande maioria, porém com nota abaixo de 7 pontos.

Segundo Yun (1996) os frutooligossacarideos podem ser usados na formulagido de
varios alimentos substituindo os agucares convencionais, pois seu sabor ¢ similar ao da
sacarose. Desta forma, outra andlise sensorial foi realizada, com 15 provadores, com o intuito
de confrontar a amostra S1 com uma bebida de soja adocada com sacarose. Os resultados
obtidos indicaram a tendéncia de uma boa aceitabilidade para os produtos adicionados de
FOS I quando comparados com a bebida adicionada de sacarose. De acordo com Figura 10 e
a Tabela 12, a distribui¢do das notas foi semelhante, sendo que as notas dadas obtiveram
média de 6,77 para a bebida adocada com sacarose e 6,33 para a adocado com FOS I, ndo
havendo assim diferenga significativa (p=0,94) quanto as notas dadas pelos provadores,
mostrando, assim, que a mistura FOS I pode ser adicionada em substitui¢do ao agucar

convencional em bebida de soja, sem altera¢do na percepcdo do sabor doce.

Bebida de soja - Agucar x FOSI
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Figura 10: Porcentagem de provadores em relagdo as bebidas de sojas com sacarose e FOS 1
avaliadas através de escala hedénica.

Tabela 12: Média da andlise sensorial com os diferentes adogantes

Sucos Média Desvio padrio
Bebida ¢/ Agucar 6,77 1,27
Bebida ¢/ FOS 6,33 1,20
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Em decorréncia da nota obtida na andlise acima, fez-se necessaria uma comparagao
com a bebida comercial “Ades” com o objetivo de avaliar seu potencial frente a um produto
comercial. De acordo com a Figura 11, os resultados obtidos sugerem que as amostras
diferem significativamente, uma vez que o Teste t apresentou p = 0,004673, sendo que a
bebida comercial “Ades” obteve uma porcentagem de notas mais altas, atingindo uma média

de 7,26 , enquanto que a bebida desenvolvida no trabalho apresentou uma média de 6,03
(Tabela 13).

Bebida de soja - Sacarose x Ades
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Figura 11: Porcentagem de provadores em relacdo as amostras sacarose e Ades avaliadas através
de escala hedénica.

Tabela 13: Comparacgdo entre marca comercial Ades e Sacarose

Sucos Média Desvio padrio n
Sacarose 6,03 1.79 30
Ades 7,26 1.43 30

Apesar da amostra com sacarose ter tido menor pontuacdo em relagdo ao produto
comercial Ades, este ultimo obteve nota menor que 7,5 , o que demonstra que as bebidas
formuladas com soja, de um modo geral, ndo agradaram ao paladar da maioria dos

provadores, principalmente quando comparadas com notas obtidas pelas amostras formuladas
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com iogurte. E importante ressaltar ainda, que a diferenga entre as amostras avaliadas pode
ser em decorréncia do produto comercial Ades, provavelmente conter supressor de aroma que

atenua o gosto forte da soja.

5.4 - Contagens de Coliformes totais e Bactérias Laticas pelo método de

plaqueamento pour plate em AGAR VRB e AGAR MRS, respectivamente.

A Tabela 14 apresenta a média dos resultados de todos os grupos, obtidos na
contagem de coldnias pelo método de plaqueamento pour plate, além do Ln das mesmas, nos

dois meios testados.

Tabela 14: UFC/g de fezes dos dois meios testados

Grupos Média TO - VRB Média Tf - VRB
UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
GC 4,70 x 10° £ 0,76 x 10° 13,01 5,09x 10°+ 0,83 x 10° 13,12
Gal 4,74x 10° £ 0,77 x 10° 13,03 5,54x10°+0,90 x 10° 13,21
Ga2 4,60 x 10° 0,75 x 10° 12,89 428x10°+0,70x 10° 12,90
Ga3 3,77x10° 0,61 x 10° 12,83 435x10° 0,71 x 10° 12,96
Ga4 8,37x10° = 1,36 x 10° 13,63 5,00x 10>+ 0,81 x 10° 13,08
Gil 727x10°+ 1,18 x 10° 13,49 5,50x 10>+ 0,89 x 10° 13,09
Gi2 7,00x 10° = 1,14 x 10° 13,39 2,84x10°+ 0,46 x 10° 12,53
Gi3 7,37x10°+ 1,20 x 10° 13,50 549x10°+0,89x 10° 13,21
Gi4 8,44x10°=1,37x 10° 13,64 2,70 x 10° + 0,44 x 10° 12,49
Gsl 5,86 x 10° + 0,95 x 10° 13,21 5,58x10°+0,91 x 10° 13,21
Gs2 5,90 x 10° + 0,96 x 10° 13,27 4,88x10° 0,79 x 10° 12,98
Gs3 6,56 x 10° + 1,07 x 10° 13,39 5,75x10°+0,93 x 10° 13,26
Gs4 7,53x10°+ 1,22 x 10° 13,52 427x10° 0,69 x 10° 12,65
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Média TO - MRS Média Tf - MRS

Grupos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
GC 1,00x 10" = 0,23 x 10’ 16,06 1,81 x 10" £ 0,38 x 10’ 16,26
Gal 1,66 x 10’ = 0,35 x 10’ 16,55 2,30x 10"+ 0,48 x 10’ 16,12
Ga2 2,90x 10" £ 0,61 x 10’ 17,03 537x10"+1,12x 10’ 17,76
Ga3 3,04x 10"+ 0,64 x 10 16,99 2,09x 10" + 0,44 x 10’ 16,83
Ga4 2,62x 10" 0,55 x 10’ 17,04 4,23x 10"+ 0,89 x 10’ 17,49
Gil 2,05x 10" 0,43 x 10 16,80 4,27x 107 0,89 x 10’ 17,36
Gi2 2,14x 10" £ 0,45 x 10 16,69 3,40x 10" +0,71 x 10’ 16,92
Gi3 2,36 x 10" £ 0,49 x 10’ 16,96 3,04x 10"+ 0,64 x 10’ 16,96
Gi4 1,65x 107 £ 0,35 x 10’ 16,60 3,53x 10"+ 0,74 x 10’ 17,37
Gsl 2,61x10"+0,55x 10’ 17,04 2,59x 10" + 0,54 x 10’ 17,03
Gs2 1,82x 107 0,38 x 10’ 16,69 3,89x 10"+ 0,81 x 10’ 17,47
Gs3 2,15x 10" £ 0,45 x 10’ 16,87 2,82x 10"+ 0,59 x 10’ 17,15
Gs4 1,72 x 107 £ 0,36 x 10’ 16,63 2,99x 10" + 0,63 x 10’ 17,21

5.4.1 Grupo Controle

E possivel notar na Figura 12 que o grupo controle (GC) obteve pequeno aumento na
contagem de coliformes apos trés meses de experimentacdo. Porém, este aumento foi
considerado ndo significativo para p<0,05 ao aplicar o teste estatistico ndo paramétrico de
Wilcoxon (p= 0,067). Dos sete ratos deste grupo, dois apresentaram problemas em relagdo a
contagem das placas durante a experimentacdo (ANEXO I). Em decorréncia do menor
namero de sujeitos, este grupo foi também avaliado pelo método estatistico ndo pareado de
Mann-Whitney. O resultado confirmou a estatistica de Wilcoxon concluindo, portanto, que
ndo houve diferenca significativa para p<0,05 em decorréncia do alto valor de P (p=1,0)
obtido. Em relacdo aos lactobacilos, ¢ possivel notar que também houve um aumento no
nimero de UFC/g porém este aumento também ndo foi considerado significativo de acordo
com o teste Wilcoxon (p=0,375). Estes resultados eram esperados, uma vez que os ratos do

grupo controle ndo receberam nenhuma suplementagao.
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Figura 12: Grupo Controle (GC) - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas)
antes (T0) e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.2 - Grupo Agua
5.4.2.1 - Subgrupo Gal

Em relagdo ao subgrupo Gal (suplementado com agua e sacarose) foram verificadas
diferencgas significativas, quanto ao numero de UFC/g nos dois meios testados. De acordo
com a Figura 13, pode-se observar um aumento na concentragdo das bactérias cultivadas em
meio VRB e das bactérias laticas, cultivadas em meio MRS. A andlise estatistica por
Wilcoxon sugere que ha diferencga significativa (p=0,0313) em relagdo as quantidades de
coliformes antes e depois de trés meses de suplementacdo. A concentracdo de lactobacilos
também aumentou de forma significativa (p=0,0320). Estes dados sdo interessantes, pois
revelam uma tendéncia de aumento de bactérias na presenca de sacarose. Segundo Falcdo
(1976) grande parte dos coliformes fermentam a sacarose por serem dotados de sistema
enzimatico necessario para metabolizar este carboidrato. Por esta razdo acabam por competir
com as bactérias laticas que, apesar de também possuirem tal capacidade, perdem rendimento

na competi¢do pelo referido carboidrato.
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Figura 13: Subgrupo Gal - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.2.2 - Subgrupo Ga2

O teste pareado ndo paramétrico de Wilcoxon, considerou ndo significativa
(p>0,999) a diferenca obtida na concentrag@o de coliformes no grupo Ga2 (dgua + FOS I -
49,7%). Por outro lado a mesma metodologia classificou como significativo (p= 0,0298) o
aumento de bactérias do grupo dos lactobacilos. Estes resultados demonstram que, na
presengca de frutooligossacarideos, os lactobacilos apresentam vantagem competitiva em
relagdo as bactérias do grupo dos coliformes, que diminuiu, porém ndo significativamente
(Figura 14). Isto provavelmente se explica pela presenca de mono e dissacarideos residuais no
produto. Este resultado mostra-se importante, pois mesmo a presenga de acucares
metabolizaveis, ndo promoveu aumento de coliformes, como ocorreu no subgrupo Gal
supracitado. Estes dados confirmam os resultados obtidos nas curvas de crescimento do
presente trabalho (Figuras 4 ¢ 5). Mostram-se, também, de acordo com Gibson & Roberfroid
(1995) que descreveram a diminui¢do dos niveis de Bacteridides, Clostridia e coliformes,

apos uso continuo de FOS em seu cultivo.
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Figura 14: Subgrupo Ga2 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.2.3 - Subgrupo Ga3

A Figura 15 demonstra que, apesar de apresentar diferencas pds suplementacdo no
grupo Ga3 (agua +FOS II — 31,3%), estas ndo foram consideradas significativas: nem para
coliformes (p=0,4375) e nem para lactobacilos (p=0,6875) segundo o método ndo paramétrico
pareado. Como no experimento do grupo controle, houve problema com a contagem das
placas de meio VRB, onde dois ratos foram excluidos. Por esta razio, efetuou-se o teste nio
pareado de Mann-Whitney, onde foi possivel confirmar o dado obtido pelo método de
Wilcoxon, porém com p=0,1508. Estes resultados estdo de acordo com Van Loo et al. (1999)
ao relatarem que subdoses de prebidticos podem causar efeito limitado ou nulo sobre a
microbiota intestinal. Em estudos realizados por Kullen et al. (1998), em que foram
verificados os efeitos de trés NDOs sobre a populagdo cecal de bifidobactérias e Clostridium
perfringens em ratos, verificou-se que dois deles (oligossacaridio de farelo de trigo - WBOS e
oligossacaridio de soja - SBOS) provocaram aumento em ambas as populagdes microbianas.
Verificaram, também, que o tratamento com frutooligossacarideos (FOS) ndo provocou
diferencas significativas entre o grupo controle e o experimental, o que foi confirmado pelos
dados obtidos no presente trabalho. Tal fato é curioso, pois apesar de ndo serem encontradas
diferencas significativas antes e apds a suplementacdo, como ocorreu no grupo controle, os
sujeitos deste subgrupo receberam uma bebida contendo 68,7% de aglcares convencionais.

Era de se esperar que tais agucares contribuissem para o aumento de coliformes e
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lactobacilos, assim como ocorreu no grupo Gal que continha agucar convencional. Desta
forma ¢é possivel supor que a pequena quantidade de frutooligossacarideos presentes no
produto contribuiu para manutencdo da flora intestinal dos animais, mesmo na presenga de

maior concentragdo de aguicares convencionais.

Ga3 - Agua + FOSII (31,3%)
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Figura 15: Subgrupo Ga3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.2.4 - Subgrupo Ga4

A Figura 16 ilustra os dados obtidos pelo subgrupo Ga4, que mostram o melhor
resultado quanto a diminuicdo de bactérias e aumento de lactobacilos, entre todos os
subgrupos do grupo Ga. Ao utilizar como suplementagdo o ORAFTI, que se trata de uma
mistura composta apenas por frutooligossacarideos, obteve-se ganho significativo (p=0,0145)
na concentracdo de lactobacilos e diminui¢do no numero de coliformes (p=0,0239). Estes
dados sdo analogos aos obtidos por Rao (2001), que ao estudar o efeito da ingestdo de
oligofrutose em humanos, por trés semanas, concluiu que este carboidrato estimula
seletivamente o crescimento de bifidobactérias. Estes dados foram confirmados por Freitas &
Jackix (2005), que observaram um aumento na contagem de bifibobactérias, ao estudar o
efeito prebiodtico de frutooligossacarideos em suco misto. As curvas de crescimento (Figuras 4
e 5) realizadas no presente trabalho confirmaram a seletividade deste carboidrato para efeito
de crescimento de lactobacilos. Segundo Gebbink et al. (1999) a adicdo de 5% de
frutooligossacaridio (FOS), em dietas para leitdes recém desmamados, demonstrou a agdo

efetiva destes compostos no aumento na populagdo de bactérias laticas, redugcdo do pH e
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diminui¢do na contagem de Escherichia coli. Da mesma forma, Stanley et al. (1996) ja
haviam observado significativa redu¢do na contagem de coliformes totais (2 log;p) em cecos
de frangos de corte que receberam 0,2% de lactulose (O-B-D-galactopiranosil (1-3) B-D-
frutofuranosideo) na dieta. Os prebioticos, quando adicionados a dieta, estimulam o
crescimento e a estabilidade das popula¢des microbianas produtoras de acidos orgéanicos, em
detrimento as demais, ao reduzirem o pH luminal. Este fator, juntamente com enzimas
produzidas por estes micro-organismos, inibem a proliferagdo da flora intestinal danosa,
composta por micro-organismos como Escherichia coli, Clostridium sp. e Salmonella,
sensiveis a ambientes dcidos (RADECKI & YOKOYAMA, 1991). Swennen et al. (2006) e
Mussatto & Mancilha (2007) relatam a producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
acidos acético, propidnico e butirico, a partir da fermentacdo de oligossacarideos por bactérias

laticas e sua importancia na inibi¢do de bactérias patogénicas.
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Figura 16: Subgrupo Ga4 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.3 - Grupo logurte
5.4.3.1 - Subgrupo Gil
O grupo Gi foi proposto com o intuito de avaliar o efeito dos aglcares acima

descritos (sacarose, FOS I, FOS II ¢ ORAFTI), quando combinados com iogurte. O primeiro

subgrupo avaliado foi o Gil que recebeu um iogurte convencional adocado com sacarose. De
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acordo com o método de Wilcoxon, ndo houve diferenca estatistica significativa pos
suplementag¢do, nem para o cultivo em meio VRB (p=0,0625), nem para o meio MRS
(p=0,0938). Todavia, a Figura 17 mostra que, mesmo nio havendo diferencas significativas,
houve tendéncia a diminui¢do de coliformes e aumento expressivo de lactobacilos, ao
duplicar a sua populagdo. Independente desta observacdo, o simples fato de ndo haver
alteracdo significativa pds suplementacdo, ja é um resultado positivo, pois o subgrupo Gal do
presente trabalho demonstrou que o uso de sacarose e dgua influenciaram de forma negativa a
flora intestinal, promovendo o crescimento de coliformes. Isto mostra que a sacarose, frente
ao iogurte, ndo causa tal impacto, devido a presenca de bactérias laticas e sobretudo 4cidos

orgénicos presentes na referida bebida.

Gi1 - logurte + Sacarose
8 7.27
7 -
6 -
5 -
Ry
2 4
o}
3 -
2 -
1 -
0 - :
TO T
H Coliformes (y x 10°5) ML aticas (y x 10°7)

Figura 17: Subgrupo Gil - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.3.2 - Subgrupo Gi2

Ao analisar os dados obtidos pela suplementagdo com o iogurte + FOS I (49,7% de
FOS), ou seja o subgrupo Gi2, vistos na Figura 18, observou-se uma significativa (p=0,0316)
diminui¢do na concentragdo celular de coliformes, provavelmente em decorréncia da
diminui¢do do pH pela fermentacdo do produto. Em relagdo as bactérias laticas, apesar de um
aumento de 59% na concentragdo destes micro-organismos, a resposta ndo ocorreu como
esperado, uma vez que ndo foi considerado significativo (p=0,2785). Vale ressaltar que o
fermento utilizado continha culturas starter superconcentradas de Lactobacillus bulgaricus e

Streptococcus thermophilus, que de acordo com Dave & Shah (1996), possuem efeitos
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antagdnicos, provocando inibicdo do crescimento de outras culturas laticas como
bifidobactérias em iogurte, o que pode explicar o fendmeno. Tais autores ressaltaram,

também, que os acidos organicos produzidos ndo t€ém impacto sobre estas bactérias.

Segundo Gilliland & Speck (1977) citado por Lourens-Hattingh & Viljoen (2001), o
perdxido de hidrogénio produzido pelo L. bulgaricus causa decréscimo de L. acidophilus
durante o armazenamento em refrigeragio. E importante ressaltar que neste trabalho os
iogurtes produzidos foram fornecidos aos animais sem serem submetidos a refrigeracdo, de
modo a descartar esta hipotese como causa do fenomeno. Outro fator a ser considerado, € o
relato de Lourens-Hattingh & Viljoen (2001), que afirma existir uma simbiose entre L.
acidophius ¢ B. bifidum, onde o primeiro exerce efeito promotor do crescimento sobre o
segundo. Isto leva a concluir que, ao diminuir a viabilidade de L. acidophilos, o L. bulgaricus
promove também diminui¢do das colonias de espécies do género Bifidobaterium. Segundo
Brizuela et al. (2001) e Santos et al. (2003) sdo sete os critérios a serem preenchidos por um
micro-organismo para que possa ser empregado como probidtico: i) ndo apresentar
patogenicidade; ii) ser Gram-positivo; iii) ser produtor de acido e acido resistente; iv)
apresentar especificidade ao hospedeiro; v) apresentar excrecdo de fator anti-E. coli; vi) ser
resistente a bile, e vii) ser viavel/estavel. Seguindo este critério, Morais & Jacob (2006)
sugerem que o L. bulgaricus e o S. thermophilus, utilizados no presente trabalho ndo podem
ser considerados probioticos. Martinez-Villaluenga et al. (2008), ao avaliarem 14 marcas de
iogurtes e fermentados lacteos comercializados no mercado da regido de Madri, sugeriram
que micro-organismos probidticos possuem capacidade de sintese de GOS
(galactooligossacarideos). Ao quantificarem teores médios destes oligossacarideos
encontraram 0,25% nos iogurtes tradicionais, 0,46% em leites fermentados com Lactobacillus
casei ¢ 0,54% em leites fermentados por bifidobactérias, sendo, portanto, as duas ultimas

mais eficientes na rpodugdo do GOS.

Em relagdo as bactérias patogénicas, Chen et al. (1999) relataram diminui¢do nas
contagens de coliformes apds uso de iogurte por um periodo de 8 dias por 34 pessoas € novo
aumento destes micro-organismos apos 8 dias sem tal suplementacdo. No entanto, o autor
relata aumento de bifidobactérias, fato este ndo verificado no presente experimento, assim
como ocorrido com Fairchild et al. (1999) em experimentos com perus e os obtidos por
Farnworth et al. (1992), Gabert et al. (1994) e Orban et al. (1997) em experimento com
leitdes, ao demonstrarem que a ingestdo de alimentos com potencial acdo prebidtica nem

sempre causa mudangas na microflora intestinal de alguns animais. Estes resultados podem
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estar relacionados as diferengas de composicdo da microbiota entre as espécies animais, as
diferengas na estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas ou a variagdo na percentagem

dos prebioticos presentes ou adicionados a dieta.
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Figura 18: Subgrupo Gi2 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.3.3 - Subgrupo Gi3

A Figura 19 mostra os dados obtidos no subgrupo Gi3, sendo possivel observar
diferenca significativa (p=0,0156) apenas no decréscimo de bactérias crescidas no meio VRB
da mesma forma que o ocorrido no subgrupo Gi2. No entanto, é possivel notar que houve
aumento de 29 % de bactérias laticas, fato este que apesar de ndo se apresentar como
estatisticamente significativo (p=0,2751), ndo pode deixar de ser considerado. Outro fator a
ser observado é que esta porcentagem (29%) foi menor que a do subgrupo Gi2 (59%),
provavelmente pela suplementacdo do grupo Gi3 apresentar menos frutooligossacarideos em

sua composicao.
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Figura 19: Subgrupo Gi3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

Para maior facilidade de visualizagdo, os dados obtidos nos grupos Gi2 e Gi3 foram
dispostos em grafico Unico na Figura 20. Através dela, € possivel confrontar crescimentos de
colonias em meios formulados com maior € menor concentragdo de frutooligossacarideos. O
efeito de uma menor concentragdo de frutoligossacarideos na formulagdo do Gi3 produziu
menor redugdo dos coliformes (5,49 para 2,84 UFC/g do Gi2) e moderado menor crescimento
de lactobacilos (de 3,04 para 3,4 UFC/g) o que também pode ter sido refor¢cado pela maior
concentracdo de acgUcares convencionais (sacarose, glicose e frutose) no meio. Estes
resultados estdo de acordo com Macfarlane & Cummings (1999), ao demonstrarem o efeito de

diferentes concentracdes de frutooligossacarideos sobre o crescimento de bifidobactérias.
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Figura 20: Comparacgdo grupo Gi2 x Gi3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS
(laticas) antes (T0) e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.3.4 - Subgrupo Gi4

O teste estatistico para o subgrupo Gi4 (ORAFTI) mostrou diferenga significativa
para os dois meios testados, onde p=0,0246 para bactérias laticas e p=0,0215 para coliformes.
Este resultado confirma o grande potencial do uso de fructooligossacarideos puros em um
alimento. Ao confrontar este resultado com o grupo Ga4, percebe-se resultado analogo,
porém, numericamente, a diferenga existente, pré e pds tratamento, foi mais acentuada na
amostra Gi4, aparentando maior eficiente na mudanca da flora intestinal (Figura 21). Segundo
Thamer & Penna (2005), as linhagens utilizadas no presente trabalho, exibem uma relacdo de
protocooperacdo durante a produgdo da bebida. A linhagem de S. thermophilus cresce
rapidamente, utilizando aminoacidos essenciais produzidos por L. bulgaricus, enquanto este
ultimo beneficia-se dos acidos laticos e férmicos, produzidos pelo S. thermophilus, que
reduzem o pH do meio. Radecki & Yokoyama (1991) supracitados, relatam a inibi¢do de
coliformes pela presenca de acidos organicos. Desta forma pode-se supor que o iogurte
produzido, somado a acdo do prébidtico ORAFTI, tenha melhor efeito quando comparado a
suplementa¢do realizada no grupo Ga4, onde utilizou-se apenas agua e o citado prebidtico.
Por esta razdo, Pupin (2002), cita o uso de frutooligossacarideos em uma ampla variedade de
alimentos como iogurte, leite, derivados lacteos, extrato de soja, doces, cereais em barra e

cereais infantis.
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Figura 21: Subgrupo Gi4 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.4 - Grupo Soja
5.4.4.1 - Subgrupo Gsl1
Resultados estatisticamente ndo significativos (p=0,4688 - VRB e p=1,000 - MRS)

foram obtidos quando ratos foram suplementados com bebida de soja adogada com sacarose
no subgrupo Gsl (Figura 22). Este fato, apesar de se assemelhar ao ocorrido com subgrupo
Gil, pode ter razdes diferentes. Ja € de conhecimento cientifico consagrado (KIM et al., 2003)
que os carboidratos representam o segundo maior componente da soja, sendo rica fonte de
galactooligossacarideos (GOS), ou seja, rafinose (aproximadamente 1%) e estaquiose
(aproximadamente 4%). Estudando especificamente extratos de soja, Hou et al. (2000)
encontraram1,01 g/l de tais oligossacarideos em sua composi¢do. A rafinose ¢ um
trissacarideo contendo galactose ligada a unidade de glicose, pertencente a sacarose, por
ligacdo a-(1->6). A estaquiose é um tetrassacarideo analogo a rafinose acrescentando-se,
apenas, mais uma unidade de galactose (também ligacdo a-(1->6)) a unidade de galactose
terminal da rafinose (KOGA et al. 2003). Van Loo et al. (1999) relataram a importancia dos
GOS presentes na soja como potencial ingrediente de alimentos funcionais por apresentar
efeito bifidogénico tendo, pois, potencial prebiotico natural. Provavelmente esta foi a razao do
ndo aumento da concentracdo de coliformes na presenga de sacarose adicionada ao extrato de
soja, inverso do ocorrido no subgrupo Gal (agua + sacarose - Figura 13). Quanto as bactérias

laticas, os resultados mostram-se interessantes pois, mesmo no meio contendo
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galactoligossacarideos, estas colonias ndo apresentaram aumento significativo. Vale lembrar
entretanto, que como ja citado, subdoses de oligossacarideos, segundo Macfarlane &
Cummings (1999), podem ndo ter total eficiéncia quanto ao crescimento de culturas laticas.
Ainda assim, o uso do extrato de soja foi eficiente ao comparar com o subgrupo Gal, onde foi
verificado aumento significativo das culturas testadas nos dois meios. Outro fato a ser
considerado, ao comparar o presente subgrupo com o Gil, ¢ o pH do produto utilizado na
suplementagdo (4,5 para iogurte e 5,9 para bebida de soja) e a presenga de bactérias laticas,

mesmo que ndo probiodticas, no iogurte.

Gs1 - Soja + Sacarose
7
5.86
6
5 -
D 4 -
rd
D 3 7
2 -
1 -
0 - .
TO Tf
H Coliformes (y x 10°5)  ® [ aticas (y x 1077)

Figura 22: Subgrupo Gsl - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.4.2 - Subgrupo Gs2

A Figura 23, mostra a presenca de coliformes e bactérias laticas nas fezes do
subgrupo Gs2, cujos animais receberam extrato de soja suplementado com maior
concentracdo de FOS. E os resultados foram estatisticamente significativos para os dois

meios.

Foi verificada diminui¢do significativa (p=0,0297) na contagem de coliformes e
aumento de lactobacilos considerado significativo pelo teste de Wilcoxon (p=0,0524). Estes
resultados demonstram que a presenga do extrato de soja somado ao FOS I contribui para a

diminui¢do de bactérias cultivadas em meio VRB, fato este que n3o ocorreu
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significativamente na auséncia do extrato de soja no subgrupo Ga2 (agua + FOS I - Figura
14). Ao compara-lo com subgrupo Gi2 (iogurte + FOS I - Figura 18), onde houve redugio
significativa de coliformes e aumento ndo significativo de culturas laticas, observou-se
vantagem na utilizacdo deste grupo (Gs2). Estes dados estdo de acordo com Kullen et al.
(1998), que verificaram aumento de bactérias laticas, quando crescidas em meio contendo
oligossacarideos da soja. Posteriormente, Hauly et al. (2005) também mostraram que o
extrato de soja é adequado para promover o crescimento de bactérias laticas, devido a

presenca de seus galactoligosssacarideos, estaquiose e rafinose.
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Figura 23: Subgrupo Gs2 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.4.3 - Subgrupo Gs3

A Figura 24 mostra os dados obtidos com animais que receberam a bebida de soja
suplementada com menor teor de FOS (31,3%). Neste grupo obteve-se crescimento
significativo (p=0,0345 Wilcoxon e p=0,0436 Mann-Whitney) na concentragdo de
lactobacilos, apesar de médias de coldnias pouco diferenciadas (2,15 no TO e 2,82 no Tf)
quando analisado pelo método. Quanto ao crescimento de coliformes, a diminui¢do também
foi considerada significativa (p=0,0313), apesar de médias também pouco diferenciadas, o
que evidencia homogeneidade de resultados para todos os animais do grupo.

Assim como no grupo Ga3 e Gi3, a menor quantidade de frutooligossacarideos
acabou por minimizar a a¢do dos mesmos sobre a microbiota intestinal, fato este que

demonstra a importancia do produto para o equilibrio da mesma.
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Figura 24: Subgrupo Gs3 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

5.4.4.4 - Subgrupo Gs4

Como mostra a Figura 25, os animais do subgrupo Gs4, como verificado para os dos
subgrupos que utilizaram ORAFTI como suplementacio (Ga4 e Gi4), obtiveram excelentes
resultados no impacto sobre suas populagdes microbianas. O presente subgrupo, obteve
valores significativos tanto para o crescimento de coldonias de lactobacilos (p=0,0302) como

para a diminui¢@o na concentragdo de coliformes (p=0,0413).
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Figura 25: Subgrupo Gs4 - UFC/g de fezes nos meios VRB (coliformes) e MRS (ldticas) antes (T0)
e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

Nas Figuras 26 ¢ 27 foram dispostos os dados de todos os grupos que receberam
ORAFTI como suplementagdo. Apesar da significancia estatistica verificada para os dois
grupos de bactérias em animais suplementados com soja mais ORAFTI, ¢ possivel observar
menor impacto sobre as populagdes, a0 comparar o presente subgrupo com o subgrupo e Gi4
que obteve diferengas numéricas maiores com graus de significincia também maiores (p
menores). No entanto, ao comparar o subgrupo Gs4 com os dados do subgrupo Ga4, mostrou-
se superior a este, evidenciando, mais uma vez, o efeito dos galactooligossacarideos da soja

na modificagcdo da microbiota intestinal dos animais testados.
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Figura 26: Grdfico comparativo entre os grupos Gad, Gid e Gs4 - UFC/g de fezes nos meios VRB
(coliformes) antes (T0) e apos (Tf) o periodo de 3 meses.
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Figura 27: Grdfico comparativo entre os grupos Ga4, Gi4 e Gs4 - UFC/g de fezes nos meios MRS
(laticas) antes (T0) e apos (Tf) o periodo de 3 meses.

Para melhor visualizagdo das alteragdes da microbiota intestinal dos ratos
pertencentes aos subgrupos dos grupos Ga, Gi e Gs, na Figura 28 foram plotadas apenas as
diferengas encontradas nas concentra¢des de coliformes totais e bactérias laticas entre o TO e

o Tf. Tais dados foram obtidos de TO - Tf para UFC/g. fezes para coliformes e Tf - TO para
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bactérias laticas. Foram desprezados os resultados obtidos nos subgrupos suplementados com

menor concentragdo de FOS (Ga3,Gi3 e Gs3) por serem menos expressivos.

Diferencas das médias de UFC/g. fezes dos grupos de ratos em
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Figura 28: Diferencas das médias de UFC/g de fezes dos animais dos subgrupos dgua, iogurte e
soja entre TO e TF.

* Constatada diferenca estatisticamente significativa

Da citada figura, ¢ possivel depreender que o maior impacto no decréscimo de
coliformes foi obtido quando o iogurte foi suplementado com o ORAFTI (Gi4) o que talvez
seja explicado pelo efeito prebidtico de seus oligossacarideos com o menor pH do iogurte.
Vem a seguir o Gi2, também explicado pela mistura de FOS, (menor concentragdo que no
ORAFTI) e pH, aparecendo em terceiro posto o Ga4 e Gs4, onde se verifica apenas o efeito
do ORAFTI. O grupo suplementado com Soja e FOS I (Gs2) também mostrou maior

decréscimo de coliformes que o Ga2 devido, provavelmente, a presenca de de
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galactooligossacarideos no Gs2. No Gal chegou até haver aumento de coliformes no final de
trés meses de suplementacdo. Comparando o subgrupo Ga2 com o Gs2, constata-se maior
diminui¢do de coliformes no grupo em que se utilizou o extrato de soja, o que talvez seja
explicado pela presenca de galactoligossacarides naturais da soja neste. Ressalte-se que nas

comparagdes citadas verificou-se significancia estatistica para todos os dados.

Em relagdo ao aumento da populagdo de bactérias laticas nas fezes, o FOS I superou
os meios suplementados com ORAFTI, uma vez que os maiores crescimentos de tais bactérias
foram encontrados nos subgrupos Ga2, Gs2 e Gi2, apesar de neste ultimo nfo serem
encontradas diferencas estatisticas significativas entre o TF ¢ o TO. Com menor impacto,
surgem depois os subgrupos suplementados com ORAFTI, (Ga4, Gs4 e¢ Gs4), portanto
independentemente do excipiente utilizado. O maior crescimento de bactérias laticas no FOS I
que nos meios suplementados com ORAFTI esta de acordo com a curva de crescimento do
Lactobacillus sp. (Figura 4). Talvez, o fendmeno seja explicado justamente pela presenga de
acUcares convencionais sacarose, glicose e frutose naquela mistura que, como visto naquela
figura, promoveu maior crescimento do Lactobacillus sp entre a segunda e a quarta hora de
fermentagdo. Tal hipdtese poderia ser facilmente testada confrontando alteragdes no
crescimento de bactérias laticas em meio suplementado com ORAFTI purificado ¢ com

ORAFTI enriquecido com pequenas por¢des de aglicares convencionais.

Apesar dos resultados bastante satisfatorios descritos neste trabalho, ndo se deve
descartar o fato de que se trabalhou com ratos e a generalizacdo destes achados para a espécie
humana pode ser bastante questionada. Desta forma, para uma préxima etapa, formulagdes

semelhantes devem ser elaboradas e testadas em voluntarios humanos.
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6 -CONCLUSOES

1- A cepa de Aspergillus japonicus — 119, mantida nos laboratérios da Unesp Assis
mostrou-se boa produtora de FOS com, no maximo, trés unidades de frutose, deixando de

produzir frutosilnistose (4 unidades de frutose), como em pesquisas anteriores.

2- Quando utilizado como fonte unica de carbono os FOS 1 (49,7% de
frutoligossacarideos) mostraram-se eficientes indutores do crescimento de Lactobacillus sp e

inibidores do crescimento de E. colli.

3- As analises sensoriais desenvolvidas neste trabalho mostraram que o FOS I, ndo
purificado, produzido pelo Aspergillus japonicus — 119, teve boa aceitagdo como adogante e
que tal aceitacdo ¢ melhor quando utilizada numa proporc¢do de 110 mL (80°.Brix) — FOS I

para 500 mL de leite UHT.

4- O extrato de soja utilizado teve aceitabilidade inferior a de um iogurte
convencional. Entretanto, sua aceitabilidade, ado¢ado com sacarose ou com o FOS, obteve

médias muito semelhantes.

5- A ingestdo de FOS produzido pelo Aspergillus japonicus -119 por ratos Wistar é
capaz de modificar sua flora intestinal, aumentando a concentracdo de bactérias laticas,

independentemente do excipiente utilizado neste trabalho: dgua, iogurte e extrato de soja.

6- Os experimentos realizados com FOS I demonstraram que esta mistura de
acucares, promoveu modificacdo da flora intestinal dos ratos testados. Vale ressaltar porém,
que as mais significativas diminui¢cdes de coliformes foram encontradas na presenca de

iogurte ou extrato de soja, demonstrando portanto, efeito sinérgico com estes ingredientes.

7- A diminui¢do da concentra¢do de coliformes proporcionadas pelo FOS 1, se

verificou nesta ordem crescente FOS I+dgua < FOS I+extrato de soja < FOS I+logurte.



66

8- A eficiéncia de FOS I na altera¢do positiva da microbiota intestinal mostrou-se
superior a0 ORAFTI em relacdo ao crescimento de bactérias laticas, porém inferior na

diminui¢o de coliformes.

9- Estes resultados sugerem que os FOS produzidos pela linhagem de Aspergillus
Jjaponicus — 119 tém grande potencialidade como produto prebidtico para emprego industrial,

mesmo sem passar por um processo de purificagdo.
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8 - ANEXOS
ANEXO1
GC Sem suplementacio
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 4,63 x 10° 13,05 4,60 x 10° 13,04
2 6,57 x 10° 13,40 6,85 x 10° 13,44
3 4,20 x 10° 12,95 3,87 x 10° 12,87
4 2,36 x 10° 12,37 4,60 x 10° 13,04
5 5,74 x 10° 13,26 5,54 x 10° 13,22
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 7,3 x 10° 15,81 9,2x10° 16,03
2 1,10 x 107 16,22 6,7 x 10° 15,72
3 48x10° 15,39 7,2x10° 15,78
4 1,38 x 10’ 16,44 1,91 x 107 16,77
5 8,3 x 10° 15,94 9,1x10° 16,03
6 5,9 x 10° 15,58 5,1 x 10° 15,44
7 2,55 x 10’ 17,06 7,00 x 107 18,06
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GA Gal — Agua + Sacarose
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 528 x 10° 13,18 6,42 x 10° 13,37
2 391 x 10° 12,88 4,03 x 10° 12,91
3 6,3 x 10° 13,35 6,97 x 10° 13,45
4 5,86 x 10° 13,28 6,34 x 10° 13,36
5 4,32 x 10° 12,98 4,92 x 10° 13,11
6 2,74 x 10° 12,52 4,55 x 10° 13,03
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 2,34 x 107 16,97 9,78 x 10° 16,10
2 1,59 x 107 16,58 8,5x 10° 15,96
3 8,72 x 10° 15,98 7,42 x 10° 15,82
4 2,56 x 10 17,06 1,57 x 10 16,57
5 1,70 x 107 16,65 1,13 x 107 16,24
6 921 x 10° 16,04 8,94 x 10° 16,01
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GA Ga2 — Agua + FOSI — 49,7%
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 4,24x10° 12,96 2,31x 10° 12,35
2 3,49x 10° 12,76 2,72x 10° 12,51
3 1,81 x 10° 12,11 6,43 x 10° 13,37
4 2,62 x 10° 12,47 327x 10° 12,70
5 3,52x 10° 12,77 4,66 x 10° 13,05
6 6,00 x 10° 13,30 6,38 x 10° 13,37
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 2,40 x 107 16,99 321 x 10’ 17,28
2 2,56 x 107 17,06 4,02 x 107 17,51
3 2,03 x 10 16,83 526 x 107 17,78
4 2,29 x 10 16,95 6,80 x 10’ 18,04
5 1,21 x 107 16,31 5,11 x 10’ 17,75
6 6,91 x 10 18,05 7,81 x 107 18,17
GA Ga3 — Agua + FOSII - 31,3%
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 4,05x 10° 12,91 4,34x10° 12,98
2 4,13 x 10° 12,93 4,28 x 10° 12,97
3 1,3 x 10* 9,47 3,72x 10° 12,83
4 2,95x 10° 12,60 5,04x 10° 13,13
5 3,51 x 10° 12,77 2,79 x 10° 12,54
6 4,22 x 10° 12,95 529x 10° 13,18
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 2,07 x 10 16,85 1,74 x 10 16,67
2 1,55x 107 16,56 2,02 x 107 16,82
3 2,40 x 107 16,99 2,14 x 107 16,88
4 1,27 x 107 16,35 2,84 x 107 17,16
5 2,14x 10’ 16,88 1,37 x 10’ 16,43
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GA Ga4 — Agua + ORAFTI
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 8,39 x 10° 13,64 5,05x 10° 13,13
2 7,54 x 10° 13,53 6,80 x 10° 13,43
3 9,08 x 10° 13,72 2,59 x 10° 12,46
4 9,53 x 10° 13,77 5,18 x 10° 13,16
5 6,6 x 10* 11,09 1,3x 10* 9,45
6 7,46 x 10° 13,52 527x 10° 13,17
7 8,21 x 10° 13,62 5,10x 10° 13,14
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 1,47 x 107 16,51 2,65x 10 17,09
2 1,78 x 107 16,70 3,53 x 107 17,38
3 321x 10 17,29 4,71 x 10’ 17,67
4 3,66 x 107 17,42 4,37 x 10 17,59
5 2,34 x 107 16,97 2,21 x 107 16,91
6 3,41 x 107 17,35 4,46 x 107 17,61
7 2,45x 107 17,02 7,66 x 10 18,15
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GI Gil — Togurte + Sacarose
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 5,81 x 10° 13,27 4,92 x 10° 13,11
2 7,01 x 10° 13,46 5,15x 10° 13,15
3 9,23 x 10° 13,74 7,48 x 10° 13,53
4 6,99 x 10° 13,46 1,67 x 10° 12,02
5 8,07 x 10° 13,60 9,40 x 10° 13,75
6 6,50 x 10° 13,38 4,37 x 10° 12,99
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 2,96 x 107 17,20 9,15x 10’ 18,33
2 1,41 x 107 16,46 3,35x 107 17,33
3 2,17 x 107 16,89 1,72 x 10 16,66
4 2,27 x 107 16,94 7,12 x 107 18,08
5 1,34 x 107 16,41 2,11 x 107 16,86
6 2,14 x 107 16,88 2,15x 107 16,89
GI Gi2 —Togurte + FOSI —49,7%
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 8,84 x 10° 13,69 2,98 x 10° 12,60
2 8,48 x 10° 13,65 321x10° 12,68
3 7,66 x 10° 13,55 3,02x 10° 12,62
4 5,63 x 10° 13,24 2,15x 10° 12,28
5 8,56 x 10° 13,66 3,90 x 10° 12,87
6 2,80 x 10° 12,54 1,79 x 10° 12,10
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 1,89 x 10’ 16,75 2,92 x 107 17,19
2 1,90 x 107 16,76 4,36 x 10 17,59
3 3,94 x 10 17,49 5,14x 107 17,75
4 1,62 x 107 16,60 3,32 x 10’ 17,32
5 2,95 x 10 17,20 3,91 x 10’ 17,48
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GI Gi3 — logurte + FOSII — 31,3%
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 7,53x 10° 13,53 539x 10° 13,20
2 7,85x 10° 13,57 5,78 x 10° 13,27
3 8,21 x 10° 13,62 6,04 x 10° 13,31
4 7,94 x 10° 13,58 563x10° 13,24
5 6,97 x 10° 13,45 529x 10° 13,18
6 7,07 x 10° 13,47 552x10° 13,22
7 6,01 x 10° 13,31 4,78 x 10° 13,08
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 1,84 x 10’ 16,73 2,78 x 10’ 17,14
2 1,97 x 10’ 16,79 3,05x 107 17,23
3 2,92 x 10’ 17,19 3,97 x 10’ 17,50
4 2,40 x 10 16,99 3,56 x 10 17,39
5 2,76 x 10’ 17,13 4,02 x 10 17,51
6 2,56 x 10’ 17,06 3,69x 10 17,42
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GI Gi4 — logurte + ORAFTI
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 8,51 x 10° 13,65 2,80 x 10° 12,54
2 8,25x 10° 13,62 2,21x 10° 12,31
3 8,20 x 10° 13,62 2,39x 10° 12,38
4 8,44 x 10° 13,65 3,02x 10° 12,62
5 7,80 x 10° 13,57 2,28x 10° 12,34
6 9,41 x 10° 13,75 3,47x 10° 12,76
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 1,73 x 107 16,66 4,16 x 107 17,54
2 1,30 x 10’ 16,38 2,80 x 10’ 17,15
3 1,73 x 10’ 16,66 3,21 x 107 17,28
4 1,56 x 10’ 16,56 3,68 x 107 17,42
5 2,22 x 107 16,92 3,07 x 10’ 17,24
6 1,34 x 107 16,41 4,23 x 107 17,56
GS Gsl — Soja + Sacarose
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 6,31 x 10° 13,36 5,88 x 10° 13,29
2 3,97 x 10° 12,89 427x10° 12,96
3 7,24 x 10° 13,49 5,96 x 10° 13,30
4 5,69 x 10° 13,25 4,89 x 10° 13,10
5 2,43x10° 12,40 4,10x 10° 12,92
6 7,19x 10° 13,49 6,26 x 10° 13,35
7 8,22x 10° 13,62 7,70 x 10° 13,55
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 3,22x 10’ 17,29 2,01 x 10’ 16,81
2 1,68 x 10 16,64 2,28 x 107 16,94
3 2,92 x 10 17,19 3,30 x 107 17,31
4 3,57 x 10 17,39 3,71 x 107 17,43
5 2,02 x 107 16,82 2,35x 10 16,97
6 2,24 x 107 16,92 1,86 x 107 16,74




GS Gs2 — Soja + FOSI —49,7%
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 7,06 x 10° 13,47 522x 10° 13,16
2 6,26 x 10° 13,35 426x10° 12,96
3 4,27x10° 12,96 2,65x 10° 12,49
4 6,74 x 10° 13,42 10,22 x 10° 13,84
5 4,53 x 10° 13,02 2,40x 10° 12,39
6 6,56 x 10° 13,39 4,51 x10° 13,02
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 2,20 x 107 16,91 4,15x 107 17,54
2 2,26 x 10 16,93 4,90 x 10’ 17,71
3 1,97 x 10’ 16,79 3,85x 107 17,46
4 1,31 x 107 16,38 3,69 x 10 17,42
5 1,84 x 10’ 16,73 3,28 x 107 17,31
6 1,33 x 10’ 16,40 3,44 x 107 17,35
GS Gs3 — Soja + FOSII — 31,3%
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 7,14 x 10° 13,48 6,54 x 10° 13,39
2 6,98 x 10° 13,46 532x10° 13,18
3 5,63x 10° 13,24 4,70 x 10° 13,06
4 6,27 x 10° 13,35 581x10° 13,27
5 7,03 x 10° 13,46 6,43 x 10° 13,37
6 6,31 x 10° 13,36 572x10° 13,26
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 2,41 x 107 17,00 3,04 x 10’ 17,23
2 1,99 x 107 16,81 2,56 x 10 17,06
3 1,56 x 10’ 16,56 2,34x 10 16,97
4 2,06 x 10 16,84 2,86 x 10’ 17,17
5 2,74 x 107 17,13 3,29 x 10’ 17,31

85



GS Gs4 — Soja + ORAFTI
Média TO - VRB Média Tf - VRB
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 8,16 x 10° 13,61 0,29 x 10° 10,26
2 8,52x 10° 13,66 538x10° 13,19
3 7,68 x 10° 13,55 557x10° 13,23
4 8,09 x 10° 13,60 5,16 x 10° 13,15
5 6,71 x 10° 13,42 4,14x 10° 12,93
6 599 x 10° 13,30 5,05x 10° 13,13
Média TO - MRS Média Tf - MRS
Ratos UFC/g de fezes (x) Ln (x+1) UFC/g de fezes (x) Ln (x+1)
1 1,96 x 107 16,79 3,51 x 10 17,37
2 2,30 x 107 16,95 2,97 x 107 17,21
3 1,58 x 10’ 16,57 2,50 x 10’ 17,03
4 1,94 x 107 16,78 3,17 x 10’ 17,27
5 1,36 x 10’ 16,43 2,67 x 10 17,10
6 1,18 x 107 16,28 3,13x 10’ 17,26
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ANEXO 2

Julgador:

Data:

Vocé esta recebendo trés amostras codifica

das. Avalie globalmente cada uma segundo

o grau de gostar ou desgostar, utilizando a escala abaixo.

Escala:

Numero e nota da amostra:

(9) gostei muitissimo

( 8 ) gostei moderadamente

(7 ) gostei regularmente

( 6) gostei ligeiramente

( 5 ) ndo gostei, nem desgostei

(4 ) desgostei ligeiramente

( 3 ) desgostei regularmente

(2 ) desgostei moderadamente

( 1) desgostei muitissimo

()

()

()

Fonte: ABNT, NBR 14141, 1998
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