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RESUMO

Frutosiltransferase (FTase) é uma enzima que catalisa a quebra de ligacdes
glicosidicas da molécula de sacarose transferéncia do grupo frutosil para uma outra
molécula, podendo ser sacarose ou frutooligossacarideos (FOS), ocorrendo a
liberacao de 6 glicose. O FOS é um prebidtico convencional que apresenta um baixo
valor calorimétrico e promove a estimulacdo seletiva do crescimento microbiano
intestinal, especialmente de bifidobactérias e lactobacilos, reduzindo os riscos de
doencas cardiovasculares, cancer de célon e obesidade. No entanto para obtencao
a utilizacao de processos enziméticos € mais caro devido ao alto custo de producao
e baixa estabilidade das enzimas. Contudo esses fatores podem ser contornados
com a utilizacdo de microrganismos e residuos agroindustriais como um meio de
cultivo para uma fermentacdo solida, tornando o procedimento mais econdémico e
viavel. O objetivo desse trabalho foi & producdo da enzima frutosiltransferase em
fermentacdo solida utilizando borra de café a partir de Aspergillus flavus, onde foi
possivel ainda verificar que 72h de crescimento apresentou maior producdo da
enzima com atividade especifica de 31,5 U/mg nas seguintes condi¢des, 60% de
umidade, concentracéo de esporos 10° esporos/mL a 30°C durante 120 horas. O
extrato bruto contendo a enzima foi submetido a uma selecdo de precipitagao entre
a cetona, sulfato de amonia e etanol, onde a maior atividade enzimética se deu
utiizando a precipitagdo com acetona 161,85 U/mL e fator de purificagéo
relativamente alto de 10,70. Posteriormente a amostra foi purificada através de
sistema de cromatografia de troca idnica DEAE SEPHADEX A50 e SUPERDEX
AKTA nas colunas DEAE-sephadex sistema haithap e superdex 75 sendo realizadas
em sequéncia. A enzima purificada apresentou peso molecular de 57 kDa em
Superdex G-75. Quanto a caracterizacdo, apresentou temperatura 6tima de 60°C
respectivamente, obtendo termo estabilidade a 50°C. Os resultados da purificagéo
mostraram uma fracdo com atividade enzimatica para frutosiltransferase pura na
qgual obtive um fator de purificacdo de 86,16. Quando observado sua sintese
enzimatica foi constatado que a enzima consegue produzir frutooligossacarideos,
sendo eles kestose e nistose. Os resultados obtidos no presente estudo mostram o
potencial promissor da frutosiltransferase produzida por Aspergillus flavus e na sua
utilizacao para producéo de frutooligossacarideos.

Palavras — chaves: Frutosiltransferase, Fermentacdo em estado soélido, Café.



ABSTRACT
Frutosiltransferase (FTase) is an enzyme that catalyzes the breakdown of the

glycosidic bonds of the sucrose molecule by transferring the fructosyl group to
another molecule, which can be sucrose or fructooligosaccharides (FOS), resulting in
the release of glucose. FOS is a conventional prebiotic that has a low calorimetric
value and promotes the selective stimulation of the intestinal microbial growth,
especially of bifidobacteria and lactobacilli, reducing the risks of cardiovascular
disease, colon cancer and obesity. However to obtain the use of enzymatic
processes is more expensive due to the high cost of production. However, these
factors can be overcome with the use of microorganisms and agroindustrial residues
as a culture medium for a solid fermentation, making the procedure more economical
and feasible. The objective of this work was the production of the enzyme
fructosyltransferase in solid fermentation using coffee grounds from Aspergillus
flavus, where it was possible to verify that 72h of growth presented higher production
of the enzyme with specific activity of 31.5 U / mg in the following conditions, 60%
moisture, spore concentration 106 spores / mL at 30 ° C for 120 hours. The crude
extract containing the enzyme was subjected to a precipitation selection between
ketone, ammonium sulfate and ethanol, where the highest enzymatic activity was
given using the precipitation with acetone 161.85 U / mL and relatively high
purification factor of 10.70. Subsequently the sample was purified by DEAE
SEPHADEX A50 and SUPERDEX AKTA ion exchange chromatography systems on
the DEAE-sephadex system haithap and superdex 75 columns being carried out in
sequence. The purified enzyme had 57 kDa molecular weight in Superdex G-75.
Regarding the characterization, it presented optimum temperature of 60°C
respectively, obtaining thermo stability at 50°C. The purification results showed a
fraction with enzymatic activity for pure fructosyltransferase in which it obtained a
purification factor of 86.16. When observed its enzymatic synthesis it was verified
that the enzyme can produce fructooligosaccharides, being kestose and nystose.
The results obtained in the present study show the promising potential of the
fructosyltransferase produced by Aspergillus flavus and its use for the production of

fructooligosaccharides.

Key - words: fructosyltransferase, Solid state fermentation, Coffee residue.
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1. INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas com capacidade de acelerar reacdes das mais
diversas, estdo presentes nos seres Vvivos sejam eles animais, vegetais ou
microrganismos. A frutosiltransferase (FTase) é uma enzima com capacidade de
catalisar e converter dissacarideos em frutoligossacarideos (FOS), por meio da
reacao de transfrutosilacdo sendo produzida de forma intracelular ou extracelular por
microrganismos como as bactérias, as leveduras e os fungos filamentosos. Entre
estes Ultimos, se destaca o género Aspergillus, onde as espécies Aspergillus oryzae
e Aspergillus niger apresentam o status de GRAS (Generallyrecognized as safe —
geralmente reconhecido como seguro) pela FDA - USA (Food and drug
administration) (THAMER; PENNA, 2006, KUHN; FILHO, 2010).

Os FOS sdo oligossacarideos formados por unidades de frutosil,
encontrados naturalmente em pequenas quantidades em varios vegetais, porém em
concentracdo muito baixa para exercer qualquer efeito benéfico. Eles sao utilizados
como componentes de alimentos funcionais e receberam o status de GRAS
Atualmente FOS € o nome comum dado apenas a oligbmeros de frutose que séo
compostos de 1-Kestose (GF2), nistose (GF3) sdo ligadas na posicédo B 2-1 da
sacarose, 0 que diferenciam de outros oligdmeros (PASSOS et al., 2003;
HERNANDEZ et al., 2005; GHAZI et al., 2007).

Com a finalidade de que uma biomolécula chegue ao mercado consumidor é
necessario realizar métodos de separacdo, identificacdo, quantificacdo e purificacdo
da molécula em questdo. Dentre os métodos analiticos empregados para purificacao
de FTases estdo: precipitacdo com solventes organicos, precipitacdo pelo ponto

isoelétrico, cromatografias (FEKETE et al., 2015).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, a producdo e aplicacao
comercial de FOS tém gerado um grande interesse comercial. A FTase pode ser
amplamente utilizada nas industrias alimenticias, pois os FOS constitui um
importante grupo prebidtico. A ingestdo destes oligossacarideos estimula o
crescimento de bifidobactérias e lactobacilos, consequentemente, diminuem o0s
microrganismos patdgenos presentes no intestino e facilitam a adsorgéo de calcio e

magnésio. Também tém sido evidenciados na contribuicdo para a prevencao do
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cancer de coldn, osteoporose, e na reducdo dos niveis de colesterol, fosfolipidios e
triglicerideos (ALMECIGA-DIAZ et al., 2011).

O mercado consumidor de alimentos funcionais cresce ano apds ano, sendo
este crescimento justificado pela preocupacdo da sociedade atual em ter uma vida
saudavel. Dentre estes alimentos funcionais enfatizamos os FOS que nos ultimos
anos teve grande importancia comercial devido as suas propriedades funcionais
favoraveis a saude humana (PANESAR et al.,2016).

Sobretudo, o objetivo deste trabalho € produzir e purificar frutosiltransferase
produzida por Aspergillus flavus utilizando como substrato borra de café que diminui
0 custo de producédo desses compostos ja que é considerado um meio agroindustrial
propicio para a producdo de enzimas e sua utilizacdo ajuda a combater a poluicdo
ambiental proveniente do descarte inadequado desses residuos no meio ambiente
(PHIMSEN, S. et al. 2016).
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2. REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

2.1 BORRA DE CAFE

O café € uma das bebidas mais consumidas no mundo, tendo grande
importancia socioeconémica, de acordo com a Organizacdo internacional do café
OIC (2017), a cafeicultura estd presente em quinze estados da federacéo,
possibilitando uma diversificada disposicdo espacial da producdo, onde neste
contexto o Brasil € um dos maiores produtores, sendo um dos responsaveis por
mais da metade do suprimento mundial. O processamento do grdo de café gera
inimeros residuos obtidos durante a producédo, onde o grédo de café torrado e moido
€ extraido com agua quente para preparar café instantaneo, o resultando deste
processo € o residuo denominado “borra de café”, composto principalmente por
sélidos insoluveis, contendo ainda quantidades significativas de agua e minerais
(ESQUIVEL E JIMENEZ, 2012).

Considerando a fabricacdo e o consumo mundial do café, pode-se afirmar que
toneladas de residuos sé@o geradas a partir da producao industrial e doméstica, onde
a principal consequencia da producdo e consumo deste produto € a enorme
guantidade de residuos gerados. Nos ultimos anos, a utilizacdo da borra de café
recebeu atencao especial por ser um residuo agroindustrial com aplicacdes praticas
em Varios processos. Algumas tentativas de reutilizacdo desse residuo foram feitas,
usando-o como biodiesel (LIU et al., 2017), como um antioxidante (SHANG et al.,
2017), fertilizante de solo (CRUZ et al. 2015), adsorventes catibnicos em
tratamentos de aguas residuais (FRANCA et al. 2009), producdo de bebidas
alcodlicas (SAMPAIO et al. 2013), producdo de combustivel liquido a partir de éleo
de café moido (PHIMSEN et al. 2016). No entanto, uma pequena parte dessas
estratégias é realmente implementada como nos exemplos acima, e os residuos
permanecem inutilizados, apresentando um alto risco para a saude humana e
ambiental (KARMEE 2017).

Visto que existe uma pressdo politica e social para reduzir a poluicdo das
atividades industriais é necessaria a elaboracdo de planos de gestdo adequados
para solucionar o problema de deposicdo do produto. Os residuos séo facilmente
adquiridos por serem desprezados no meio ambiente e a reutilizagdo deste material

€ um assunto de extrema relevancia. Neste sentido, a conversao dos residuos para
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compostos de valor agregado é de interesse ambiental e econdmico, jA que a
reciclagem do mesmo reabastece 0s solos com nutrientes, sendo importante no

ponto de vista ambiental e sustentavel (PHIMSEN et al., 2016).

O Brasil € um pais que se destaca mundialmente por possuir um potencial
biotecnoldgico para utilizar seus residuos agroindustriais. O desenvolvimento de
bioprocessos industriais gera uma expectativa de conseguir produzir algumas
substancias utilizadas no mercado biotecnolégico, tais como proteinas, pigmentos,
enzimas, polissacarideos, entre outros. Consequentemente os residuos passam a
serem considerados como matéria prima para processos elaborados apresentando
aplicacoes interessantes (BALLESTEROS et al. 2017).

De acordo com Mussatto e colaboradores (2010), os residuos de café contem
guantidades consideraveis de acUcares fermentaveis e outros nutrientes, estes
constituem substratos interessantes para 0 crescimento de microrganismos e
também para a producdo de produtos de valor acrescentado como as enzimas. Em
seu trabalho Mussatto et al., (2012) utilizou residuo de café como substrato para

producao da enzima frutosiltransferase por Aspergillus japonicus.

Assim, uma alternativa para a producao de enzimas, passou a ser a borra de
café, na fermentacdo em estado solido (FES), que garante nutrientes para o
crescimento de fungos por conter elevado teor de carbono, e niveis adequados de
nitrogénio organico. Além da possibilidade da reducéo de custos de producdo em
torno de 40 a 60% (KOURMENTZA et al., 2018).

2.3. ASPERGILLUS

O género foi descoberto por Pietro Antonio Micheli, um sacerdote e botanico
gue nomeou e o descreveu em 1729. Existem mais de 250 espécies oficialmente
reconhecidas e o ritmo de descoberta continua crescente. A classificagdo dos
Aspergillus € baseada em caracteres morfolégicos através da producdo de hifas
especializadas. S&o fungos mitosporicos, pois apresentam esporos de origem
assexuada e, portanto, seu nome faz referéncia ao seu tipo de ciclo sexual (figura 2)
(SAMSON et al., 2014).

Os fungos do género Aspergillus sdo capazes de colonizar diversos

substratos, plantas, matéria organica em decomposi¢cdo, compostos agricolas, como
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café, arroz, milho entre outros cereais e frutas. Em virtude disso, as espécies que
compdem 0 género sao consideradas uma fabrica de substancias biotecnoldgicas
amplamente utilizadas ao longo dos anos, onde é possivel explorar sua tolerancia a
diferentes condicbes ambientais e capacidade de degradar diversas fontes de
carbono (PAULUSSEN et al., 2016).

Os representantes desse género sdo Uteis em processos industriais por
sintetizarem compostos bioativos provenientes do metabolismo priméario e/ou
secundario que séo utilizados em beneficio do homem, do meio ambiente e demais
seres vivos. Algumas espécies estdo relacionadas com a producao de antifungicos,
antibioticos, acidos organicos, biosurfactantes, antioxidantes, antiprotozoarios e
producdo em grande escala de enzimas que podem ser utilizadas no meio industrial
para a producao de bebidas e molhos obtendo destaque comercial (GIBBONS et al.
2013).

Entre os metabdlitos secundarios de origem fungica, as enzimas tém
despertado grande interesse, levando pesquisadores a realizacdo de algumas
investigacdes objetivando a descoberta de novas moléculas ou compostos para o
desenvolvimento de produtos mais eficientes (ARZANLOU et al. 2016). As enzimas
produzidas por espécies desse género tém grande utilidade nas areas farmacéutica,
agricola, de alimentos, papel, detergentes, téxteis, tratamento de residuos e na
industria de petroleo séo catalisadores de alto peso molecular (ALANIO A. et al.
2017).

2.2 FERMENTACAO SOLIDA

A Fermentacdo em estado soélido (FES) é um método que utiliza material
sélido umidificado para o crescimento de microrganismos, na auséncia ou quase
auséncia de agua livre no substrato. Essas condicdes sdo mais adequadas para o
microrganismo se desenvolver, pois simulam as condicdes de crescimento natural
favorecendo tanto o metabolismo quanto a capacidade produtiva (SINDHU, 2015).
Sendo assim, esse método oferece diversas vantagens, entre elas estdo: maior
produtividade, rendimento do produto, diminuicdo no tempo de fermentacdo e
utilizacdo de substrato de baixo custo (BARRIOS-GONZALEZ 2012).

Existem varios dados que mostram as vantagens da FES sobre a

fermentacdo submersa, dentre eles estdo a natureza extracelular da enzima, maior
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rendimento na producdo e exploragdo de residuos agroindustriais de baixo custo
para o cultivo de enzimas microbianas, esses aspectos sao relativamente
econdbmicos frente a auséncia de formacdo de espuma, reducdo do risco de
contaminacdo e a liberacdo de alguns compostos metabdlicos essenciais em meios
fermentados (SONI ET AL., 2015;

A FES tem um enorme potencial para a producdo de enzimas e algumas
estratégias como a selecdo de um meio ideal de cultura, otimizacdo das condicdes,
teor de umidade inicial, pH e temperatura de cultivo, presenca de nutrientes e a
guantidade de inoculo adicionada sao fatores determinantes na producdo da
biomolécula de interesse (SINGH, 2013).

2.4 FRUTOSILTRASFERASE

A acdo enzimatica da frutosiltransferase (FTase) ocorre através da hidrolise
da sacarose na ligagao B-1,2 e a transferéncia do grupo frutosil para uma outra
molécula, podendo ser outra molécula de sacarose ou frutooligossacarideos (FOS),
ocorrendo a liberacéo de glicose (figura 3) (GANAIE et al. 2017).

Diversos organismos podem produzir FTase, tais como: plantas, mas nesse
caso, dependem muito da sazonalidade. Leveduras, bactérias e fungos, sob
condicbes especificas, em altas concentracées de sacarose. , sao capazes de
produzir FTase com baixa atividade hidrolitica e alta atividade de transfrutolisacéao
(XU et al. 2015).

Os fungos filamentosos pertencentes ao género Aspergillus sdo grandes
produtores da enzima FTase, e como a fun¢do dessa enzima € obtencdo de FOS,
um composto utilizado em alimentos, precisamos purificar a enzima para garantir a
inocuidade do produto gerado por ela (DOMINGUEZ et al., 2013).

2.5 METODOS DE PURIFICAQAO

O processo de purificacdo € uma etapa complexa que envolve a separagao
do produto de interesse de residuos gerados durante sua producdo. Existem
inameros métodos de purificacdo de biomoléculas, com diversas etapas, a escolha
vai depender das caracteristicas da molécula alvo (tabela 1). Entre os métodos
analiticos empregados para purificacdo de moléculas estdo: precipitacdo com
solventes organicos, precipitacdo pelo ponto isoelétrico, cromatografias (FEKETE et
al., 2015).
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O desenvolvimento de diferentes resinas cromatograficas com caracteristicas
adequadas e especificas, tornou-se uma solugdo promissora para conseguir a

purificacdo de uma substancia biotecnolégica de qualidade (WEI et al., 2014).



Tabela 1. Diferentes tipos de resinas cromatogréficas utilizadas para purificagdo de biomoléculas.

Cromatografia de permeacéo em gel ou gel-filtracao

Separacdo de moléculas pela massa molecular, os géis

sao porosos, funcionando como peneiras ou filtros

Cromatografia de troca idnica

Separacdo de moléculas pela carga elétrica, os géis

apresentam grupos carregados positiva- ou negativamente

Cromatografia de particéo (fase reversa ou hidrofobica)

Separacdo de moléculas pela solubilidade relativa em

meio aquoso géis possuem carater hidrofobico

Cromatografia de afinidade

Separacdo de moléculas pela capacidade de interagir com
um ligante, os géis possuem ligante especifico ligado

covalentemente a resina
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No geral as cromatografias sdo seletivas, tém uma alta capacidade de
ligacdo, permitem uma transferéncia de massa adequada, apresentam algumas
interacdes ndo especificas, séo reutilizaveis, porosas, uniformes e hidrofilicas tal
método tem como principio a separacdo dos compostos de uma mistura de acordo
com diferencas nas suas propriedades especifica (FERREIRA et al., 2012)

Dentre os métodos cromatograficos citados, a cromatografia de troca idbnica
tem extrema relevancia, pois se baseia na ligacdo competitiva da carga superficial
da enzima ou de sais de mesma carga, a um trocador de ions. Esta é uma técnica
amplamente utilizada e aplicada na purificacdo de proteinas, peptideos e enzimas,
de forma a caracterizar e purificar as biomoléculas oferecendo alta resolucdo e

eficiéncia nos graus de pureza e recuperacdo (ROCHA et al., 2014).

Com o passar dos anos, tecnologias inovadoras possibilitaram a utilizacdo de
enzimas em diversas areas, para atender as necessidades do mercado, sendo
preciso buscar novas fontes com potencial para producdo de FTase e sintese
enzimatica de FOS (NADEEM et al., 2015), no entanto, a sua producao e purificacdo
tém um custo elevado, limitando a aplicacao industrial. A utilizacdo de residuos em
uma FES pode aumentar o potencial de producdo, sendo este método proposto
como uma alternativa significativa por apresentar menor custo de producao
(HARRIS, 2012).

A literatura descreve varias estratégias para purificar a FTase obtidas de
varias fontes, sendo constante a presenca de algum tipo de cromatografia, como
mostrado na (tabela 2). Desta forma, com a enzima purificada € possivel produzir o
FOS de forma adequada para ser utilizado como prebidtico (tabela 2) (MACIEL et
al., 2014).



Tabela 2. Métodos empregados para purificacdo de frutosiltransferase produzida por Aspergillus flavus.

Espécie fungica Métodos de purificacao Fator de Referéncias
purificacdo
Aspergillus aculeatus  Cromatografia de troca iénica e gel 38.1 (VIRGEN-ORTIZ et al., 2016)
de filtragéo.
Aspergillus flavus Precipitagcéo sulfato de amonio e 5.8 (UMA et al., 2010)

cromatografia de troca iénica.

Aspergillus oryzae Precipitacdo com sulfato de 17 (WEl et al., 2014)
amonio e cromatografias de troca
iGnica.
Penicillium oxalicum Precipitagdo com entanol e 210.68 (XU et al., 2015)
GXU20 cromatografias
Aspergillus Niger Cromatografia de troca i6nica 34,56 (OYEDEJI et al., 2017)

Aspergillus phoenicis Cromatografias de troca i6nica 19.9 (RUSTIGUEL et al., 2015)
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2.6 FOS

Frutooligossacarideos (FOS) € um grupo de compostos funcionais, que
devido as suas propriedades benéficas para a salude, vem recebendo atencéo
especial como ingrediente importante na industria de alimentos. Apresentam um
baixo valor calorimétrico e promovem o estimulo seletivo do crescimento microbiano
intestinal, especialmente bifidobactérias e lactobacilos, reduzindo os riscos de
doencas cardiovasculares, cancer de colon e obesidade (ALMECIGA-DIAZ et al.,
2011).

Os FOS sao prebiéticos convencionais produzidos por certas plantas e
microrganismos sendo polimeros de cadeia curta, classificados de acordo com suas
configuracbes de ligacdo Unicas entre os residuos de monossacarideos formados
através da ligacdo de uma a trés unidades de frutose a sacarose que consistem

principalmente em 1-kestose, nystose e 1F-fructofuranosylnystose (XU et al., 2015).

As enzimas mais utilizadas para a producdo de FOS em escala industrial, sdo
as frutosiltransferases (FTases, EC 2.4.1.9) que realizam a sintese de
transfrutosilacdo formando o FOS um prebidtico e as frutofuranosidase (FFases, EC
3.2.1.26) que realiza a hidrolise da molécula de sacarose liberando uma mistura
aqui molar denominada acucar invertido com alto poder adogante e poucas calorias,
porém as FTases possuem maior acdo na transferéncia do grupo frutosil do que as
FFases (PATEL; GOYAL, 2012).

Os frutooligossacarideos sdo compostos de 1-Kestose (GFy), nistose (GFs3),
nistose 1-B-frutofuranosil (GF,) e frutoranosilnistone (F) sdo ligadas na posicao 8 2-1
da sacarose, o que diferenciam de outros oligbmeros (PASSOS et al., 2003;
HERNANDEZ et al., 2005; GHAZI et al., 2007; KUHN; FILHO, 2010).

Os frutooligossacarideos séo encontrados naturalmente em pequenas
guantidades em vérios vegetais, porém dependentes da sazonalidade e em
concentracdo muito baixas para exercer qualquer efeito benéfico. A produgédo do
FOS através de microrganismos pode ocorrer em duas etapas, com a purificacdo da
enzima e aplicacdo em sacarose para producao de FOS ou em uma Unica etapa em
gue durante a fermentacdo ocorre a reacdo de transfrutosilacdo, ou seja, ocorre a
quebra da ligagdo (-1,2 da sacarose e a transferéncia do grupo frutosil para outra
molécula, podendo ser sacarose ou FOS (NASCIMENTO et al., 2017)
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Com a grande busca por alimentos saudaveis, associados ao avango das
industrias de alimentos, os FOS destacam devido as suas propriedades funcionais,
sendo reconhecidos com propriedades funcionais, que podem proporcionar
alteracdes Uteis no sabor e nas caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos, assim
a sua ingestdo tem o objetivo de trazer beneficios a saude (PATEL; GOYAL, 2012).
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3 - OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Produzir e purificar frutosiltransferase obtida de Aspergillus flavus utilizando

borra de café (coffea sp.) por fermentacéo sélida.

3.2. Objetivos especificos
v Comparar producédo, extracdo e purificacdo da FES com residuo de

café com e sem sacarose.
v Purificar frutosiltransferase utilizando métodos cromatograficos.
v Analisar o grau de pureza da frutosiltransferase através da eletroforese.

v Caracterizar bioquimicamente a enzima purificada, avaliando

estabilidade térmica e massa molecular.
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Producdo e purificacdo de frutosiltransferase obtida de Aspergillus
flavus por fermentacéo solida utilizando borra de café (Coffea sp.)
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Nascimento, Maria T. H. Cavalcanti®
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RESUMO

A producéo e purificacao de frutosiltransferase (FTase) por Aspergillus flavus,
a producéo foi avaliada em fermentacdo estado sélido (FES) a 30°C durante 72
horas, usando residuo agricola de baixo custo, afim de analisar o potencial da
producao de frutooligossacarideos (FOS). O borra de café é um substrato promissor
para o desenvolvimento microbiano, que funciona como indutor na producdo da
enzima FTase, sendo dispensavel a utilizagdo da sacarose no meio, contribuindo
para reducdo de custos na etapa de producdo. A atividade méaxima obtida nesta
etapa foi de 31,5 U/mg. A enzima purificada apresentou peso molecular de
57,96KDa em uma fracdo Unica com fator de purificacdo 86,16, que apresentou a
temperatura o6tima de 60°C e foi estavel a 50°C por 30 minutos. A FTase produziu os
frutoologossacarideos (FOS) nistose e kestose. Os resultados obtidos no presente
estudo demonstram o potencial promissor da FTase produzida por Aspergillus flavus
utilizando borra de café como substrato, e na sua utilizacdo na sintese de FOS. A
nao utilizacdo da sacarose como indutora foi analisada pela primeira vez para
producdo de FTase. Entretanto, ainda se faz necessério novos estudos quanto a
otimizacdo dos parametros para producao e determinacdo da viabilidade comercial

da enzima em escala industrial.
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1. INTRODUCAO

Frutosiltransferase (FTase) € uma enzima utilizada na inddstria, sua acao
enzimatica ocorre através da hidrélise da sacarose na ligagdo [B-1,2 e a
transferéncia do grupo frutosil para uma outra molécula, podendo ser a propria
sacarose ou frutooligossacarideos (FOS), ocorrendo a liberacdo de glicose, essa
reacdo especifica chama-se transfrutosilacdo (Ganaie et al. 2017). Essa enzima foi
amplamente descrita em microrganismos, atraindo interesse para varias aplicacoes
industriais, incluindo as industrias de alimentos e bebidas. Sua producao através de
fonte microbiana é uma opg¢édo atrativa por levar a reducédo de custos no processo
(Shafig, k. et al., 2003).

Os fungos filamentosos do género Aspergillus sdo capazes de produzir
enzimas extracelulares, entre elas a FTase, utilizada nas industrias para a producao
de FOS. A FTase caracteriza-se por possuir baixa atividade hidrolitica e alta

atividade de transfrutolisacédo (Xu et al. 2015).

O FOS, também chamado de oligofrutose ou oligofrutano é explorado como
um adocante artificial ou alternativo que € considerado seguro para pessoas com
diabetes. Além disso, eles sdo benéficos para a saude humana atuando na
microbiota intestinal, de forma especifica, pois estimulam o crescimento seletivo de

lactobacilos e bifidobactérias (Rawat et al., 2015).

Porém, poucos trabalhos apresentam fermentacdo em estado solido como
metodologia para producdo da enzima FTase por fungos filamentosos, mesmo
sendo um método mais simples, econdmico e sustentavel, que pode utilizar residuos
agroindustriais de baixo custo para o crescimento microbiano e consequente
producdo de enzimas, solucionando o problema de deposi¢cdo e poluicdo do meio
ambiente (Soni et al., 2015; Aruldass et al., 2016).

A fermentacdo em estado sélido € uma alternativa viavel, pois, uma por¢cao
significativa do processo de producdo é atribuida ao substrato de crescimento
microbiano que pode ser remediada através da utilizacdo de recursos renovaveis
como residuos agroindustriais, gerando uma economia, a0 mesmo tempo em que
agrega valor ao produto biotecnolégico produzido (Oyedejia et al., 2017).

De acordo com Mussatto e colaboradores (2011), os residuos de café contém

guantidades consideraveis de aclUcares fermentaveis e outros nutrientes, que o torna
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um substrato interessante para o crescimento de microrganismos e também para a
producao de produtos de valor agregado, como as enzimas.

Assim, devido a importancia do FOS como ingrediente de alimentos
funcionais, o objetivo desse estudo foi avaliar a producdo da enzima FTase por
Aspergillus flavus em fermentacdo solida utilizando borra de café como substrato

alternativo sem a adicao de sacarose e sua posterior purificacdo e caracterizacao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo e meio de estoque e esporulagdo

Foi utilizado Aspergillus flavus identificado pela MICOTEC-URM, UFPE. O
meio de cultura utilizado para a manutencéo do microrganismo e sua esporulacéo foi
o Agar Czapek. As condi¢des para esporulagdo foram 30°C em estufa por 7 dias, e

para estoque foi armazenado em 6leo mineral.

2.2 Fermentacdo em estado solido

Para a producdo de FTase a espécie selecionada foi cultivada e apds a
esporulagcédo no meio e condi¢des descritos no item 2.1, uma solucao de esporos foi
preparada em NacCl (0,9% p/v) e Tween 80 (0,01% v/v) previamente esterilizados. E
apo0s a contagem em camara de Neubauer, uma quantidade suficiente para a
concentracéo final de 10° esporos/mL foi inoculada nos Erlenmeyers contendo 4g de
borra de café previamente esterilizado a 121°C por 20 minutos. O residuo de café
utilizado para a fermentacdo em estado sdlido (FES) foi obtido, inicialmente, do
comércio local (Restaurantes Universitarios, Cafeterias e Lanchonetes). Esse
residuo foi seco em estufa a 65°C até completa desidratacdo e em seguida
armazenado. Apés a esterilizagdo o substrato foi umedecido com uma solugéo
tampao fosfato de sédio (10 mM, pH 6,5) até um teor de umidade 60% determinada
de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (Zenebon, Pascuet, & Tiglea,
2008). A fermentacéo foi realizada a 30 °C mantidos no escuro por 120 horas em
BOD, sendo retirado um frasco a cada 24h para acompanhamento da producéo da

enzima.

2.3 Obtencéao do extrato enziméatico
Apo6s cada tempo de fermentagdo, o extrato enzimatico foi obtido a partir da

mistura utilizando a propor¢do de 7,2 mL de tampéao fosfato de sodio 0,1M pH 6,5
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para cada 1g de substrato, sob agitacdo em agitador orbital a 100 rpm durante 10
min. Em seguida, foi realizada a maceracao da mistura e posterior filtracdo em papel
de filtro e uma bomba a vacuo, por fim, o sobrenadante foi submetido a
centrifugacdo em 2000rpm por 10 minutos a 4°C para total clarificagdo, sendo
avaliado quanto a atividade enzimatica e concentragdo de proteina.

2.4. Atividade enzimatica

A atividade de FTase foi determinada de acordo com Ganaie et al., (2014) por
guantificacdo da glicose liberada a partir da sacarose. A mistura reacional foi
composta por 0,25 mL do extrato enzimatico, com 0,75 mL do substrato (solucdo de
sacarose a 60 % em tampéo fosfato de sodio 0,1M no pH 6,5), a seguir foi incubada
a 55°C por 60 minutos, decorrido o tempo de reacdo, a quantidade de glicose
liberada no sobrenadante foi determinada utilizando um Kit de glicose-oxidase
(Biosystem S.A). Uma unidade (U) da atividade de FTase foi definida como a
guantidade de enzima necesséaria para liberar 1 pmol de glicose por minuto, a partir

da sacarose nas condi¢cdes acima mencionadas.

2.5. Determinacdo da concentracdo de proteina

As concentracOes de proteina foram realizadas através do método de Smith
et al., (1985), com uma curva padrao de proteina na concentracdo de 100 para 1000
Hg/ mL de albumina bovina, as amostram foram lidas em espectrofotometro a 595nm
(GE, Ultrospec 7000, Reino Unido).

2.6. Precipitacdo da FTase

A pré-purificacdo da enzima foi iniciada através da precipitacdo, sendo
avaliados 3 agentes precipitantes: acetona (70%), etanol (70%) e sulfato de ambnio
(0-60%).0 ensaio foi realizado utilizando um volume de 30 mL de extrato enzimatico
obtido de acordo com o item 2.3. As proteinas precipitadas foram recolhidas por
centrifugagcdo a 10 000 rpm, 4 °C durante 10 min e ressuspendido em 3 mL de
tampao fosfato de sodio (10 mM, pH 6,5). A remocdo do agente precipitante foi
realizada através da evaporacdo nas amostras de acetona e etanol e dialise na

amostra com sulfato de amonio.
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2.7. Purificagdo da FTase

2.7.1. Cromatografia de troca ibnica em DEAE-Sephadex A50

Uma aliquota de 0,5 mL da amostra precipitada com o melhor agente
precipitante foi submetida em triplicata a cromatografia de troca iénica de acordo
com SHARMA et al.,, (1999) modificado. A coluna de 5mL foi empacotada com
resina DEAE- Sephadex A50, previamente ativada com solu¢cdes de HCL e NaOH a
0,1 M respectivamente, equilibrada e lavada com 100 mL de tampé&o fosfato de sédio
0,1 M, (10mM, pH 6,5). A eluigéo foi realizada a um fluxo de 1,0 mL / min, foram
recolhidas fracdes (1 mL) em tubos de ensaio. As amostras coletadas foram lidas em
espectrofotdmetro a 280nm e mensuradas a atividade de FTase e concentracdo de

proteinas de acordo com os itens 2.4 e 2.5, respectivamente.

2.7.2. Cromatografias no sistema AKTA em Deae-Sephadex e Superdex-75

A fracdo ndo adsorvida da cromatografia de troca ibnica realizada de acordo
com o item 2.7.1, que apresentou maior atividade enzimatica, foi liofilizada e
solubilizada em tampao fosfato de sodio 0,1M pH 6,5 e adicionada na coluna DEAE-
Sephadex QFF do sistema AKTA, na sequéncia uma aliquota de 1mL da fracdo nao
adsorvida que apresentou maior atividade foi aplicada em coluna de gel filtracédo
Superdex 75 10/300 GL do sistema AKTA Avant (GE Healthcare, Uppsala, Suécia)
utilizando tampéo fosfato de sédio 0,1M pH 6,5, com 0,15 M de NaCl. A calibracéo
da coluna foi realizada usando uma mistura de filtracdo em gel, marcadores de peso
molecular (1 mg / mL): albumina de soro bovino, anidrase carbénica e albumina de
ovo de galinha e um inibidor de tripsina. A curva padrao plotada usando o software
UNICORN-6.0 seguiu a equagao y = -7,674 + 134,7 (R2 = 0,991). A absorbancia das
amostras foi lida no comprimento de onda de 215 nm e 280nm. As fracdes
enzimaticas foram separadas por tamanho molecular e coletadas a partir de um
coletor de amostras (1,0 mL). As fracdes coletadas foram armazenadas para

posterior caracterizagao.
2.8. Caracterizacdo parcial do extrato enzimatico bruto e purificado

2.8.1. Determinacdo datemperatura 6tima
A temperatura Otima da enzima no extrato bruto e purificado foi avaliada
utilizando uma faixa de 35°C a 70°C. Onde a atividade enzimética, de acordo com o

item 2.4, foi realizada nas diferentes temperaturas.
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2.8.2. Determinacao da estabilidade a temperatura

A estabilidade térmica da enzima presente no extrato bruto e purificado foi
determinada utilizando o valor da atividade residual realizada de acordo com
Nascimento et al. 2016 que consiste na incubacdo do extrato e purificado.
Incubando-se a enzima nas temperaturas que apresentaram melhor atividade de
acordo com o item 2.8.1 durante 15 a 90 min. Em seguida a atividade foi
determinada de acordo com o item 2.4.

2.9. Caracterizacao do frutooligossacarideos (FOS) purificado

Para analise da identificacdo do FOS por espectometria de massa foi utilizada
a metodologia descrita por Ganaie et al. (2017). Os dados foram coletados utilizando
XEVO TQ-S (Waters, technologies, Brasil) em uma coluna Hipercarb (50x3,0mm)
com fase moével composta de 75% metanol, 25% &agua e 0,1% &cido acético com
taxa de fluxo de 0,35 mL/min. Foram comparados com os padrdes de kestose e
nistose os tempos de retencao e peso molecular dos FOS obtidos
3. Resultados e discussao

A utilizacdo de indutores € um dos parametros que influencia o metabolismo
dos microrganismos, pois o tempo de fermentagcdo promove O crescimento
microbiano induzindo o rendimento da enzima (BHUNIA et al., 2012). Os resultados
obtidos no nosso trabalho estdo apresentados na figural. Podemos observar que as
atividades enzimaticas foram muito proximas nos varios tempos estudados,
indicando que a borra de café contém todos os nutrientes necessarios para estimular
0 microrganismo a produzir FTase, sendo dispensavel a utilizacdo da sacarose no
meio, isso contribui para reducdo de custos na etapa de producédo, deixando o
processo mais econdmico e sustentavel. E possivel ainda verificar que 72h de
crescimento apresentou maior producao da enzima com atividade especifica de 31,5
U/mg em ambos os cultivos.

De acordo com a literatura consultada o género Aspergillus € bastante
estudado quanto a producédo de FTase, variando os valores de producdo de acordo
com o substrato de crescimento e a espécie em questdo. No trabalho de Guimaraes
et al. (2007) extraindo b-frutofuranosidase de Aspergillus niveus utilizando residuos
agroindustriais obteveram em seu extrato bruto o valor de 3,9 U/mg com 72 horas de
fermentacdo e Uma et al.(2010) que obteve maiores rendimentos entre os tempos
de 72 e 96 horas com atividade maxima de 29,3 U/mg no extrato bruto da

fermentacdo de Aspergillus flavus, sendo estes trabalhos com valores em atividade
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inferiores aos relatados nesta pesquisa.

Os resultados obtidos para a selecdo do agente precipitante da enzima FTase
estdo apresentados na tabela 1. Podemos observar que acetona foi o melhor agente
precipitante, pois obteve o maior rendimento em atividade especifica e maior fator de
purificacdo, 10,70 e isto demonstra que a precipitacao foi efetiva como uma etapa de

pré-purificacao.

Os nossos resultados foram bastante promissores quando comparamos com
a literatura consultada, ao utilizarmos uma substancia como a acetona para
precipitacdo de proteinas. Xu et al. (2015) quando purificaram a FTase obtida a
partir de Penicillium oxalicum GXU20 utilizaram a precipitagdo com etanol e
obtiveram uma atividade especifica de 77,77 U/mg, inferior aos nossos resultados
com a acetona, e NOVAKI et al. (2005) quando produziram invertase a partir de
Aspergillus casiellus e precipitaram com etanol e acetona, demonstraram um fator
de purificacdo de 1,38 e 1,87, respectivamente apresentaram resultados inferiores
aos apresentados nesta pesquisa.

Os resultados gerados a partir da producdo da Ftase obtida a partir do
Aspergillus flavusesta estéo descritos na (tabela 2).

A fracdo obtida da precipitagdo com acetona foi aplicada em cromatografia de
troca ibnica DEAE-Sephadex A50 de acordo com o item 2.7.1. Os resultados obtidos
a partir da cromatografia de troca ibnica estdo apresentados na figura 2, onde
podemos observar a presenca de 2 picos nas fracdes adsorvidas e ndo adsorvidas.
Entretanto, apenas na fracdo que corresponde a néo adsorvida apresentou atividade
enzimatica de FTase, com 38,32 U/mL e fator de purificacdo de 5,86. Essa fracao foi

selecionada para as demais etapas de purificacéo.

Quando comparamos 0s nossos resultados totais com a literatura consultada,
podemos observar que obtivemos valores mais altos de fator de purificacdo, pois
Guimarées et al., (2007) que utilizaram cromatografia de troca idnica DEAE-cellulose
para purificar a enzima FFase obtida a partir do Aspergillus niveus, obtiveram fator
de purificacdo de 2,9. Nesse caso, 0s autores usando o mesmo principio de
funcionamento da cromatografia obtiveram valores semelhantes quando se trata
desse tipo de estratégia de purificacdo de enzimas. Virgen-ortiz et al., (2016) quando
purificaram a FTase a partir de Aspergillus aculeatus em cromatografia de troca

ibnica em uma coluna Q-Sepharose HP, conseguiram 38,1 de fator de purificacéo e
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21,0 em rendimento de atividade enzimatica. Wei et al. (2014) relata em seu estudo
a FTase produzida por Aspergillus oryzae ZZ-01 purificada em 4 etapas:
precipitacdo com (NH4)2S04 cromatografias de Q-Sepharose FF, Sepharose FF e
SephacrylS-200 HR sendo esta com atividade especifica de 1 U/mg e fator de

purificacéo 17.

Com o objetivo de melhorar a resolugcéo da purificacdo da enzima FTase, e
obter o peso molecular, a amostra ndo adsorvida obtida da cromatografia DEAE-
sephadex QFF foi concentrada e reaplicada no sistema AKTA haithap utilizando a
coluna Superdex-75 em que apresentou uma Unica fracdo de 1mL com atividade

para FTase, apresentando peso molecular de 57.96 kDa (Figura 3).

Comparando com os estudos de Nguyen et al., (2005) que utilizou a
cromatografia através do sistema FPLC com colunas DEAE-Sepharose e Ultrogel Ac
A44 para obter 40,0 e 49,8 em fator de purificacdo utilizando Aspergillus niger e
Nadeem, H et al., (2009) que utilizaram 0 mesmo microrganismo com cromatografia

em coluna Mono Q e obteve o fator de purificacdo de 101.

Na figura 6 é possivel observar que a temperatura 6tima foi de 60°C e é
possivel observar que tanto o extrato bruto quanto o purificado mantiveram
estabilidade na temperatura de 50°C em ate 30 min mantendo aproximadamente
100% da atividade enzimatica, ndo havendo atividade acima da temperatura de 60°C

em gue possivelmente ocorreu a desnaturacdo da enzima.

No trabalho apresentado por Yiang et al. (2016) utilizando uma cromatografia
de troca idnica em uma coluna coluna Ni ?* (GE Healthcare, Houston, TX, EUA) do
sistema AKTA, obteve um aumento na atividade da FTase nas temperaturas entre
30°C e 55°C e diminuicdo nas temperaturas entre 55°C a 70°C sendo a temperatura

otima de 55°C, resultados semelhantes aos apresentados nesse trabalho.

A producédo de FOS através da reacao de transfrutosilacdo da enzima FTase
produzida por Aspergillus flavus em FES foi analisada de acordo com o item 2.9. em
gue a analise dos produtos da reacado por espectrofotometria de massa mostrou que
a enzima extracelular tinha atividade de transfrutosilacdo. Mais kestose do que

nistose foi detectada (figura 8). Na sua mobilidade cromatografica, os compostos
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correspondentes a kestose e nistose apresentaram o tempo de retencdo de 0,63

mnts e 0,90 mnts.
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Figura 1 curva de producéo da Frutosiltransferase por Aspergillus flavus cultivado de forma estéatica

em fermenta¢édo em estado solido utilizando a borra de café como substrato por 120h, a 30C.
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Tabela 1. Resumo da purificacdo de frutosiltransferase obtida a partir de Aspergillus flavus cultivado de forma estatica em ferementacdo em estado sélido

utilizando a borra de café como substrato por 120h, a 30C

Passo de purificacédo Atividade Proteinas Atividade Rendimento Fator de purificacédo
total (U/mL) total mg/mL especifica em atividade (%)
(Uimg™)
Extrato 3632,40 240,00 15,13 100,00 1
Etanol 1774,60 15,63 113,53 48,85 7,50
Sulfato de amonio
(0-60%) 92,52 28,92 3,20 2,55 0,21
Precipitacdo acetone 2427,63 15,00 161,84 66,83 10,70
Fracdo nao adsorvida
Deae-Sephadex A50 868,80 9,80 88,65 23,92 5,86

N&o adsorvido
DEAE-Sephadex QFF 38,32 0,09 395,05 1,05 26,11
sistema AKTA

Superdex-75 sistema AKTA 28,03 0,022 1303,60 0,77 86,16
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Figura 2 Cromatografia da enzima frutosiltransferase de Aspergillus flavus em resina DEAE sephadex
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Figura 3. Perfil cromatografico da enzima frutosiltransferase obtida a partir da fermentacdo em
estado solido do Aspergillus flavus precipitado com acetona e carregado em cromatografia de troca
ibnica DEAE-Sephadex do sistema AKTA haithap.
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Figura 4. Cromatograma do sistema automatizado de cromatografia liquida rapida de proteinas AKTA
para purificacdo de frutosiltransferase por Aspergillus flavus em fermentacdo em estado sélido (FES)

utilizando borra de café como substrato.
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Figura 5. Efeito da temperatura 6timo (A), da temperatura 6tima e termoestabilidade (B) na atividade

da frutosiltransferase purificada de Aspergillus flavus. Todos os resultados foram realizados em

triplicata.
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Figura 6 Analise da presenga do FOS de fracdo pre-purificada da enzima frutosiltransferase produzida por Aspergillus flavus em fermenta¢éo em estado

sélido. (A) Kestose e (B) Nistose.
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4. Concluséao

O Aspergillus flavus produziu a enzima frutosiltransferase utilizando o residuo
agroindustrial, borra de café, com crescimento de 72h com atividade de 15,13U/mg,
a partir dessa amostra foi possivel extrair e purificar frutosiltransferase através de
guatro passos de purificacdo, precipitacdo, cromatografia DEAE-Sephadex A50,
cromatografia DEAE-Sephadex QFF e superdex-75 do sistema AKTA haithap, sendo
obtido uma unica fracdo purificada com o peso molecular de 57,95 kDa. Sendo a
enzima capaz de produzir frutooligossacaridos nistose e kestose. Esse trabalho
colabora para producdo de uma enzima que pode ser utilizada pela indlstria
alimenticia reduzindo custos o residuo agroindustrial, café, € um substrato

econdmico e de baixo custo.
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suggestions to improve brevity.

It is important that authors take care in submitting a manuscript that is written
in plain language and adheres to published guidelines (see the new Fowler's Modern
English Usage 3rd ed. Oxford: Clarendon Press, 1996; Hall G.M. How to write a
paper. London: BMJ Publishing, 1994).
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Language: The language of publication is UK English. Authors for whom
English is a second language must have their manuscript professionally edited by an
English speaking person before submission to make sure the English is of high
quality. An English Language Editing Service is available. Ensure your paper is
clearly written in standard, scientific English language appropriate to your
discipline. Visit our site to learn about the options. Please note that using the Wiley
English Language Editing Service does not guarantee that your paper will be
accepted by this journal.

5.1. Page Charge
From the 1st March 2007 all manuscripts submitted are subject to a charge of
100GBP for each page in excess of seven printed journal pages (approximately 21
pages of double-spaced typescript). The editor may decide to waive this charge in
exceptional circumstances. Please fill in the Page Charge Form and send it to the

Production Editor at ijfs@wiley.com. The invoice will be sent after the article is

included in an issue.

5.2. Format
Standard Usage, Abbreviations and Units: Spelling and hyphenation should conform
to The Concise Oxford English Dictionary. Statistics and measurements should
always be given in figures, e.g. 10 min, except when the number begins a sentence.
When the number does not refer to a unit of measurement it should be spelt in full
unless it is 100 or greater.

Abbreviations should be used sparingly and only if a lengthy name or
expression is repeated throughout the manuscript, and never in the title. The
abbreviated name or expression should be cited in full at first usage, followed by the
accepted abbreviation in parentheses.

Metric Sl units should generally be used except where they conflict with
current practice or are confusing. For example 1.5 | rather than 1.5 x 10° m?®, or 3
mm rather than 3 x 10 m. Chemical formulae and solutions must specify the form
used, e.g. anhydrous or hydrated, and the concentration must be in clearly defined
units. Common species names should be followed by the Latin binomial (underlined)
at the first mention. For subsequent use the generic name should be contracted to a
single letter if it is unambiguous.

Main Text: Text files should be formatted double-spaced with no hyphenation

and automatic wordwrap (no hard returns within paragraphs). Please type the text
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consistently e.g. take care to distinguish between '1' (one) and 'l' (lower case L) and
‘0" (zero) and 'O’ (capital O), etc.

5.3. Structure

All manuscripts submitted to The International Journal of Food Science &
Technology should include:

Title Page: The title page should carry an informative title that reflects the
content, a running title (less than 46 characters including spaces), the names of the
authors, and the place(s) where the work was carried out. The full postal address
plus e-mail address of the indicated corresponding author must be given. Up to ten
keywords or very brief phrases must be given to aid data retrieval and indexing.

Graphical abstract - Please upload the Graphical Abstract as the first file in the
Manuscript. Please ensure that it is clearly sub-titted ‘Graphical Abstract.” The
Graphical Abstract should be designed to be read on-line in conjunction with the text
abstract, it should be approximately square, ideally in colour and should contain a
high impact Figure, Graph or Photograph that summarises the key findings of your
research.

Summary (or Abstract), used in Original Papers and Reviews:
Optimizing Your Abstract for Search Engines
Many students and researchers looking for information online will use search engines
such as Google, Yahoo or similar. By optimizing your article for search engines, you
will increase the chance of someone finding it. This in turn will make it more likely to
be viewed and/or cited in another work. We have compiled these guidelines to
enable you to maximize the web-friendliness of the most public part of your article.

Well written summaries attract both the general reader and the specialist and
greatly improve the impact of your paper. Summaries should give information specific
to your article and comprise short punchy sentences with an introduction of one or
two sentences followed by comparative data between treatments where interesting
effects were observed. This should be followed by concise conclusions.

Summary (or Abstract), used in Original Papers and Reviews:
Optimizing Your Abstract for Search Engines
Many students and researchers looking for information online will use search engines
such as Google, Yahoo or similar. By optimizing your article for search engines, you

will increase the chance of someone finding it. This in turn will make it more likely to
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be viewed and/or cited in another work. We have compiled these guidelines to
enable you to maximize the web-friendliness of the most public part of your article.
Well written summaries attract both the general reader and the specialist and
greatly improve the impact of your paper. Summaries should give information specific
to your article and comprise short punchy sentences with an introduction of one or
two sentences followed by comparative data between treatments where interesting

effects were observed. This should be followed by concise conclusions.

Statistical Methods: Statistical methods used should be defined and, where

appropriate, supported by references. Useful statistical references are as follows:

Statistical Textbooks
Cochran, W.G,, Cox, G.M. (1992).
Experimental Designs, 2nd edn. New York: Wiley.

Cox, D.R. (1992). Planning of Experiments. New  York: Wiley.
Draper, N.R., Smith, H. (1998). Applied Regression Analysis, 3rd edn. New York:
Wiley.

Sokal, R.R., Rohlf, F.J. (1994) Biometry, 3rd edn. San Francisco: W.H. Freeman.
Steel, R.G.D., Torrie J.H., Dickey, D. (1996). Principles and Procedures of Statistics.
McGraw-Hill.

General Papers
Chatfield, C. (1985). The initial examination of data. Journal of the Royal Statistical
Society A, 148, 214-253
Preece, D.A. (1987). Good statistical practice. The Statistician, 36, 397-408.

Repeated Measures
Kenward, M.G. (1987). A method for comparing profiles of repeated
measurements. Applied Statistics, 36, 296-308.

Acknowledgements: please make these as brief as possible.

5.4. References
References follow the Harvard system of referencing. References in the text should
cite the authors' names followed by the date of their publication, unless there are
three or more authors when only the first author's name is quoted followed by et al.
e.g. Smith et al. (1999) or Jones and Smith (2000). Add a, b, c etc. to distinguish
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between two or more references with the same author name and year date (e.g.
Jones 1999a,b). References at the end of the paper should be listed in alphabetical
order with the title of the article or book and the title of the journal given in full, as
shown:

Bucky, A. R., Robinson, D.S. & Hayes, P. R. (1987). Enhanced deactivation of

bacterial lipases by a modified UHT treatment. International Journal of Food Science

and Technology, 22, 35-40.
Stone, H. & Sidel, J. L. (1985). Sensory Evaluation Practices. Pp. 56-59. Orlando,
USA: Academic Press.

Dubois, P. (1983). Volatile phenols in wines. In: Flavour of Distilled
Beverages (edited by J. R. Piggott). Pp. 110-119. Chichester, UK: Ellis Horwood.
Unpublished work must only be cited where necessary, and only in the text. Copies
of references in press in other journals must be supplied with submitted typescripts. It
Is essential that all citations and references are carefully checked before submission,
as mistakes or omissions will cause delays.
References to material on the World Wide Web can be given, but only if the
information is available without charge to readers on an official site. Authors will be
asked to provide electronic copies of the cited material for inclusion on
the International Journal of Food Science and Technology homepage at the
discretion of the Editors. The format of citations is:
Beckleheimer, J. (1994). Online reference included in article [Internet document]
URL http://www.sample_url.bibliography/html. Accessed 01/04/2004.

The editor and publisher recommend that citation of online published papers and
other material should be done via a DOI (digital object identifier), which all reputable
online published material should have - see www.doi.org/ for more information. If an
author cites anything which does not have a DOI they run the risk of the cited
material not being traceable.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference
management and formatting.

Reference Manager reference styles can be searched for here:

www.refman.com/support/rmstyles.asp

5.5. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be few in number, carefully designed, uncrowded, and include
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only essential data. Each must have an Arabic number, e.g. Table 3, a self-
explanatory caption and be on a separate sheet. Vertical lines must not be used.
Figures: Figures should be submitted as separate files. Always include a
citation in the text for each figure using Arabic numbers, e.g. Fig. 3. Artwork should
be submitted online in electronic form. Detailed information on our digital illustration
standards is available on the Wiley-Blackwell website here. Approval for
reproduction/modification of any material (including figures and tables) published
elsewhere should be obtained by the authors/copyright holders before submission of
the manuscript. Contributors are responsible for any copyright fee involved.
Preparation of Electronic Figures for Publication
Although low quality images are adequate for review purposes, print publication
requires high quality images to prevent the final product being blurred or fuzzy.
Submit EPS (line art) or TIFF (halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and
Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use pixel-oriented
programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of at least 300 dpi
(halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see
below). Please submit the data for figures in black and white or submit a Colour Work
Agreement Form (see Colour Charges below). EPS files should be saved with fonts
embedded (and with a TIFF preview if possible).
For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as
follows to ensure good reproduction: line art: >600 dpi; halftones (including gel
photographs): >300 dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.
Further information can be obtained at Wiley-Blackwell's guidelines for

figures: http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting

it: www.authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission
must be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility
to obtain these in writing and provide copies to the Publisher.
Colour Charges: It is the policy of the International Journal of Food Science &
Technology for authors to pay the full cost for the reproduction of their colour artwork.
Therefore, please note that if there is colour artwork in your manuscript when it is
accepted for publication, Wiley-Blackwell require you to complete and return a colour

work agreement form before your paper can be published. This form can be
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downloaded as a PDF* from here.
* To read PDF files, you must have Acrobat Reader installed on your computer. If
you do not have this program, this is available as a free download from the following

web address: http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html

Once completed, please return the form to:

The Production Editor
International Journal of Food Science and Technology
John Wiley Ltd
9600 Garsington Rd
Oxford, OX4 2DQ, UK
Tel: +44 © 1865 476473
Fax: +44 (0) 1865 AT76772

e-mail: iffs@wiley.com

Any article received with colour work will not be published until the form has been
returned.

Figure Legends: Self-explanatory legends of all figures should be included
separately under the heading 'Legends to Figures'. In the full-text online edition of the
journal, figure legends may be truncated in abbreviated links to the full screen
version. Therefore, the first 100 characters of any legend should inform the reader of
key aspects of the figure.

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded
to the Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1. Proof Corrections
The corresponding author will receive an e-mail alert containing a link to a website.
A working e-mail address must therefore be provided for the corresponding author.
The proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this
site.

Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
downloaded (free of charge) from the following

website: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . Further instructions wiill

be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address is
available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to

retrieve the proofs.
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Proofs must be returned to the Production Editor within three days of receipt.

As changes to proofs are costly, we ask that you only correct typesetting
errors.

Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the
publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in their
work, including changes made by the copy editor.

6.2. Early View (Publication prior to Print)
The International Journal of Food Science & Technology is covered by Wiley-
Blackwell's Early View service. Early View articles are complete full-text articles
published online in advance of their publication in a printed issue. Early View articles
are complete and final. They have been fully reviewed, revised and edited for
publication, and the authors' final corrections have been incorporated. Because they
are in final form, no changes can be made after online publication. The nature of
Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page numbers,
so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given
a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked
before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and
can continue to be used to cite and access the article.

6.3. Author Services
Online production tracking is available for your article through Wiley-Blackwell's
Author Services. Author Services enables authors to track their article - once it has
been accepted - through the production process to publication online and in print.
Authors can check the status of their articles online and choose to receive automated
e-mails at key stages of production. The author will receive an e-mail with a unique
link that enables them to register and have their article automatically added to the
system. Please ensure that a complete e-mail address is provided when submitting

the manuscript. Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on

online production tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on
article preparation, submission and more.
For more substantial information on the services provided for authors, please
see Wiley-Blackwell Author Services

6.4. Author Material Archive Policy

Please note that unless specifically requested, Wiley-Blackwell will dispose of all

hardcopy or electronic material submitted two months after publication. If you require
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the return of any material submitted, please inform the editorial office or production
editor as soon as possible.

6.5. Offprints and Extra Copies
Free access to the final PDF offprint of your article will be available via Author
Services only. Please therefore sign up for Author Services if you would like to
access your article PDF offprint and enjoy the many other benefits the service offers.
Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following link, fill
in the necessary details and ensure that you type information in all of the required
fields: offprint.cosprinters.com/cos/bw/main.jsp?SITE_ID=bw&FID=USER_HOME_P
G

If you have queries about offprints please e-mail offprint@cosprinters.com

Note to NIH Grantees: Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post
the accepted version of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed
Central upon acceptance. This accepted version will be made publicly available 12
months after publication. For further information, seewww.wiley.com/go/nihmandate

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded

to the Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1. Proof Corrections
The corresponding author will receive an e-mail alert containing a link to a website.
A working e-mail address must therefore be provided for the corresponding author.
The proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this
site.

Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
downloaded (free of charge) from the following

website: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . Further instructions wiill

be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address is
available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to
retrieve the proofs.
Proofs must be returned to the Production Editor within three days of receipt.
As changes to proofs are costly, we ask that you only correct typesetting

errors.
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Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the
publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in their
work, including changes made by the copy editor.
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The International Journal of Food Science & Technology is covered by Wiley-
Blackwell's Early View service. Early View articles are complete full-text articles
published online in advance of their publication in a printed issue. Early View articles
are complete and final. They have been fully reviewed, revised and edited for
publication, and the authors' final corrections have been incorporated. Because they
are in final form, no changes can be made after online publication. The nature of
Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page numbers,
so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given
a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked
before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and
can continue to be used to cite and access the article.

6.3. Author Services
Online production tracking is available for your article through Wiley-Blackwell's
Author Services. Author Services enables authors to track their article - once it has
been accepted - through the production process to publication online and in print.
Authors can check the status of their articles online and choose to receive automated
e-mails at key stages of production. The author will receive an e-mail with a unique
link that enables them to register and have their article automatically added to the
system. Please ensure that a complete e-mail address is provided when submitting

the manuscript. Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on

online production tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on
article preparation, submission and more.
For more substantial information on the services provided for authors, please
see Wiley-Blackwell Author Services

6.4. Author Material Archive Policy

Please note that unless specifically requested, Wiley-Blackwell will dispose of all
hardcopy or electronic material submitted two months after publication. If you require
the return of any material submitted, please inform the editorial office or production

editor as soon as possible.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/
http://authorservices.wiley.com/

69
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access your article PDF offprint and enjoy the many other benefits the service offers.
Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following link, fill
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