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FARINAZZO, Fernanda Silva. Mac¢a organica e convencional: estudo cinético da
fermentacdo com Saccharomyces boulardii e efeito protetor ao estresse oxidativo
celular. 2016. 145f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A cultura de macgéa é destague como atividade econémica no Brasil, principalmente
na regido Sul. O cultivo de macé ocorre preferencialmente sob os sistemas organico
e convencional, sendo que estes acabam interferindo diretamente nas
caracteristicas nutritivas e sensoriais do fruto. A maca apresenta compostos
bioativos, como os fendlicos, que fornecem beneficios a saude por atuarem como
antioxidantes prevenindo ou retardando a formacao de radicais livres. Os compostos
fendlicos, devido suas caracteristicas positivas a saude, comumente s&o
denominados funcionais, designacdo que também se enquadram os produtos que
contenham probidticos. Estes agem positivamente no equilibrio da microbiota
intestinal e por consequéncia impactam na saude do consumidor. O trabalho prop6s
investigar a utilizagdo de maga convencional e organica como substrato fermentativo
de células de Saccharomyces boulardii, avaliando o efeito protetor dos antioxidantes
presentes no substrato e sua correlagdo com o estresse oxidativo celular da
levedura. As macas organicas e convencionais, passaram pelo processo de
sacarificagcdo e fermentacdo simultanea (SFS), na presenca de S. boulardii, e
avaliada suas caracteristicas cinéticas e o0 efeito protetor dos antioxidantes
presentes nos substrato sobre células eucaridticas. A determinacdo do estresse
oxidativo sofrido pela levedura foi para verificar o impacto dos flavonoides, sobretudo
da quercetina, no aumento da viabilidade celular. A liberagdo de agucares pela
sacarificacdo de celulose e pectina da polpa de maca organica e convencional,
provavelmente interferiu no processo, proporcionando um desequilibrio no teor de
monossacarideos e no rendimento de biomassa. Pode-se obter maior producéo de
biomassa em substrato organico (4,885 + 0,004 g.L-1) que em convencional (4,798 £
0,002 g.L-1). A medida que a SFS progredia, a sintese de acido acético, succinico e
citrico ocorria, reduzindo consequentemente o pH do mosto. Esta reducado foi
visivelmente maior para polpa de maca convencional, o que pode ter contribuido
para a menor producdo de biomassa nesse substrato. Através da construcdo de
curva cinética, foi possivel verificar que o teor de quercetina e compostos fendlicos,
foram maiores para o fermentado em polpa de magéa organica. A protecéo celular foi
correlacionada com a diminuicdo nos marcadores de estresse oxidativo e constatou-
se que as concentracdes de quercetina presentes na maca organica e convencional,
conseguiram reduzir os niveis de estresse celular, entretanto, menor oxidacéo foi
verificada quando utilizou-se quercetina sintética, a uma concentracdo de 0,1 mg de
guercetina ramnosideo. mL-1. Estes resultados suportam que a quercetina reduz o
estresse oxidativo mediado pelas espécies reativas de oxigénio, devido sua acao
antioxidante nas células de S. boulardii.

Palavras-chaves: Malus domestica. Espécies reativas de oxigénio. Levedura.
probidtico.



FARINAZZO, Fernanda Silva. Organic and conventional apple: kinetic study of
fermentation with Saccharomyces boulardii and protective effect on cellular oxidative
stress. 2016. 145p. Dissertation (Master’s degree in Food Science) — Londrina State
University, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The apple’s culture is featured as economic activity in Brazil, mainly in the South.
The apple cultivation is preferably in the organic and conventional systems, and they
end up interfering directly in the nutritional and sensory characteristics of the fruit.
The apple presents bioactive compounds, such as phenolic, that provide health
benefits by acting as antioxidants preventing or retarding the formation of free
radicals. Phenolic compounds, due to their positive characteristics to the health, are
commonly called functional designation that also fall products containing probiotics.
These act positively on the balance of intestinal microbiota and therefore impact on
consumer health. The work proposed to investigate the use of conventional and
organic apple as fermentation substrate Saccharomyces boulardii cells, evaluating
the protective effect of the antioxidants present in the substrate and its correlation
with the cellular oxidative stress yeast. The organic and conventional apples, passed
by the simultaneous saccharification and fermentation (SSF) in the presence of S.
boulardii, and evaluated their kinetic characteristics, and protective effect of
antioxidants on the substrate eukaryotic cells. The determination of oxidative stress
suffered by yeast was to verify the impact of flavonoids, especially quercetin,
increased cell viability. The release of sugars by saccharification of cellulose and
pectin in conventional and organic apple pulp probably has interfered in the process,
providing an imbalance in the monosaccharide content and biomass yield. It's can
get higher biomass production in organic substrate (4.885 = 0.004 g.L-1) than
conventional (4.798 = 0.002 g.L-1). As SSF progressed, the synthesis of acetic acid,
succinic acid and citric occurred, thereby reducing the pH of the wort. This decrease
was noticeably larger for conventional apple pulp, which may have contributed to the
lower production of biomass on the substrate. Through kinetic curve of construction,
it was verified that the quercetin content and phenolic compounds, was greater for
fermented organic apple pulp. Cell protection was correlated with a decrease in
markers of oxidative stress and it was found that the concentrations of quercetin
present in organic and conventional apple, can reduce the cell stress levels,
however, the lower oxidation was observed when we used synthetic quercetin, at a
concentration of 0.1 mg quercetin rhaminoside mL-1. These results support the use
of quercetin reduces oxidative stress mediated by reactive oxygen species, due to its
antioxidant activity in the cells of S. boulardii.

Keywords: Malus domestica. Reactive oxygen species. Yeast. Probiotics.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura de macéa é destaque como atividade econ6mica no Brasil,
principalmente na regidao Sul. Em 2015, enquadrou-se em nona posi¢cado dentre os
maiores produtores mundiais da fruta, com 1,240 mil toneladas (USDA, 2015). A
producdo nacional de maca tem como finalidade primordial, atender a demanda do
consumo in natura da fruta, porém devido as exigéncias do mercado, parcela da
producéo é destinada principalmente a fins industriais (WOSIACKI et al, 2002; RAUPP
et al, 2004).

O sistema de cultivo de maca, organico e convencional, sdo 0s
empregados no Brasil e em diversos outros paises. A maneira como se realiza o
plantio da maca é determinante nas diferencas de sua composi¢do, como ocorre para
o teor de minerais, solidos sollveis e acidez, o que interfere diretamente na qualidade
sensorial e nutritiva do fruto (AMARANTE et al., 2015).

A macd, apresenta propriedades benéficas a saude, reconhecidas
devido a presenca de contetudo consideravel de compostos bioativos. Dentre os
compostos bioativos presentes em maca encontram-se os compostos fendlicos,
importantes devido suas capacidades antioxidantes. A pectina e os acidos organicos,
também presentes em maca, melhoram o transito intestinal podendo levar a reducéo
dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos (ZARDO et al., 2008; MIORELLI;
BATTISTON, 2011).

Os compostos fendlicos mais comuns encontrados em macga sao 0s
flavonoides, que estdo disponiveis na maioria das estruturas vegetais como folhas,
flores, frutos e sementes. Sdo produzidos como forma de protecéo do proprio vegetal
contra a luz ultravioleta e visivel, peroxido de hidrogénio e microrganismos
patogénicos (HEIM, TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Como o teor destes
compostos pode estar relacionado a forma como o fruto foi cultivado, assim também
pode haver diferenca quando um plantio ocorre de forma organica ou convencional
(WINTER; DAVIS, 2008).

Os compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes, pois
conseguem retardar, bloquear ou prevenir a oxidagdo por radicais livres, além de
funcionarem como quelantes de metais e inibirem a peroxidacao lipidica celular
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1995).
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Células de leveduras, por serem eucaridticas, sdo largamente
utiizadas como modelo em estudos in vitro, a fim de verificar mecanismos de
resisténcia ao estresse oxidativo. O aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio € detectado pela célula, que leva a inducédo de mecanismos de defesa e a
resposta ao estresse oxidativo (COSTA; MORADAS-FERREIRA , 2001).

A quercetina, um flavonoide da classe dos flavonois, esta presente em
concentracfes consideraveis em maca, principalmente em sua casca, assim como 0s
compostos fendlicos totais. E a mais potente eliminadora das espécies reativas de
oxigénio, estando associada a reducdo do risco de doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, atividade antitumoral, antitrombotica e antiviral, além de outras
doencas cronicas (NIJEVEDT et al., 2001; CHOI et al., 2012; BEHLING et al., 2004;
HAGEN et al., 2007).

A levedura probidtica, Saccharomyces boulardii, apresenta grande
potencial terapéutico. Além de ser resistente a antibidticos, possui acdo contra
diferentes espécies de microrganismos patogénicos causadores de diarréia, como o
Clostridium difficile, Salmonella spp., E. coli e Bacillus spp. O consumo de leveduras
probiéticas pode ser realizado continuamente, ja que ndo apresentam propriedade de
se fixar na parede intestinal, possuem acéo trofica no lumen e efeitos antiflamatorios
na mucosa (MAVROUDI, 2012).

Como qualquer cultura probidtica, a S. boulardii deve ser mantida
viavel e estavel durante o armazenamento e quando ingerida, sobreviver a acédo do
suco gastrico e sais biliares. Devem ainda atingir o colén e estabilizar a microbiota,
mantendo o ambiente desfavoravel a patdgenos, o que acaba promovendo efeitos
clinicos favoraveis. Esta levedura impede a acdo de toxinas de patdgenos, auxiliando
0S microrganismos da microbiota natural do individuo, restaurando os niveis de acido
graxos de cadeia curta e atuando como regulador imunolégico (MCFARLAND, 2010).

Deste modo, o presente trabalho propss investigar a utilizacdo de
maca convencional e organica como substrato fermentativo de células de
Saccharomyces boulardii a partir de estudo cinético, e avaliando o efeito protetor dos
antioxidantes presentes no substrato e sua correlacdo com o estresse oxidativo celular

da levedura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Investigar a utilizacdo de maga convencional e organica como substrato fermentativo
de células de Saccharomyces boulardii a partir de estudo cinético, e avaliar o efeito
protetor dos antioxidantes presentes no substrato e sua relagdo com o estresse

oxidativo celular da levedura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar possiveis diferencas na composicao fisico-quimica de maca cultivada sob o
sistema organico e convencional;

v  Otimizar e avaliar a fermentacdo e sacarificacdo simultanea de polpa de maca
organica e convencional, pela acdo da Saccharomyces boulardii, analisando possiveis
diferencas;

v" Avaliar em estudo cinético a fermentacéo e sacarificacdo simultanea, otimizada, das
polpas de magas organica e convencional, verificando se existe diferenca entre elas;

v Determinar o contetdo de compostos fendlicos, atividade antioxidante e quercetina,
durante o periodo de tempo da sacarificacdo e fermentacdo simultaneas;

v Avaliar o efeito da quercetina presente nas polpas fermentadas de maca orgéanica e
convencional, e em caldo YPD acrescido de quercetina ramnosideo (95% de pureza),
contra o estresse oxidativo na celula da S. boulardii, induzido por espécies reativas de
oxigénio;

v’ Avaliar o conteudo de glutationa reduzida, oxidada e total nos fermentados, a fim de
verificar condicdes de protecdo contra o0 estresse celular durante processo

fermentativo da levedura.
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A dissertacdo apresenta-se na forma de 4 capitulos distintos,
descritos abaixo, seguidos da conclusao geral e anexos:

1 — Revisdo Bibliografica: Magad e Agroindustria de Maca; Alimentos funcionais;
Compostos fendlicos; Cultivo organico e convencional; Processo fermentativo;

Hidrolise enzimética; Probidticos; Saccharomyces boulardii;

2 — Artigo: Otimizacdo do processo de sacarificacdo e fermentacdo simultanea na
viabilidade celular de Saccharomyces boulardii em macéa organica e convencional

usando a metodologia de superficie de resposta;

3 — Artigo: Estudo cinético da producdo de biomassa de Saccharomyces boulardii
durante sacarificagdo e fermentacdo simultdnea (SFS) em maca organica e

convencional;

4 — Artigo: Efeito antioxidante da quercetina na resposta ao estresse oxidativo em
células de Saccharomyces boulardii, a partir da fermentacdo em substrato de maca

organica e convencional.
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CAPITULO 1

Revisao Bibliografica

1.1 Macéa e Agroindustria de Maca

A cadeia produtiva da mac¢a (Malus domestica) no Brasil possui lugar
de destaque no setor da fruticultura brasileira, conferindo importancia na indastria
agroalimentar do pais. A cultura da maca no Brasil teve inicio nos anos 70 no estado
de Santa Catarina, enquadrando-se como a fruta de clima temperado mais cultivada
(RIZZON; BERNARDI; MIELE, 2005; ABPM, 2014).

A producdao brasileira de maca alcancou 1,3 milhdes de toneladas em
2011. O Brasil consolidou-se como o0 9° (hono) maior produtor mundial de maca,
posicdo que ainda ocupa atualmente (Tabela 1) (USDA, 2015). O cultivo mais
significativo encontra-se nos estados do sul, com 96% dos pomares em Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (BRDE, 2011). A safra nacional 2013/14, comparada
com a safra 2012/13, indicou uma reducao de 2,4% na area colhida e aumentos de
14,6% e 11,9% no rendimento médio e na producédo, respectivamente. As areas de
Santa Catarina e do Rio Grande do Sul encolheram 2,2% e 3% e as producdes
cresceram 18,6% e 7,4%, respectivamente (EPAGRI/CEPA, 2014).

Tabela 1 - Producdo mundial de maca em milhdes de toneladas (2010 — 2015).
Producdo 2010/11 2011/12 2012/13 2012/13 2013/14 2015/16
China 33.263 35,985 38,500 39,680 40,920 43,000
Unido Europeia  10.981 12,338 12,207 11,865 13,619 12,220
Estados Unidos 4.175 4,231 4,049 4,690 5,075 4,561
Turquia 2.500 2,700 2,900 2,930 2,289 2,740
india 2.891 2,203 1,915 2,200 2,200 2,200
Ira 1.843 1,700 1,693 1,693 1,693 1,693
Russia 910 1,124 1,264 1,417 1,409 1,390
Chile 1..431 1,360 1,420 1,310 1,350 1,350
Brasil 1.339 1,340 1,231 1,377 1,266 1,240
Ucrania 954 1,127 1,211 1,211 1,211 1,211

Outros 5.252 5,540 5,234 5,442 5,421 5,414
Fonte: USDA, 2015
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Em 2012, o volume exportado de macas frescas foi de 72,3 mil
toneladas a um preco de R$ 1,28/kg, sendo este valor 25% maior ao registrado em
2001 (BRASIL, 2013). Dados da producéo total, importacéo, exportacdo e consumo

nacional da fruta encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Producéao total, importacdo, exportagdo, consumo aparente e quantidade
de maca no cenario brasileiro.

Ano Producdo Importagcbes Exportacdo Suprimento  Suprimento
(9] de macds de macds domeéstico por

frescas (t) frescas e (t) habitante

sucos (t) (kg/hab/ano)

2006 863.019 77.741 215.638 782.344 4,22
2007 1.115.319 68.574 323.016 973.240 5,19
2008 1.124.155 55.042 326.883 965.104 5,09
2009 1.222.885 61.343 252.706  1.130.220 5,90
2010 1.279.026 76.879 359.679 1.087.811 5,63
2011 1.338.995 96.565 282.941  1.202.837 6,17
2012 1.335.478 57.920 331.734 1.135.813 5,78

Fonte: BRASIL, 2013 apud IBGE e SECEX/MDIC

De acordo com a Associacao Brasileira de Producao de Maca (ABPM,
2014), em 2007 as variedades mais cultivadas foram a Gala (58%) e Fuji (35%),
outras, como Eva, Golden Delicious, Joaquina e Condessa, corresponderam apenas
7%. O total de Gala e Fuji comercializado em 2012 foi de 106,4 mil toneladas,
perfazendo um aumento de 23% nos ultimos 12 anos (BRASIL, 2013).

A macad é considerada a terceira fruta mais consumida pelos
brasileiros, perdendo apenas para banana e laranja. No Brasil, o0 consumo é o de
frutas de volume pequeno e médio, diferente das que vao para a exportacao, que sdo
de maiores tamanhos (BRDE, 2011). Além do consumo in natura, a maca €
amplamente utilizada como matéria-prima para diversos produtos, como doces,
geléias, sidra e vinagre (RAUPP et al., 2004; ZARDO et al., 2008).

As macas industriais brasileiras, que séo de qualidade inferior e por
isso sédo descartadas da comercializacao in natura, passaram a suprir, CoOmo materia-
prima, as unidades processadoras de suco concentrado e bebidas (NOGUEIRA et al.,
2005). Aproximadamente 30% da producao nacional é destinada a industria, sendo
que 10% ocorre devido a ma qualidade dos frutos, destinando-se ao processamento
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de sidra e vinagre, e os outros 20% para a fabricacdo de suco clarificado de maca
(WOSIACKI et al., 2002).

O mercado consumidor é exigente tanto para 0s precos quanto para
a qualidade dos frutos, ampliando, assim, o critério na selecdo das macéas. Este
critério, em geral, esta relacionado com os defeitos fisicos, como forma, tamanho,
coloragdo desuniforme e cicatrizes provenientes de insetos, e a degradac¢éo devido a
maturacdo avancada, sintomas de doencas e acao microbiana (RAUPP et al., 2004).

Os atributos de qualidade em frutos dizem respeito a sua aparéncia,
textura, valor nutritivo, sabor e odor. A importancia destes atributos é variada, e
dependente dos interesses da comercializacdo. A qualidade dos frutos também esta
relacionada com a forma que foi produzido, devido ao tipo de solo, manejo, clima,
adubacdo, irrigacdo e ponto de colheita e se houve ou ndo aplicacdo de inseticidas
(CHITARRA; CHITARRA, 1990). Sendo assim, a composi¢cdo da mac¢a (Tabela 3)
depende muito do método de cultivo, solo, clima e variedade, porém
independentemente, é considerada boa fonte de nutrientes e ndo-nutrientes, tendo
importante papel na dieta humana devido aos acUcares, minerais, fibras, vitamina C e
compostos fendlicos (BALAZS et al., 2012).
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Tabela 3 — Composi¢cdo quimica de maca para cada 100 g de partes
comestiveis (com casca).

Componentes Composicao
pH 3,76
(9)

Sélidos sollveis totais 14
Umidade 84,3
Acidez titulavel (ac. Malico) 0,33
Lipidios Tr*
AcuUcares redutores totais 10,35
Carboidratos 15,2
Glicose 2,19
Frutose 7,58
Sacarose 3,39
Proteinas 0,3
Fibra alimentar 1,3
Fibra totais 11,6 - 44,5
Pectina 3,5-18
Celulose 12 - 23,2
Lignina 6,4 -19
Hemicelulose 5-6,2
Minerais: mg

Fosforo 9

Calcio 2

Manganés 0,03

Cobre 0,06

Ferro 0,1

Potassio 75

Magnésio 2

Saédio Tr*
Vitamina C 2,4
Valor cal6rico (kcal) 56

Fonte: (KENNEDY et al., 1999; GOULART; ANTUNES; ANTUNES, 2000; PAGANINI et al.,
2004; TACO; UNICAMP; NEPA, 2011).
*Tr: tragos

1.2 Alimentos Funcionais

Os consumidores, nos ultimos anos, estdo mostrando maior interesse
em alimentos com propriedades promotoras a saude. O mercado dos produtos
saudaveis vem crescendo, novos ingredientes vém sendo desenvolvidos com o apelo
de reduzir problemas de saude e promover uma vida mais saudavel, a estes alimentos
da-se o nome de funcionais (LEROY; DE VUYST, 2004; RAUD, 2008).

Muitas definicdes para alimentos funcionais existem, porém nenhuma

delas € comumente aceita. Segundo a European Commission (2010), um dos pontos
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7

a ser considerado é que qualquer alimento € realmente funcional, pois fornece
nutrientes e tem efeito fisiolégico. Assim, o alimento funcional nada mais é que um
termo de marketing para um alimento cuja atragcédo reside nas suas alegacdes de
saude e a forma como o produto é percebido.

De acordo com o International Life Sciences Institute (ILSI, 2014) o
alimento pode ser considerado funcional desde que beneficie uma ou mais funcoes
no organismo. Estas funcbes devem ser comprovadas de maneira satisfatoria e o
alimento causar efeitos nutricionais adequados, fornecendo maior satude e bem-estar,
ou reduzindo os riscos de doengas.

Alguns alimentos considerados funcionais sdo realmente alimentos
integrais naturais, 0s quais apresentam informacdes cientificas que podem ser usadas
para anunciar seus beneficios a salude. Muitos dos produtos funcionais, se ndo a
maioria, sdo frutas, legumes, gréos, peixes, produtos lacteos e carnes, que contém
diversos componentes naturais que oferecem beneficios além da nutricdo basica
(EUROPEAN COMMISSION, 2010).

Os alimentos funcionais, além de conter naturalmente compostos
bioativos, também s&o representados pelos alimentos contendo probiéticos,
prebidticos e simbidticos (LEROY; DE VUYST, 2004).

Os compostos bioativos sdo constituintes extranutricionais e ocorrem
tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos. Estas substancias estédo
associadas a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas. O efeito
protetor tem sido atribuido as propriedades biolégicas, como a atividade antioxidante,
anti-inflamatoria e hipocolesterolémica, pelo consumo de flavonoides, carotenoides,
acidos graxos w-3, vitaminas A, C e E, selénio e fibras (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA,1997).

Alimentos contendo microrganismos probiéticos sdo capazes de
melhorar o equilibrio da microbiota intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude do
consumidor. Quando presentes nos alimentos, probidticos sdo capazes de produzir
compostos arométicos e antimicrobianos, alterando a composicéo e as caracteristicas
da matriz alimentar (LEROY; DE VUYST, 2004; BRASIL, 2008).

Os prebidticos s&o carboidratos complexos néo digeriveis pelas
enzimas salivares e intestinais, atuando na estimulacdo e proliferacdo da microbiota

intestinal e inibindo a multiplicagdo de microrganismos patogénicos. Dentre 0s
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prebidticos mais comuns, destacam-se a oligofrutose, inulina e frutooligossacarideos
(GIBSON; ROBERFROID, 1995).

A combinacédo de culturas probiéticas com um ou mais ingredientes
prebioticos, resulta em um alimento denominado de simbidtico, o qual deve possibilitar
a sobrevivéncia da cultura no alimento, resisténcia ao suco gastrico e apresentar acao
sinergética positiva no intestino (CAPRILES; SILVA; FISBERG, 2005).

1.3 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos constituem desde moléculas simples, como
os &cidos fendlicos, até aquelas com certo grau de polimerizagdo, como 0s taninos.
Estas moléculas ocorrem principalmente na forma conjugada, com um ou mais
residuos de acucares ligados a hidroxila. A glicose € o residuo mais comum de acucar
presente, e alguns outros compostos, como acidos orgéanicos, aminas e lipidios
também podem estar associados (BRAVO, 1998).

Os compostos fendlicos pertencem ao grupo dos fitoquimicos
encontrados amplamente no reino vegetal, como frutas, legumes, ervas, especiarias
e cereais, cuja importancia bioquimica inclui propriedades antioxidantes que
favorecem a reducdo e prevencao de algumas doencgas cronicas (BRAVO, 1998; LEE;
SMITH, 2000). O teor e o tipo de composto fendlico presente nas plantas varia de
acordo com o estagio de desenvolvimento do vegetal, grau de maturacéo, condicdes
ambientais, além do processamento e armazenamento a que foram submetidos
(BERTOLDI, 2006).

O grupo mais comum entre os compostos fenélicos das plantas sao
os flavonoides. Classe ampla e de baixo peso molecular, distribuida em folhas,
sementes, polpa de frutos, cascas e flores. Estdo presentes nos vegetais, como forma
de protecao contra a luz ultravioleta e visivel, peroxidos de hidrogénio e patogénicos
(BRAVO, 1998; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

A estrutura quimica comum dos flavonoides (Figura 1) € descrita como
Ce-C3-Ces € consiste em dois anéis aromaticos ligados atraveés de trés atomos de

carbono que formam normalmente uma estrutura ciclica oxigenada (BRAVO, 1998).
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Figura 1 - Estrutura basica dos flavonoides e sistema de numeracéao.

Composto derivado de benzo-pirona constituido de anéis fendlicos e pirano.
Diferem nos arranjos de hidroxila, metoxi, grupos glicosidios laterais e na
conjugacao entre os anéis A e B. Fonte: HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002.

Varia¢cOes estruturais dentro dos anéis subdividem os flavonoides em
véarias familias, incluindo-se as antocianidinas (cianidina, pelargonidina, malvidina),
flavonas (luteolina, crisina, apigenina, diosmina), flavondis (quercetina, kaempferol,
miricetina, rutina), flavanois (catequina, epicatequina, galocatequina), isoflavonas
(genisteina, daidzeina, gliciteina) e flavanonas (naringenina, naringina, taxifolina)
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997; ESTEVES; MONTEIRO, 2001; TRUEBA;
SANCHEZ, 2001).

As propriedades biologicas, farmacologicas e medicinais dos
flavonoides tém sido amplamente estudadas. Os flavonoides e outros compostos
fendlicos de plantas s8o relatados como antioxidantes, vasodilatadores,
anticancerigenos, antiinflamatérios, antibacterianos, antifingicos, antialérgicos,
antivirais e com efeitos estrogénicos (KUJUMGIEYV et al., 1999; OWEN et al., 2000;
DESPAIGNE, 2001; MILES; ZOUBOULI; CALDER, 2005; VAQUERO; ALBERTO;
NADRA, 2007; CHEN et al., 2009; MUDNIC et al., 2010).

Os compostos fendlicos possuem propriedades quimicas ideais
como sequestrantes de radicais livres (oxidantes) e quelantes de metais, e tém
demonstrado maior eficiéncia como antioxidante que as vitaminas E e C. Um
composto fendlico é descrito como antioxidante por satisfazer certas condicdes
mesmo quando presente em baixas concentracdes em relagdo ao substrato.
Bloqueiam, retardam ou previnem a oxidagcdo mediada por um radical livre, gerando
um radical resultante mais estavel as ligacdes de hidrogénio intramoleculares. Além
disso, podem inibir a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
lipoxigenases e oxigenases, bem como inibir a peroxidacéo lipidica, impedindo a

geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO) e proporcionando diversos efeitos
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positivos a respostas inflamatdrias e imunes (RICE-EVANS et al., 1995; LEE; SMITH,
2000; TRUEBA, 2003).

A atividade antioxidante em sistemas relacionados com a alimentacao
significa a inibicdo de quebra de cadeia de peroxidacao lipidica, e em sistemas in vivo,
os radicais livres podem danificar proteinas, DNA e outras moléculas pequenas.
Embora as células sejam capazes de, através das enzimas antioxidantes, reduzir o
estresse oxidativo, muitas vezes estas podem nao ser suficientes para normalizar o
estado redox durante o estresse gerado. Para tal, uma suplementacdo com
antioxidantes exdgenos € necessaria, como por exemplo os compostos fendlicos
(BRENNA; PAGLIARINI, 2001; MOURE et al., 2001).

Um dos métodos para avaliar a atividade antioxidante dos compostos
ou extratos especificos tem sido através da reagcdo com um radical DPPH" (2,2 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila). A reducdo do DPPH" através da reagdo: DPPH" + AH
(antioxidante) > DPPH-H + A® ou DPPH" + R* (espécies de radicais) > DPPH-R, é
determinada através da reducéo da absorvancia a um determinado comprimento de
onda durante a reacdo (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER; BERSET, 1995).

Os antioxidantes sao eficazes na reducdo do estresse oxidativo,
porque podem doar elétrons para as ERO neutralizando seus efeitos negativos. Estes
podem ser antioxidantes exégenos, como os flavonoides, ou enziméticos (superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase), os quais catalisam e convertem as ERO
em espécies menos reativas (KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011).

As espécies reativas ao oxigénio € um termo usado para denominar
certo grupo oxidante capaz de gerar radicais livres. As ERO compreendem
principalmente os radicais superéxido (Oz™), hidroxila (OH®), alcoxila (RO"), peroxil
(ROO") e hidroperoxila (HOO"), além do peroxido de hidrogénio (H202), acido
hipocloroso (HOCI) e oxigénio singlete (:02) (TRUEBA; SANCHE, 2001; KUNWAR;
PRIYADARSINI, 2011).

O estresse oxidativo pode ser avaliado através do dano oxidativo total
a molécula de DNA, lipideos e proteinas celulares. Na protecdo ao organismo, 0
sistema de defesa antioxidante, como a enzima glutationa redutase, pode atuar como
detoxificador das ERO, impedindo a sua formacgéo, ou através do reparo de suas
lesdes (MOURE et al., 2001).

A glutationa reduzida (L-g-glutamil-L-cisteinil- glicina), por exemplo,

apresenta capacidade redutora e esta na maioria das células, sendo o mais abundante
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tiol (-SH) do meio intracelular. Apés exposicdo da glutationa ao agente oxidante,
ocorre oxidagao e sua recuperacao € realizada através da enzima glutationa redutase,
que é uma flavoproteina, que por consequéncia mantem integro o sistema celular.
Assim, o teor de glutationa reduzida e oxidada é um indicador da ocorréncia de
estresse oxidativo celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As células eucaridticas de leveduras, sdo amplamente utilizadas
como modelo in vitro para verificar mecanismos de resisténcia ao estresse oxidativo
(BELINHA et al., 2007). As células de levedura exibem mecanismos moleculares
comuns de defesa quando expostas a diferentes fatores de estresse, como choque
térmico, etanol, ions metalicos e agentes oxidantes de seu proprio metabolismo. O
aumento da producao de espécies reativas de oxigénio é detectado pela célula, que
leva a inducdo de mecanismos de defesa e resposta ao estresse oxidativo (COSTA,;
MORADAS-FERREIRA, 2001). Além disso, a levedura tem sido utilizada para elucidar
o papel do estresse oxidativo no envelhecimento, na apoptose, e em doencgas, como
esclerose (MADEO; FROHLICH; FROHLICH, 1997; LAUN et al., 2001).

1.3.1 Compostos Fendlicos em macga

A maca apresenta importante quantidade de compostos fendlicos,
representando, assim, boa fonte de antioxidantes (VINSON et al., 2001). O teor de
compostos fendélicos do bagaco de maca, segundo Peschel et al. (2005), chega ser
de 48,6 + 0,9 mg de equivalentes em acido galico. g de extrato seco, o que gera um
grau de atividade antioxidante de 77,63%, em analise pelo método de captura do
radical DPPHe.

De acordo com Wolfe, Wu e Liu (2003), o contetudo de flavonoides,
dentro de cada variedade de mac¢a € maior nas cascas que na polpa. As cascas de
certas variedades chegam a conter 588,9 + 83,2 mg de equivalente em acido galico
(EAG). 100 g* de cascas.

Os compostos fendlicos na macd estdo presentes nas seguintes
classes principais: flavan-3-6is (catequina, procianidina B2 e epicatequina), acidos
hidroxicinamicos (acido clorogénico), floretina glicosidica (floretina e floretina
xiloglucosideo), quercetina glicosidica (quercetina, isoquercetina e rutina) e cianidina
glicosidica (ALONSO-SALCES et al.,, 2004). Segundo Lee e Smith (2000) as

concentragdes médias para os principais compostos sdo, em mg. 100g* de macéas
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frescas: 16,78 de floretina glicosideo; 15,84 de quercetina glicosidideo; 9,34 de
procianidina B2; 9,02 de acido clorogénico e 8,65 de epicatequina.

1.3.2 Quercetina

A quercetina (3,3',4’,5,7- pentahydroxylflavone) (Figura 2), € o mais
abundante flavonoide presente na dieta humana. Da classe dos flavondis, esta
presente principalmente em cha, macad e cebola, e a presenca na dieta diaria
estimada, entre a populacao ocidental, compreende entre 10 a 20 mg (NIJVELDT et
al., 2001; CERMAK; LANDGRAF; WOLFFRAM, 2003; WACH; PYRZYNSKA,;
BIESAGA, 2007).

Figura 2 - Estrutura quimica da quercetina.
OH O

Fonte: CURIEL; MUNOZ; FELIPE, 2010.

Na maca, a quercetina encontra-se localizada principalmente nas
cascas como forma de protecao ao estresse induzido pela luz ultravioleta (HAGEN et
al., 2007). Hertog et al. (1993), descreveram o conteudo de quercetina em alguns
vegetais, como, alface (14 mg.kg?), cebola (347 mg.kg?), vagem (20 mg.kg™), vinho
tinto (11 mg.L?), cha preto (20 mg.L?), magé (36 mg.kg™t) e suco de maga (2,8 mg.L
1,

A quercetina é a forma aglicona de rutina e amplamente encontrada
nos alimentos. A macéa contém uma variedade de glicosideos de quercetina, incluindo
galactosideos, arabindsideos, ramnosideos e xilosideos (HOLLMAN et al., 1997
YOU; AHN; JI, 2010).

Dentro da familia dos flavonoides, a quercetina apresenta-se como o
mais eficiente eliminador de espécies reativas de oxigénio, incluindo o radical
superéxido e oxido nitrico. Ela inibe o processo de formacao de radicais livres por
interacdo com ion superoxido, por quelar ions de ferro e por reagir com radicais
peroxido de lipidio (BEHLING et al., 2004; BOOTS; HAENEN; BAST, 2008).
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Segundo Choi et al. (2012), a quercetina pode conter ampla atividade
benéfica para disturbios neurodegenerativos como o Alzheimer. No estudo, os efeitos
anti-amnésicos da quercetina foram avaliados no modelo in vivo, em ratos. Os
neurénios foram altamente vulneraveis as espécies reativas ao oxigénio devido ao
seu alto teor de ferro, atividade metabdlica aerdbica e principalmente por conter alto
teor de lipideos poliinsaturados. Entretanto, a quercetina teve efeito inibitorio contra o
estresse oxidativo, reduzindo este em até 44,71%.

O efeito da quercetina sobre o estresse oxidativo, também foi relatado
por Belinha et al. (2007). Células de Saccharomyces cerevisiae, foram usadas como
modelo para avaliar os efeitos do antioxidante in vitro quando a levedura foi submetida
ao peroxido de hidrogénio. Quando, as células foram tratadas com quercetina e
expostas ao H20:2, a viabilidade celular aumentou em 40% e longevidade em 60%, 0
que foi relatado devido a presenca do flavonoide.

A quercetina também tem sido estudada como forma de melhorar a
capacidade de fermentacao por microrganismos. Curiel, Mufioz e Felipe (2010), pela
primeira vez demonstraram que a quercetina e o pH exercem efeitos dose-dependente
no desempenho fermentativo de Lactobacillus plantarum. Em pH 5,5 a quercetina
provocou acelerado crescimento da bactéria, causando rapida producdo de &cido
latico a partir do consumo de aguUcares. Sendo assim, a quercetina foi crucial para
uma fermentacdo mais instantanea, além de ndo ter sido catabolizada pelo
microrganismo, de modo que suas propriedades antioxidantes foram mantidas.

A suplementacdo com quercetina pode ser possivel de varias
maneiras, incluindo a forma pura (quercetina aglicona) ou através de uma dieta
alimentar rica no componente. A quercetina presente nos vegetais normalmente vem
acompanhada de seus derivados, ja nos suplementos apenas a forma aglicona esta
biodisponivel. Portanto, assim como o0s demais antioxidantes, os maiores efeitos
benéficos da quercetina a salde podem ser descritos quando a suplementacéo é
através de alimentacdo balanceada e rica em compostos fendlicos (BOOTS;
HAENEN; BAST, 2008).

1.4 Cultivo Orgéanico e Convencional

Agricultura organica contempla um conjunto de processos de

producdo agricola que partem do pressuposto basico de que a fertilidade € funcéo
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direta da matéria organica contida no solo. A opcao pelo uso do sistema organico
apoia-se no questionamento por parte de alguns produtores e da sociedade quanto a
sustentabilidade do sistema convencional. Esse sistema é caracterizado pelo alto
custo de producdo, devido, principalmente, a dependéncia de recursos nao-
renovaveis, como os fertilizantes requeridos para manutencdo de altos niveis de
fertilidade do solo, e ao excessivo numero de aplicacées de agrotoxicos utilizados no
controle fitossanitario. Isso contamina as aguas, contribui para degradacéo do solo,
reducado da biodiversidade e dos processos microbianos do solo e representa riscos a
saude dos consumidores e dos trabalhadores que manuseiam os pesticidas, além de
deixarem residuos quimicos em alimentos (Figura 3) (REGANOLD; WACHTER,
2016).

Figura 3 - Avaliacdo da agricultura organica em relagédo a agricultura convencional
nas quatro principais areas de sustentabilidade.

Conventional Organic
Yield Soil quality Yield Soil quality
Nutritional Minimize Nutritional Minimize

quality energy quality energy
use use

Minimize Minimize

pesticide Biodiversity pesticide Biodiversity

residues residues

Reduce Reduce

worker Minimize worker Minimize

exposure to water exposure to water
pesticides pollution pesticides pollution
Employment i Employment o
of workers Profitability o Nierkars Profitability
Ecosystem Total costs Ecosystem Total costs
services services

O comprimento das pétalas sdo qualitativamente o nivel do desempenho de sustentabilidade em
relacdo aos quatro circulos que representam 25, 50, 75 e 100%. A pétalas laranjas representam areas
de producdo; as azuis areas de sustentabilidade ambiental; vermelhas areas de sustentabilidade
econdmica; e verdes representam areas de bem-estar. Os comprimentos das pétalas ilustram que os
sistemas de agricultura organico equilibra melhor as quatro areas da sustentabilidade.

Fonte: REGANOLD; WACHTER, 2016.

A qualidade dos frutos, bem como a qualidade do solo, a nutricdo e a
fisiologia da cultura podem sofrer diversas influencias e tornarem-se distintas entre a
producdo convencional e organica dos frutos. O sistema de produgcdo organica
impacta menos negativamente o solo e o ambiente, quando se compara com 0

sistema convencional, como ja relatado anteriormente (PECK et al., 2006).
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Para frutas e vegetais, inimeros estudos tém sido realizados a fim de
comparar possiveis diferencas existentes entre o produto organico e convencional.
Grande parcela destes estudos atentam para o poder nutricional que a forma de cultivo
possa prover. Woese (1997), reuniu diversos estudos comparativos sobre a qualidade
dos alimentos produzidos convencionalmente ou organicamente, bem como produtos
fabricados a partir deles, dentre os quais estavam cereais, batatas, vegetais, fruta,
vinho, cerveja, paes, bolos e tortas, leite, ovos e mel. A maioria dos estudos avaliados
foram sobre investigacbes fisico-quimicas de concentracbes de ingredientes
desejaveis e indesejaveis, residuos de pesticidas, contaminantes, andlises sensoriais
e estudos nutricionais. O autor concluiu, que apesar da heterogeneidade do material
de pesquisa, algumas diferencas entre os produtos organicos e convencionais séo
identificadas, como o teor de proteinas, minerais, carboidratos e vitaminas.

Amarante et al. (2015), ao avaliarem as caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo, a composicdo mineral e a qualidade de frutos, em
pomares de macgas ‘Royal Gala’ conduzidos sob os sistemas de produgao
convencional e organico, verificaram que existem diferencas significativas sobre as
caracteristicas avaliadas. O sistema organico apresentou maior qualidade nos
atributos fisicos do solo, bem como maior disponibilidade de certos nutrientes,
especialmente calcio, magnésio e nitrogénio, em relagdo ao convencional. A
qualidade do fruto organico foi superior a do fruto convencional, devido aos maiores
valores de acidez total, sélidos sollveis e intensidade de coloracdo vermelha da
casca.

Como ja foi mencionado neste capitulo, a quantidade e a qualidade
dos compostos fendlicos presentes nos alimentos vegetais podem variar
significativamente devido a fatores, como genética e cultivar, composicdo do solo e as
condi¢cdes de crescimento, estado de maturidade e condi¢cdes pds-colheita, entre
outros (JAFFERY et al., 2003). No entanto, uma vez que a presenca de fendlicos
constituem parte dos mecanismos de defesa inatos das plantas, a sintese passa ser
estimulada sob condi¢des de stress, como alteragdes de temperatura, exposicao aos
raios UV, e ataques patogenicos (BRAVO, 1998; HEIM, TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002).

A agricultura organica, em geral, € caracterizada pela restricdo contra
0 uso de pesticidas sintéticos e fertilizantes. Esta caracteristica basica leva

pesquisadores a crerem ser as duas principais hipéteses pela qual frutas e legumes
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cultivados organicamente podem resultar em alimentos de origem vegetal com maior
teor de compostos fendlicos. A primeira reflete o impacto das diferentes préticas de
fertilizacdo sobre o metabolismo da planta. Fertilizantes sintéticos oferecem fontes
mais biodisponiveis de nitrogénio, que acelera o desenvolvimento da planta, a
alocacéo de recursos vegetais para fins de crescimento e nao para a produgéo de
metabdlitos secundarios, tais como fendlicos. A segunda hipGtese baseia-se na
exposicao da planta a situacfes de estresse resultante da falta de pesticidas, tais
como, os ataques de insetos, ervas daninhas e agentes patogénicos, que conduzem
a um arsenal de substancias naturais de defesa, como os compostos fendlicos
(SOLEAS; DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997; WINTER; DAVIS, 2006).

Este fato pode ser consolidado em estudo de Dani et al. (2007), que
observaram teores de resveratrol e antocianinas presentes no sucos de uva organico
superiores (p < 0,01) quando comparados com o suco de uvas cultivadas pelo sistema
convencional. No suco comercial produzido com uvas tintas organicas e convencional,
o conteudo de cianidina foi de 11,79 e 0,76 ppm, respectivamente, diferenca que
também foi observada para os contetdos de delfinidina (26,3 e 4,10 ppm), malvidina
(232,46 e 95,26 ppm) e peonidina (19,21 e 8,59 ppm) revelando que de fato o teor dos
fendlicos sofreram interferéncia direta pelo uso ou ndo de pesticidas durante o cultivo
dos frutos.

Mitchell et al. (2007), determinaram o teor dos flavonoides agliconas
de quercetina e kaempferol, em amostras de tomate secos. As comparacfes de
analises de amostras, convencionais e organicas, demonstraram niveis
estatisticamente maiores (p < 0,05) de quercetina e kaempferol em tomates organicos.
Possiveis diferencas entre o teor de micronutrientes e antioxidantes em tomate
organico e convencional também foram verificadas, segundo Caris-Veyrat et al.
(2004). Quando os resultados foram expressos como matéria fresca, tomates
organicos tiveram maior teor de vitamina C, carotendides e conteido de compostos

fendlicos (exceto acido clorogénico) do que os tomates convencionais.
1.5 Processo Fermentativo
Existem varias maneiras de conduzir um processo fermentativo. O

reator biol6gico pode ser de forma continua, semicontinua ou descontinua (batelada).

Nos processos industriais, a fermentacdo costuma ocorrer por processos continuos
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ou semicontinuos (SCHIMIDELL; FACCIOTTI, 2001), entretanto, para fins
académicos e de pesquisas, hormalmente usa-se processos em batelada.

O processo fermentativo em batelada ou descontinuo, ocorre
exclusivamente de forma a adicionar no reator o meio de cultivo com nutrientes
adequados, adicionar o microrganismo responsavel pelo processo biologico e
aguardar que a fermentagdo ocorra. Apds determinado tempo, retira-se o caldo
fermentado do reator e executa-se as operacdes unitarias necessarias para a
recuperacédo do produto (SCHIMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

Fermentacdo significa, bioquimicamente, um processo metabdlico
que ocorre sob condi¢cdes anaerdbicas com liberacdo de energia. Os substratos
organicos, principalmente acucares, liberam energia, atuando como doadores e como
receptores finais de elétrons (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Para Lehinger,
Nelson e Cox (2006), fermentacdo é a degradacao anaerdbica da glicose ou outros
nutrientes organicos com o objetivo primordial de obter energia e conserva-los na
forma de ATP.

Os acucares consumidos pelas leveduras como fonte de energia, sao
exclusivamente glicose, frutose e sacarose. Grande parte destes acuUcares,
catabolizados pelas leveduras, sao entdo convertidos em etanol e CO:2 através da
glicolise, ao passo que o glicerol, 4cidos organicos e alguns alcoois superiores sao
formados em pequenas quantidades (D’AMORE; RUSSELL; STEWART, 1989).

A fermentacdo conduzida por leveduras, leva especialmente a
producdo de alcool, componente este considerado o principal da fermentagéo
alcodlica. Entretanto, ha também a formacdo de compostos secundarios através de
outras vias metabdlicas (Figura 4) realizadas para o crescimento celular e producao
de massa celular. Mesmo que, em maior ou em menor quantidade, o géneros de
leveduras, as espécies e o0 numero de células, podem interferir diretamente no
desempenho do processo fermentativo. O género Saccharomyces, € considerado o
mais utilizado para estes processos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006).

A glicose, é quebrada a acido piravico na glicolise, e o acido piravico
pode ser completamente quebrado na respiracéo celular, ou entdo ser convertido em
um produto organico na fermentacéo, quando NAD* ou NADP* sdo regeneradas e
podem entrar em uma nova sequéncia da glicélise. Sendo assim, a fermentagéo
ocorre de forma a reoxidar as coenzimas de NADH e NADPH que séo formadas

durante a glicolise, para manter o balango de reducédo-oxidacéo dentro da célula. Os
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elétrons sdo transferidos das coenzimas para um composto orgéanico, fornecendo
NAD* e NADP* suficientes para a continuacdo da glicolise (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

A producdo de etanol ocorre dentro do processo fermentativo
anaerobico, como ja mencionado, porém quando existe a presenca de oxigénio no
sistema, a viabilidade celular acaba sendo mantida até o término da fermentacao. A
adicdo de oxigénio promove assim, maior sintese de massa celular, de modo que
aumenta a taxa de fermentacéo, ja que é um fator importante na sintese de lipidios
constituintes da membrana celular das leveduras. No entanto, um excesso de fluxo
de oxigénio pode acabar produzindo espécies reativas de oxigénio, podendo gerar
peréxido de hidrogénio, e afetar diretamente a qualidade do produto final
(ROSENFELD et al., 2003).

Para Schmidell (2001), o oxigénio € o ultimo elemento a aceitar
elétrons, ao final da cadeia respiratoria, sendo entdo reduzido a 4gua, permitindo que
ocorra a reoxidacdo das coenzimas que participam das reacdes de desidrogenacao
e, ainda, permitindo o armazenamento de energia através da passagem das
moléculas de ADP para ATP. Estas Ultimas, por sua vez, irdo participar
necessariamente nas reacdes de sintese de moléculas, para a sobrevivéncia das
células e para o surgimento de novas células, no processo de proliferacdo da
biomassa microbiana, para as quais é fundamental a introducéo de energia.

O metabolismo respiratdrio de S. cerevisiae produz cerca de 16 ATP
por mol de glicose consumida, o que resulta em um rendimento de 0,50 g de biomassa
por g de glicose (VERDUYN et al.,, 1991; PRONK et al.,, 1994). Sob condigbes
anaerobicas o rendimento é de apenas 2 ATP por mol de glicose e,
consequentemente, a producdo de biomassa das células decai para 0,10 g de
biomassa para cada grama de glicose (VERDUYN et al., 1990).

Considera-se como  crescimento  celular, em  sistemas
microbioldgicos, o aumento da massa resultante de um acréscimo ordenado de todos
0s componentes de protoplasma. Assim, aumentos de tamanho decorrentes de
fendbmenos como absorcao de agua ou acumulo de material de reserva nao pode ser
considerado como crescimento. Em microbiologia, embora seja possivel estudar o
crescimento individual, geralmente o que se mede é o crescimento de uma populagao,

exprimindo-se quer em termos de massa total pela leitura da densidade Otica, quer
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em funcdo do numero de individuos pela contagem da unidade formadora de colénias
por ml (SCHMIDELL, 2001).

Durante as primeiras etapas da fermentacédo com aeracao, producao
de etanol, glicerol e acido acético, podem ocorrer. Em condi¢cdes aerdbicas, varios
sistemas de transporte de NADH para a cadeia mitocondrial existem. Além disso, o
glicerol pode ser também utilizado como uma fonte de carbono sob condigbes
aerobicas por muitas leveduras. O acido acético € normalmente produzido durante a
fermentacdo alcodlica e sua acumulacdo seria uma consequéncia da atividade
insuficiente de acetil-CoA sintase, necesséaria para oxidar completamente acetato
produzido a partir de acetaldeido (ESTELA-ESCALANTE et al., 2012).

Figura 4 - Biossintese de outros subprodutos (metabdlitos) da fermentacéo
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Fonte: CALIARI, 2014.

1.6 Hidrdélise enzimética

A célula vegetal, possui uma parede celular bastante rigida, composta
por uma mistura complexa de polissacarideos e outros componentes secretados pela
célula, os quais estédo dispostos e organizados por meio de liga¢des covalentes e ndo

covalentes. A parede celular primaria, constituida de celulose, hemicelulose e pectina,
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é formada durante o crescimento da célula e deve ser suficientemente rigida, para
evitar a ruptura celular, porém flexivel, para permitir o crescimento da célula. A parede
celular secundaria é obtida com o cessar do crescimento da célula, sendo composta
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, além de diferentes proteinas
(TAIZ; ZIEGER, 2002).

A celulose é um polimero ndo-ramificado constituido unicamente de
subunidades de glicose associadas por ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4). A
unidade de repeticdo da celulose é a celubiose, um dissacarideo. Na molécula de
celulose, pode haver mais de 15 mil unidades de glicose, sendo formadas cadeias que
se encontram agregadas paralelamente para formar fibras elementares. Essas
estruturas sao formadas devido a ligac6es covalentes, pontes de hidrogénio e forcas
de Van de Waals. A estrutura da celulose apresenta regifes cristalinas altamente
ordenadas, estabilizadas por ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares e regides
menos ordenadas ou amorfas onde as cadeias apresentam uma orientacao
randomizada (TAIZ; ZIEGER, 2002).

A pectina, localizada na parede celular primaria e na lamela média
das células vegetais, age no controle ibnico e da porosidade da parede. A pectina
formada por uma cadeia linear de unidade de &cido D-galacturénico, unidos por
ligacdo a (1—4) na qual propor¢des variaveis dos grupos acidos estado presentes
(PRADE et al., 1999). Os grupos carboxilicos do acido galacturbnico podem ser
parcialmente esterificados a agrupamentos metil e parcialmente ou completamente
neutralizados por sédio, potassio e amdnia. A pectina apresenta ainda cadeias laterais
formadas por moléculas de arabinose, galactose e ramnose, ligadas covalentemente
(GUMMANDI; PANDA, 2003).

Algumas enzimas sdo usadas para degradar os tecidos de plantas
para melhorar o rendimento de extracdo dos mais diversos tipos de compostos como:
corantes; compostos fendlicos; acucares; liquidos. Geralmente, uma combinacao das
enzimas celulase e pectinase, acelera a hidrolise e obtém-se completa liquefacéo. A
celulase divide aleatoriamente cadeias de celulose em glicose enquanto preparacdes
pectinase podem ter atividade de pectinesterase (PE), poligalacturonase (PG) e
pectina liase (PL) (CINAR, 2005).

A pectina liase sdo as pectinases, produzidas especialmente por
Aspergillus sp conhecidas pela capacidade de degradar as pectinas altamente

esterificadas em pequenas moléculas, pelo mecanismo de B-eliminacdo sem produzir
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metanol, em contraste com a combinagédo de PG e PE, as quais sdo normalmente
encontradas em produtos comerciais. O metanol, além de tdxico pode prejudicar o
aroma do produto formado (YADAV et al., 2009).

Diversos estudos demonstram melhores condigcbes de processos
fermentativos de substratos vegetais, quando ocorrem de forma combinada a hidrdlise
enzimatica com a fermentacdo, no mesmo reator e a0 mesmo tempo, sendo
comumente conhecida como sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SFS). As
enzimas hidrolisam polissacarideos em acgucares que séo imediatamente consumidos
pela levedura. A SFS aumenta as taxas de hidrélise e reduz a inibi¢do inicial das
leveduras, que ocorreria pela presenca de componentes de degradacao enzimatica.
Este tipo de processo comumente é empregado para obtencédo de etanol nos mais
diversos substratos (WILKINS; WIDMER; GROHMANN, 2007).

O uso de enzimas em muitos processos, também é importante pois
devido a quebra das unidades formadoras da parede celular vegetal, principalmente,
pectina e celulose, uma infinidade de componentes intracelulares sdo desprendidos.
Oszmianski, Wojdyto e Kolniak (2011), demonstraram que o tratamento enzimatico
em polpa de maga teve um efeito positivo na extracéo de suco e no conteudo fendlico.
O estudo indicou que mesmo utilizando-se diferentes pectinases comerciais, 0 uso de
enzima na extracdo de suco de macd, também agiu diretamente na extracdo de
compostos fendlicos, o que consequentemente levou a elevacdo da atividade

antioxidante do suco.

1.7 Probidticos

A palavra probi6tico é derivada do grego e significa “em prol da vida”.
Este termo foi utilizado pela primeira vez em 1953 por Kollath, que usou a palavra para
descrever a restauracao da salde em pacientes subnutridos, através de suplementos
alimentares. Em 1954, Vergin, sugeriu que uma dieta rica em probiéticos poderia
restaurar o desequilibrio microbiano provocado pela ingestdo de antibioticos. Anos
mais tarde, em 1992, Fuller definiu probidtico como “suplemento de microrganismos
vivos que alteram beneficamente o animal hospedeiro pelo melhoramento do balancgo
da microbiota intestinal” (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

De acordo com a FAO/WHO (2002) os probiéticos sao descritos como

microrganismos viaveis que quando ingeridos em quantidades adequadas irao
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conferir beneficios & satde do hospedeiro. A legislacao brasileira também define o
termo em questdo, como microrganismos Vivos que apresentam capacidade de
melhorar o equilibrio da flora intestinal produzindo efeitos benéficos a quem os
consome (BRASIL, 2002).

Os probiéticos podem ser considerados como um suplemento oral ou
um produto alimentar que contenha quantidades suficientes de microrganismos
viaveis para alterar a microbiota intestinal do hospedeiro, oferecendo assim,
beneficios (THOMAS; GREE; COMMITTEE ON NUTRITION, 2010). Para manter
estes efeitos positivos, a dose diaria minima do microrganismo deve ser de 10° UFC
(unidades formadoras de col6nias). 100 g* de produto ingerido (HILL et al., 2014).

Para uma cultura microbiana ser considerada probiotica deve manter-
se viavel e estavel apos sua manipulacédo e armazenamento antes do consumo, deve
sobreviver ao suco gastrico, sais biliares e pancreaticos, devendo ainda estabilizar a
microbiota intestinal mantendo o ambiente desfavoravel a patogénicos e ter a
capacidade de colonizar o trato gastrintestinal produzindo beneficio funcional e clinico
(MAVROUDI, 2012).

Com o fim de tratar ou prevenir a colonizagdo do hospedeiro por
patégenos, a ingestao de probidticos é indicada, uma vez que por competicdo alguns
destes microrganismos concorrem com o0s patogénicos pelo mesmo sitio de aderéncia
(MARTIN et al., 2004). Os probioticos podem ainda afetar os patégenos agindo sobre
o metabolismo celular, reduzindo aménia no organismo, liberando enzimas, como a
lactase ou também, através de bacteriocinas, acidos organicos volateis, peréxido de
hidrogénio, que reduzem o numero de células bacterianas viaveis ou afetar a
producao de toxinas ou metabolismo bacteriano (ROLFE, 2000; COPPOLA; TURNES,
2004).

Os agentes probioticos mais frequentes sao as bactérias produtoras
de &cido latico, algumas espécies dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Outros
géneros como o Streptococcus, Bacillus e a levedura Saccharomyces boulardii
também tém sido utilizados a fim de promover beneficios a quem os consome (Tabela
4) (SONG; IBRAHIM; HAYEK, 2012).
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Tabela 4 - Microrganismos probio6ticos de uso em humanos e animais

Lactobacillus

Bifidobacterium

Outras espécies

L. acidophilus B. adolescentes Bacillus cereus
L. amylovorus B. animalis Clostridium butiricum
L. brevis B. breve Escherichia coli
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis subsp.
Cremoris
L. rhamnosus B. infantis Lactococcus lactis subsp.
Lactis
L. crispatus B. lactis Leuconostoc mesenteroides
subsp.dextranicum
L. delbrueckii B. longum Pediococcus acidilatici

subsp.bulgaricus
L. fermentum

Saccharomyces boulardii

L. gasseri Streptococcus salivarius
subsp.thermophilus
L. helveticus Enterococcus faecalis
L. johnsonii Enterococcus faecium
L. lactis Propionibacterium
freudenreichii
L. paracasei Sporolactobacillus inulinus
L. plantarum
L. reuteri
L. salivarius
L. gallinarum

Fonte: SONG; IBRAHIM; HAYEK, 2012.

Os mecanismos de acdo dos probidticos, em geral, podem estar
associados a todos 0s grupos taxonémicos que apresentam esta denominacao
probidtica, tais como a inibicdo de agentes patogénicos e a producdo de metabdlitos
ou enzimas favoraveis. Outros efeitos, mais especificos, em nivel intestinal ou extra
intestinal, sdo particulares de algumas espécies isoladas, como efeitos neurolégicos,
endocrinolégicos e imunoldgicos (HILL et al., 2014).

Os probidticos sdo, assim, amplamente utilizados em aplicacbes
terapéuticas, incluindo a prevencédo de doencas urogenitais, alivio da constipacéo
intestinal, protecdo e reducdo de diarreia provocada por antibiéticos ou pela acéo
sobre patégenos. Outros beneficios como, a reducéo da intolerancia a lactose e do
nivel de colesterol sérico no sangue, queda da atividade cancerigena, controle de

sintomas da sindrome do intestino irritavel, prevencéo contra a osteoporose e alergias
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alimentares, tém sido vastamente estudados, porém muitas comprovagdes ainda nao
foram efetivamente alcancadas (KAUR; CHOPRA; SAINI, 2002; RANADHEERA;
BAINES; ADAMS, 2010).

Os produtos laticos foram os primeiros a terem as culturas probidticas
introduzidas na industrializacdo, sendo ainda os mais produzidos e consumidos,
principalmente na forma de leite acidificado, iogurte ou queijo. Entretanto, os sucos de
frutas também vém sendo considerados bom veiculo para o desenvolvimento de
probioticos. Os sucos podem apresentar sabor agradavel e aroma diferenciado
quando fermentados com diferentes linhagens probiéticas (SONG; IBRAHIM; HAYEK,
2012).

Além dos beneficios nutricionais e farmacoldgicos, estes
microrganismos oferecem varias vantagens tecnoldgicas, principalmente sob o
aspecto sensorial. Durante a fermentacao, muitas das culturas probioticas produzem
enzimas proteoliticas e lipoliticas que modificam a textura do alimento. Outra acéo é
a formacdo de acetaldeido que fornecera aroma ao produto (LEROY; DE VUYST,
2004).

1.8 Saccharomyces boulardii

A levedura Saccharomyces boulardii, foi descoberta por Henri
Boulard, um microbiologista francés, em 1920. Ao buscar novas linhagens de
leveduras que fossem capazes de suportar altas temperaturas a fim de produzir bom
vinho, deparou-se na Indochina com uma epidemia de colera. O francés foi informado
entdo, que a populacado preparava um cha com as cascas de uma fruta local, a lichia,
e que este aliviava os sintomas da diarreia provocada pela doenca. Posteriormente, 0
pesquisador conseguiu isolar o agente responsavel e verificou que na realidade a
eficacia contra a diarreia era devida a presenca de uma levedura, que foi denominada
de Saccharomyces boulardii (MCFARLAND, 2010).

A S. boulardii de acordo com o atual Cdodigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (ICBN), é referida como uma variedade da levedura industrial
mais comum, a Saccharomyces cerevisiae. Assim, €& mencionada como
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. No entanto, existem diferencas e
semelhancas entre as leveduras, principalmente pela S. boulardii conseguir se

desenvolver em temperatura de 37 °C, ser resistentes a pH &cido e sais biliares,
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enguanto que as demais linhagens de S. cerevisiae crescerem preferencialmente em
temperaturas proximas de 30 °C e ndo resistirem a pH inferior a 2 (CZERUCKA;
PICHE; RAMPAL, 2007; tUKASZEWICZ, 2012).

As leveduras probidticas, como € o caso da S. boulardii, sédo diferentes
dos probidticos bacterianos, pois sdo células eucaridticas que apresentam, em geral,
diferentes estruturas fisiologicas, sdo de maiores tamanhos, ndo adquirem genes
resistentes aos antibidticos, ndo sendo afetadas por estes. Deste modo, esta levedura
tem sido amplamente testada na eficacia clinica para diversos tipos de doencas
agudas, principalmente da diarreia associada ao uso de antibioticos e infec¢éo por
Clostridium difficile, ou diarreia do viajante e a doenc¢a de Crohn (MCFARLAND, 2010).

Diversos estudos demonstraram que S. boulardii possui diferentes
maneiras de agir contra patdbgenos no intestino, seja pela acdo luminal e tréfica na
mucosa ou ainda pela ac¢éo anti-inflamatdéria. No limen intestinal a levedura pode agir
preservando a fisiologia celular, impedindo a adeséo de patégenos, interagindo com
a microbiota natural, auxiliando no restabelecimento dos niveis de acidos graxos de
cadeia curta e atuando como regulador imunolégico. O efeito tréfico intestinal inclui o
aumento nas atividades totais de sacarase, maltase-glicoamilase, lactase, trealase,
aminopeptidase, fosfatase alcalina, em células epiteliais isoladas e fluido endoluminal,
aumentando a secrecao de SIgA (Imunoglobulina A secretora) e melhorando a sintese
do receptor de imunoglobulina polimérica (MCFARLAND, 2010; POTHOULAKIS,
2010).

Durante sua passagem pelo intestino, a S. boulardii, pode segregar
no lumen intestinal proteinas enziméticas, que atuam diretamente no bloqueio do
receptor ou na destruicdo direta de uma toxina patogénica. A sintese de serina
(aminoéacido) (54 KDa) pela S. boulardii leva a degradacdo das toxinas A e B
secretadas pelo Clostridium difficile (CASTAGLIUOLO et al., 1999), o que reduz,
consequentemente, os efeitos citotoxicos e enterotoxicos da infec¢cdo por esta
bactéria. Nao diferente, a fosfatase (63 KDa), também sintetizada pela levedura, é
capaz de desfosforilar e inativar a endotoxina (lipopolissacarideo) da Escherichia coli
0O55:B5 (BUTS et al., 2006).

Segundo Ali et al. (2012), a S. boulardii também apresenta potencial
terapéutico na atividade antimicrobiana. Os resultados indicaram que extratos hidro-
alcoolicos de células exibiram atividade antimicrobiana contra as cepas testadas de:

Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, E. coli e Candida
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albicans. Foi observado também que em extrato de etanol a S. boulardii apresentou
atividade contra fungos filamentosos e néo filamentosos, sendo que a maior atividade
antifangica foi registrada contra o Aspergillus niger e Trichoderma viride.

Como relatado por Pontier-Bres et al. (2012), a S. boulardii consegue
inibir a Salmonella enterica sorovar Typhimurium diminuindo a invaséo da bactéria no
cOlon através da modificacdo de sua motilidade e trajet6ria. Quando ocorre a coliséo
entre a Salmonella e a levedura probioética, uma mudanca na organizagao dos flagelos
bacterianos € observada. A partir deste fato a motilidade é afetada de modo que a
velocidade das bactérias torna-se reduzida, alterando sua trajetéria e por
consequéncia permitindo a facil adeséo pela S. boulardii na parede intestinal.

A S. boulardii é comercializada em p6 ou capsulas, principalmente
com células liofilizadas (MCFARLAND, 2010). Nao existem relatos de produtos
alimenticios industrializados produzidos ou adicionados da levedura probidtica, porém
alguns estudos incorporando S. boulardii em matriz alimentar ja foram realizados.

A S. boulardii, foi estudada em associagcdo com Lactobacillus em
iogurte, na tentativa de estimular o crescimento da cultura latica e garantir sua
sobrevivéncia durante o tempo de conservacdo (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN,
2001). Segundo os autores, a S. boulardii teve a capacidade de crescer dentro iogurte
probiético em nimeros maximos superiores a 7 log UFC e permanecer estavel por 29
dias. O nivel populacional de levedura foi maior no iogurte com frutas, principalmente
devido a presenca sacarose e frutose do fruto. Apesar da incapacidade de S. boulardii
de utilizar a lactose, a espécie de levedura utilizou acidos organicos, galactose e
glicose disponiveis devido ao metabolismo bacteriano. Entretanto, a producdo de gas
e alcool pelas leveduras provou ser o principal ponto negativo para a incorporacdo em
produto lacteo, ja que contribuem com aspectos sensoriais desagradaveis.

Karaolis et al. (2013) também formularam iogurte contendo S.
boulardii, com o intuito de oferecer um produto probidtico como alternativa para o
tratamento de diarreia associada a contaminacdo por patdogenos ou pelo uso
antibioticos. No estudo, foram formulados trés diferentes iogurtes de cabra, o primeiro
considerado controle, contendo apenas cultura latica, o segundo iogurte com a
levedura probiotica adicionada juntamente com a cultura e o terceiro a levedura
adicionada ap6s o iogurte ter coagulado com o fermento latico. Os resultados
mostraram que a S. boulardii estimulou a sobrevivéncia de lactobacilos, aléem de ter

mantido a concentracao celular constante durante o periodo de armazenamento. O
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iogurte produzido com a adicdo simultanea de cultura starter e levedura probidtica,
demonstrou propriedades sensoriais mais estaveis e de boa aceitabilidade que as

demais formulacoes.
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CAPITULO 2

Otimizacdo do processo de sacarificacdo e fermentacdo simultanea na
viabilidade celular de Saccharomyces boulardii em mac¢a organica e
convencional usando a metodologia de superficie de resposta

Resumo

Sacarificagéo e a fermentacao simultanea (SFS) constitui em uma hidrélise enzimatica
gue ocorre concomitante ao processo fermentativo, sendo considerado eficiente em
multiplicacéo celular de microrganismos e etanol. Neste estudo o planejamento fatorial
com pontos estrelas de face centrada (a = = 1) foi empregado para verificar a influéncia
da temperatura e da concentracédo de enzimas celulase e pectinase sobre a producao
de células de Saccharomyces boulardii durante a sacarificacdo e fermentacao
simultaneas em substrato de polpa de macéa organica e convencional. O efeito das
variaveis do processo, temperatura de fermentacao (25 — 35 °C), concentracdo de
pectinase (5 — 25 yL.100 g?) e concentracédo de celulase (4 — 8 yL.100 g?) foram
analisadas por regressdo multipla, através dos dados experimentais, desenvolvendo-
se modelos polinomiais de segunda ordem, os quais proporcionaram a descoberta
das condicBes ideais para multiplicacdo celular da levedura. Sob as condi¢cdes
estabelecidas foram determinadas a viabilidade celular nos substratos de maca, pela
viabilidade em placas, e expresso em log UFC.mL'. A condicdo ideal para
temperatura foi de 27,5 °C para ambos fermentados de maca, de 20 e 5 yL.100 g*
para pectinase e 8 e 7 uyL.100 g para celulase, respectivamente, para polpa maca
organica e convencional. Os valores experimentais para a viabilidade estiveram de
acordo com os preditos, mantendo-se em 8,349 + 0,015 log UFC.mL* (maca organica)
e 8,319 + 0,016 log UFC.mL' (macad convencional), sugerindo adequacédo dos
modelos desenvolvidos. Os valores de viabilidade celular em ambos os substratos,
com caracteristicas fisico-quimicas significativamente diferentes, foram considerados
estatisticamente iguais, indicando que mesmo que o sistema de cultivo gere macas
com atributos diferentes, estas ndo interferiram na viabilidade celular. A contagem de
células, em ambas as macéas, foram compativeis para que os fermentados contendo

S. boulardii possam ser considerados probidticos.

Palavras-chaves: probioticos, Malus Domestica, pectinase, celulase, SFS
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1 Introducéo

A levedura probiotica, Saccharomyces boulardii, apresenta grande
potencial terapéutico. Sua eficacia contra as doencas gastrointestinais esta associada
ao fato de bloquear moléculas de sinalizacdo celular, que promovem a inflamacéo
intestinal, preservar a fisiologia celular, interferir na fixacdo de patdgenos, interagir
com microbiota normal e também atuar como regulador imunolégico (MCFARLAND,
2010; POTHOULAKIS, 2010). Para Pontier-Bres et al. (2012), a S. boulardii consegue
inibir a Salmonella enterica sorovar Typhimurium diminuindo a invaséo da bactéria no
cOlon através da modificacdo de sua trajetoria e motilidade, possibilitando uma adeséo
mais facilitada pela prépria levedura na parede intestinal.

E desejavel que em uma cultura probiética, S. boulardii, permaneca
viavel, sobreviva ao armazenamento e quando ingerida, sobreviva a acdo do suco
gastrico e sais biliares (MCFARLAND, 2010). Por ser uma célula eucaridtica, S.
boulardii possui certas especificidades como probidtica que a distingue das células
procarioticas bacterianas. Sdo de tamanhos maiores, agindo consequentemente
como obstaculo as bactérias, ndo adquirem genes de resisténcia a antibidticos, e
ainda, ndo possuem a capacidade de transferir material genético (CZERUCKA;
PICHE; RAMPAL, 2007).

Por se tratar de uma levedura, o processo fermentativo leva
especialmente a producéo de alcool, sendo este considerado o principal metabdlito
deste processo. Entretanto, ha também a formacdo de compostos secundarios
através de outras vias metabdlicas realizadas para o crescimento celular e producéo
de massa celular (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). A adicdo de oxigénio
promove, maior sintese de massa celular, de modo a aumentar a taxa de fermentacéo,
fator importante na sintese de lipideos constituintes da membrana celular das
leveduras (ROSENFELD et al., 2003).

A ampla utilizacdo de diversos substratos ricos em componentes
organicos para processos fermentativos vém ganhando espago na pesquisa, como
estudado por Jang et al. (2012) que utilizou Saccharina japonica como substrato na
producdo de etanol. Entretanto, a geracdo de massa celular também €& necessaria,
principalmente quando se trata de uma levedura considerada probiética, ja que neste

caso o primordial é a producao de células.
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Macd de qualidade inferior € descartada no campo e na
comercializacdo in natura e passa a suprir, como matéria-prima, as unidades
industriais processadoras de sucos, bebidas alcodlicas e geleias (NOGUEIRA et al.,
2005). Todavia a qualidade perante a comercializacdo nao altera atributos de
composicdo, ja que os acUcares, minerais, proteinas e compostos bioativos, se
mantém inerentes ao fruto. A qualidade do solo, o clima e a nutricdo da cultura, € que
sao fatores que podem impactar diretamente nas caracteristicas nutricionais dos
frutos (PECK et al., 2006).

A macgd também apresenta componentes ndo nutritivos, como a
pectina e a celulose, que fornecem a polpa da fruta certa viscosidade. O efeito
sinérgico da combinacdo de pectinase e celulase é a parte decisiva no tratamento
enzimatico para a liguefacdo quase completa da polpa, quando requerida. A hidrélise
enzimatica da parede celular aumenta o teor de acguUcar redutor, teor de solidos
soluveis, de acido galacturdnico e acidez titulavel da polpa, gera um produto com baixa
viscosidade e reduzida quantidade de residuos (DRILLEAU, 1994; WILKINS et al.,
2007; PARMAR; RUPASINGHE, 2013).

De acordo com Knight e Newman, (2013), a cultura organica vem
ganhando amplo reconhecimento por ser uma forma de cultivo mais sustentavel.
Algumas pesquisas reportam que vegetais cultivados sob o sistema organico contém
maior teor de minerais, vitaminas e compostos bioativos do que as culturas
convencionais (BOURN; PRESCOTT, 2002; MAGKOS; ARVANITI; ZAMPELAS,
2003; MADER et al., 2007; DANGOUR et al., 2009; LAIRON, 2010; MAZZONCINI et
al., 2015).

A sacarificacdo e fermentacao simultanea ocorre ao mesmo tempo e
utilizando um mesmo recipiente. As enzimas hidrolisam os polissacarideos a
acucares, que sao imediatamente consumidos pela levedura (WILKINS; WIDMER,;
GROHMANN, 2007). Este processo requer uma condicdo intermediaria de
temperatura para as enzimas e para a levedura, além da concentracdo enzimatica
suficiente para a liberagdo dos acucares (MARTIN et al., 2008; PARMAR,;
RUPASINGHE, 2013).

O objetivo do trabalho foi realizar planejamento fatorial com pontos
estrelas de face centrada (a = + 1), a fim de verificar a influéncia da temperatura e da

concentracdo de enzimas celulase e pectinase sobre a multiplicacdo celular de
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Saccharomyces boulardii durante a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas em

substrato de polpa de maga organica e convencional.

2 Material e Métodos

2.1 Matéria-prima

As matérias-primas testadas como fonte de carbono nos
experimentos foram macas cultivadas no sistema organico (ORG) e convencional
(CONV). Padrao industria, da cultivar ‘Fuji’ (safra 2014/2015) adquiridas de produtores
da regido de Urupema, Santa Catarina. As macas foram lavadas, sanitizadas e
trituradas em processador (Walita Master RI7633) com 0,5% (m.v') de &acido
ascorbico para inativacdo de enzimas polifenoloxidases e peroxidases, que levam ao
escurecimento dos frutos (NOGUEIRA; SILVA, 1989). ApGs processada a polpa de

maca fora acondicionada em sacos de polietileno e armazenadas a — 20 °C.

2.2 Enzimas

As enzimas Celluclast® 1.5 L (celulase) e Novozym® 33095
(pectinase) produzidas a partir da fermentacao de Trichoderma reesei e Aspergillus
aculeatus / Aspergillus niger, respectivamente, foram cedidas pela NOVOZYMES®,
Dinamarca.

A Celluclast® 1.5 L, segundo o fabricante possui atividade enzimatica
de 700 EGU.g%, sendo considerada uma endo-glucanase que hidrolisa as ligacées
(1,4)-B-D-glucosidica em celobiose e glicose. As condi¢des 6timas da enzima segundo
a Unido Internacional de Quimica Pura e Analitica (IUPAC), ocorre em pH 4,8 e
temperatura de 50 °C (GHOSE, 1987).

De acordo com o fabricante, a Novozym® 33095 com atividade
enzimatica de 10000 PECTU. mL™? tem como principal componente enzimatico a
pectina liase, que catalisa a clivagem das ligacdes (1,4)-a-D-galacturonato metil-ester,
agindo entre 15 e 60 °C, e pH de 3,0 a 5,0.
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2.3 Caracterizagcdo dos substratos de maca orgéanica e convencional

A caracterizagdo da macéa organica ou convencional foi através da
determinacao de proteina, umidade, pH, acidez total titulavel e sdélidos sollveis totais,
conforme a AOAC (1994). Os minerais foram determinados em espectrofotbmetro de
plasma induzido por argdnio (ICP/OES, Optima 8300 — Perkin Elmer®, EUA) e os
aclUcares redutores e totais foram determinados em espectrofotdmetro UV-VIS
(Genesys 10S UV-Vis, Thermos Scientific™) pelas metodologias descritas por
Somogyi (1956) e Dubois et al. (1956), respectivamente.

Os valores médios (triplicata), foram submetidos ao teste Tukey em
nivel de 5% de significAncia, em software Statistica versédo 8.0, a fim de comparar
possiveis diferencas na composicdo dos substratos de polpa de macéd orgéanica e

convencional.

2.4 Microrganismo e preparo do indculo

A cultura de Saccharomyces boulardii foi obtida a partir de produto
comercial na forma liofilizada (Floratil® Merck). Cada capsula com 100 mg continha
0,5.10° células de S. boulardii — 17.

A cepa da levedura liofilizada foi reativada em 50 mL de meio de
cultivo YPD liquido (extratro de levedura, 10 g.L'; peptona bacteriolégica, 20 g.L;
dextrose, 20 g.L!) esterilizado em autoclave (121 °C por 30 min), distribuidos em
frascos Erlenmeyer de 125 mL e incubadas a 30 °C, 120 rpm por 24 horas, em
incubadora rotatéria tipo Shaker (CT-712, Cientec, Brasil). Culturas de trabalho foram
mantidas em tubos contendo meio YPD sélido (extrato de levedura, 10 g.L%; peptona
bacteriolégica, 20 g.L; dextrose, 20 g.L?; &gar, 15 g.L?) inclinados. Posteriormente
mantidos a 4 °C e repicados para um novo meio de cultivo YPD a cada duas semanas,
visando a manutencao da cepa.

O indculo foi preparado pela transferéncia de trés alcadas de células
contidas no tubo inclinado para cada 50 mL de meio YPD liquido. A incubagéo sob
agitacdo em incubador Shaker ocorreu a 30 °C e 120 rpm por 24 horas. Resultados
de testes preliminares indicavam que nesse tempo 0S microrganismos se

encontravam na fase estacionaria de multiplicagéo.
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2.5 Sacarificagéo e fermentagdo simultaneas

A sacarificacao e fermentacao simultanea (SFS) foi conduzida através
da inoculacédo de massa celular de S. boulardii adicionada com as enzimas Celluclast®
1.5 L e Novozym® 33095 no substrato de macéa organica ou convencional.

Massa celular (10 % m.v!) da levedura, centrifugada a 3000 rpm por
15 min (Eppendorf, 5804 R, Alemanha) e lavada com agua salina (0,9% m.v1), foi
inoculada em frascos com 100 g de maca, previamente tratados termicamente a 80
°C por 20 minutos (PAGANINI et al., 2005). A contagem, em placas no tempo inicial,
tanto para o substrato de maca organica quanto para o de maca convencional foi de
6 log UFC.mL™1,

O processo de otimizacéo, para obter-se maiores concentracdes de
células de S. boulardii, foi avaliado através das variaveis, concentracao de enzimas
Novozyme® 33095 e Celluclast® 1.5L e de temperatura de incubacao. A fermentagao
ocorreu em incubadora tipo Shaker a 120 rpm e em diferentes temperaturas, de
acordo com o delineamento experimental (Tabela 2). As amostras foram retiradas
apos 24 horas de fermentacdo e a contagem da viabilidade celular feita em placas
(item 2.6).

2.6 Determinacdo do numero de células viaveis

A determinacao da concentragéo de células foi realizada na propor¢éo
de 1:10 de substrato em agua peptonada (0,1% m.v!) com diluicdo seriada até 108,
100 yL das diluigbes 10, 107 e 10 foram plaqueados em triplicata no agar YPD e
incubadas a 30 °C por 24 horas. A média do numero de colbnias foi utilizada para o
calculo das unidades formadoras de colénias. Sendo os resultados expressos em log
UFC. mL.

2.7 Delineamento experimental

A otimizacdo foi um planejamento fatorial 22, com pontos estrelas de
face centrada (a = £1) e 2 repetigbes no ponto central, totalizando 18 experimentos.
Optou-se por este delineamento, pois neste projeto 0os pontos axiais sao o centro de

cada face do espaco fatorial, requerendo apenas trés niveis para cada fator
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(REZAZADEH et al., 2013). Os niveis dos fatores utilizados sdo mostrados na Tabela
2, onde (-1), (0) e (+1) significam o menor, médio e maior nivel, respectivamente.

A temperatura, concentracdo de pectinase e celulase foram utilizados
como variaveis independentes na producdo celular de S. boulardii. Os valores de
temperatura foram preestabelecidos para crescimento de S. boulardii de acordo com
a literatura, de 25 a 35 °C (ALl et al., 2012; NAGASHIMA et al., 2013). A concentracéo
de pectinase variou entre 5 e 25 yL.100 g* de acordo com as especificacdes do
fabricante (NOVOZYMES®, Dinamarca), assim como a concentracéo de celulase, que
ocorreu entre 4 a 8 uL.100 g.

O dados experimentais foram projetados através software Statistica
versao 8.0. Um modelo de regresséo polinomial quadratica completo foi utilizado para

correlacionar os dados experimentais (Equacéo 1).
Y=o + Z§=1 Bix; + Z£=1 ﬁiixi2 + Z§=1 Z§'=i+1 Bij xix; (1)

onde Y é a variavel de resposta de viabilidade celular (log UFC.mL™?), xi séo fatores
de processo, incluindo a temperatura de fermentacdo, concentracédo de pectinase e
celulase, Bo € o coeficiente de compensacio, Bi sao coeficientes lineares, Bi sao
coeficientes quadraticos e Bijj séo coeficientes de interagcdo (WANG et al., 2013).

As equacdes polinomiais estabelecidas foram usadas para tracar
superficies tridimensionais (3D) e bidimensionais (2D), a fim de visualizar os efeitos
individuais e interativos do processo, quando um dos parametros eram fixados em seu
ponto 6timo. O impacto e significado de cada termo (linear, quadréatico e interacdes)

na equacao de regressao foi avaliado por analise de variancia (ANOVA).
2.8 Validacao das condicdes de otimizacdo e dos modelos preditivos

Validacdo das condi¢cdes otimizadas e dos modelos preditivos, foi
testada utilizando as condic¢des ideais previstas. Experiéncias em triplicata, realizadas
nas condi¢des 6timas de cada substrato, e os valores experimentais médios foram
comparados com os valores previstos, de modo a determinar a validade dos modelos.
O crescimento de S. boulardii e ambas as macas, organica e convencional, foi
comparado pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, a fim de verificar a

interferéncia do substrato.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo da matéria-prima

Os dados obtidos na caracterizacdo das polpas de maca (Tabela
1), apos o procedimento de lavagem, sanitizacao e trituracdo (Item 2.1), apontaram
gue o sistema de cultivo, organico ou convencional, interferem significativamente nas
caracteristicas dos frutos. Houve diferenca significativa entre o0s substratos,
apresentando a maca organica maiores concentracdes de solidos soluveis, acidez,
acucares totais, proteinas e minerais. Caracteristica do substrato é de grande
importéancia para processo de fermentagdo, pois muitos dos componentes existentes
no meio, entre eles os minerais, podem influenciar positiva ou negativamente na
multiplicacédo e no crescimento celular (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Tabela 1 - Caracterizacgéo fisico-quimica em base seca, de partes comestiveis
(com cascas) de macas cultivadas sob os sistemas organico (ORG) e
convencional (CONV).

Composicao da maca ‘Fuji’*
ORG CONV

pH

Soélidos sollveis totais (% m.m™)
Umidade (% m.m1)

Acidez titulavel/ &c. malico (% m.m™)
AgUcares totais (% m.m-1)

Acucares redutores (% m.m?)
Proteinas (% m.m)

Cinzas (mg.g?)
Minerais (mg.g?)

3,515 + 0,002 2
17,376 £ 0,002 2
86,240 + 0,027 b

0,532 + 0,003 @
12,738 + 0,148 @

9,537 +0,050 2

0,160 + 0,005 2

3,445 + 0,070 @

3,640 + 0,004 2
14,772 £ 0,063 °
88,342 + 0,079 @

0,424 + 0,015 °

9,404 + 0,361 °

8,512 +0,2852

0,070 £0,010°

2,385+ 0,100 "

Fosforo 0,233 +0,090 2 0,178 £ 0,100 ®
Calcio 0,110 + 0,200 2 0,104 £ 0,150 ®
Potassio 0,933 +0,0332 0,713 +£0,095°
Magnésio 0,042 £ 0,020 2 0,038 + 0,001 ®
Saodio 0,217 +0,020 2 0,196 + 0,050 P
Enxofre 0,026 + 0,100 2 0,021 +£0,010°
Aluminio 0,010 + 0,250 2 0,009 + 0,008 P

*médias ha mesma linha seguidas por letras iguais nao diferem significativamente (p < 0,05).

organico melhora as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo quando

De acordo com Amarante et al. (2015), o sistema de producéo
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comparado ao sistema de producéo convencional, pois a necessidade de adubacéao
constante, possibilita um solo mais homogéneo e integro, influenciando diretamente

na qualidade dos frutos.

3.2 Delineamento central composto de face-centrada para otimizacdo de
parametros eficazes na producéo de S. boulardii por SFS

Para otimizar a maxima producédo de S. boulardii em polpa de maca
organica (Yorg) € convencional (Yconv), mantendo suas caracteristicas inatas, ou seja,
sem qualquer adicdo de outros nutrientes, foram selecionadas, baseadas em testes
preliminares, as variaveis independentes: temperatura (Xi), concentracdo de
pectinase (X2), e concentracédo de celulase, (Xs), transformadas em codificadas (x1, X2
e X3), respectivamente.

As varias combinacdes das condi¢des experimentais, codificadas (x")
e reais (X"), com suas respectivas respostas (dados médios de resposta) estdo
representados na Tabela 2.

Os dados experimentais (Tabela 2) foram usados para desenvolver
um modelo de regressdo polinomial quadratica das trés variaveis (x1, X2 € X3) em
ordem linear e quadratica. Os modelos estatisticos matematicos, que representam a
funcdo resposta, equivalentes as Equacdes (2) e (3), organica e convencional,
respectivamente. Na equacdo candnica ajustada aos dados experimentais, Yorg €
Yconv, Variaveis dependentes, sdo o nimero de células viaveis (log UFC.mL). Os

termos significativos em nivel de 5% séo mostrados com um asterisco (*).

Yore = 8,301+0,016 — 0,056%0,056*x; — 0,035+0,013*x, + 0,048+0,013*x; —
0,072+0,025*x2 — 0,027+0,025x2 + 0,004+0,025x2 — 0,034%0,014*x,x, +
0,014+0,014x,x, + 0,02320,014x,x; )

Yconv = 8,284+0,010 — 0,070+0,008*x, — 0,018+0,008x, + 0,013+0,008x; —
0,067+0,015%*x?> — 0,01610,015x2 — 0,052+0,015*x2 — 0,006£0,009x,x, —
0,008+0,009x, x; — 0,039+0,009*x, x5 (3)

Verificou-se nas Equacdes (2) e (3) que a temperatura (x1) linear e

quadratica foram as unicas a serem significativas em ambos os modelos (p < 0,05).
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Todos os termos significativos, exceto para a concentracdo de celulase (xs)
(desconsiderando as interagfes) tiveram coeficientes negativos, indicando que
quando aumenta-se a concentracdo de pectinase e a temperatura, ocorre uma queda
na producdo de células de S. boulardii. O sinal e o valor do efeito quantitativo
representa a tendéncia e magnitude da influéncia da resposta, respectivamente
(VERMA et al., 2009; ZHANG et al. 2013).

Tabela 2 - Efeitos dos fatores de processo, temperatura (Xi), concentracdo de
pectinase (X2) e concentragcdo de celulase (Xs) na viabilidade celular durante a
sacarificacdo e fermentacdo simultanea de maca organica (Yorg) Ou convencional
(Yconv) Obtida por planejamento fatorial 22 com face centrada e 2 repetigdes no ponto
central.

Ensaio Parametros de processo Parametros respostas
Niveis, variaveis codificadas e reais v v
X1/ X1 X2/ X2 X3/ X3 o conv
1 -1 (25) -1 (5) -1 (4) 8,237 £ 0,006 8,176 + 0,001
2 -1 (25) -1 (5) 1(8) 8,290 £ 0,001 8,279 £0,011
3 -1 (25) 1(25) -1 (4) 8,217 £ 0,013 8,204 £ 0,013
4 -1 (25) 1(25) 1(8) 8,284 £ 0,017 8,190 £ 0,001
5 1 (35) -1 (5) -1 (4) 8,224 + 0,020 8,051 £ 0,010
6 1 (35) -1 (5) 1(8) 8,255 + 0,001 8,161 + 0,001
7 1 (35) 1 (25) -1 (4) 7,989 £ 0,011 8,097 £ 0,001
8 1 (35) 1 (25) 1(8) 8,190 + 0,001 8,011 + 0,053
9 -1 (25) 0 (15) 0 (6) 8,306 £ 0,005 8,312 +0,011
10 1(35) 0 (15) 0 (6) 8,114 £ 0,017 8,138 £ 0,024
11 0 (30) -1 (5) 0 (6) 8,267 £ 0,001 8,284 +0,017
12 0 (30) 1(25) 0 (6) 8,243 £ 0,001 8,267 £ 0,001
13 0 (30) 0 (15) -1 (4) 8,224 + 0,006 8,230 + 0,001
14 0 (30) 0 (15) 1(8) 8,347 £ 0,005 8,249 + 0,006
15 0 (30) 0 (15) 0 (6) 8,322 + 0,001 8,301 + 0,021
16 0 (30) 0 (15) 0 (6) 8,322 + 0,021 8,301 + 0,001
17 0 (30) 0 (15) 0 (6) 8,301 £ 0,001 8,236 + 0,006
18 0 (30) 0 (15) 0 (6) 8,337 £ 0,015 8,267 £ 0,001

x1/X1: Temperatura, codificada/ real (° C); x2/X2: concentragcéo de pectinase, codificada/ real (uL.100
g'substrato); xa/Xs: concentragao de celulase , codificada/real (uL.100 g'substrato); Yorg e Yconv:
viabilidade celular em log UFC.mL-1 em fermentado de polpa de maga organica e convencional,
respectivamente. A aleatorizacdo dos dados codificados foram gerados pelo software Statistica.

Para verificar a adequacao e a aptidao das equagdes de regressao
desenvolvidas, foi realizada a analise variancia (ANOVA), em que valores de p

inferiores a 0,05 indicam que os termos correspondentes foram significativos em um
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nivel de confianca de 95%. Os resultados estdo nas Tabelas 3 e 4 (substrato macga
orgéanica e convencional, respectivamente).

Na andlise de variancia tanto para SFS no substrato de maca
organica, quanto para o convencional (Tabela 3 e 4), constatou-se que nos modelos
desenvolvidos houveram respostas significativas em nivel de probabilidade de 5%.
Isso ocorreu principalmente para a variavel temperatura, a qual foi significativa tanto

em modelo linear quanto quadratico, em ambos 0s substratos.

Tabela 3 - Anova para modelo quadrético relacionado a SFS em substrato de
maca organica.

Soma dos Graus de  Quadrado F-valor p-valor*

quadrados liberdade médio
x1 (L) 0,0316 1 0,0316 141,2184  0,0013
x1 (Q) 0,0140 1 0,0140 62,5173 0,0042
x2 (L) 0,0122 1 0,0122 54,3416  0,0052
X2 (Q) 0,0019 1 0,0019 8,8068  0,0592
x3 (L) 0,0227 1 0,0227 101,1299 0,0021
x3 (Q) 0,0000 1 0,0000 0,1547  0,7203
X1X2 (L) 0,0094 1 0,0094 42,1896  0,0074
X1X3 (L) 0,0016 1 0,0016 7,0450 0,0767
x2x3 (L) 0,0042 1 0,0042 18,8347  0,0226
Falta de ajuste 0,0128 5 0,0025 11,3933 0,0363
Erro Puro 0,0007 3 0,0002
Total SS 0,1292 17

x1: Temperatura codificada; x2: concentragdo de pectinase codificada; xs: concentracdo de celulase
codificada. (Q) quadratico; (L) Linear. R? = 0,8960; R? Ajuste = 0,7789,
*p < 0,05 os termos séo significativos.
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Tabela 4 - Anova para modelo quadratico relacionado a SFS em substrato de maca
convencional.

Soma dos Graus de Quadrado  F-valor p-valor*

quadrados liberdade(df) médio
x1 (L) 0,0493 1 0,0494 51,6463  0,0055
x1 (Q) 0,0123 1 0,0124 12,8296 0,0372
x2 (L) 0,0033 1 0,0033 3,4861 0,1587
x2 (Q) 0,0007 1 0,0007 0,7717  0,4444
x3 (L) 0,0017 1 0,0017 11,8134 0,2708
x3 (Q) 0,0075 1 0,0075 7,8069 0,0682
xaxz (L) 0,0002 1 0,0002 0,2589 0,6459
xaxs (L) 0,0005 1 0,0005 0,5499 0,5121
x2x3 (L) 0,0122 1 0,0122 12,8003 0,0373
Falta de ajuste 0,0024 5 0,0005 0,5020 0,7662
Erro Puro 0,0029 3 0,0009
Total SS 0,1332 17

x1: Temperatura codificada; xz2: concentragéo de pectinase codificada; xs: concentracdo de celulase
codificada. (Q) quadratico; (L) Linear (Q) quadratico; (L) Linear. R2 = 0,9604; R2 Ajuste = 0,9159.
* p £ 0,05 os termos séo significativos.

Mesmo havendo variaveis ndo significativas, o valor de R? da
regressao para os modelos mostrado, foi de 0,8960 para maca orgéanica e 0,9604 para
convencional, indicando que 89 e 96% de Yorg € Yconv, respectivamente, puderam ser
explicados pelos modelos estabelecidos. A falta de ajuste (Lack of Fit) foi significativa
(p = 0,0363) apenas para maca organica, revelando que o modelo ndo se encaixou
com precisao aos dados, entretanto, Waszczynskyj, Rao e Silva (1981) sugerem que
o teste da falta de ajuste pode ser considerado irrelevante quando o quadrado médio
do erro experimental for baixo, o que ocorreu no presente trabalho, confirmando a
validade do modelo de andlise preditiva.

Considerando que os modelos foram validos, as superficies de
respostas foram geradas com o objetivo de otimizar o processo. Para cada curva de
superficie de resposta 3D foi construida uma curva de contorno correspondente 2D, a
fim de expressar um namero infinito de pontos entre duas variaveis independentes,
em que o nivel de cor representou as diferentes respostas para concentracao de S.

boulardii.
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A relacdo entre as variaveis independentes e dependentes, ilustrada
nas curvas em 3D e 2D geradas pelos modelos preditos nas equacdes de regressao
(Equacéo 2 e 3), foram utilizados para explicar a interacao entre dois parametros de
processo, enquanto um deles era fixado no nivel 6timo (WANG et al., 2013).

A Figura 1 mostrou o efeito interativo de temperatura e concentragcéo
de enzima pectina liase na concentracdo celular de S. boulardii durante a SFS em
maca organica (a) e convencional (b). As regiées com maior concentracdo de células,
foram préximas de 28 °C, para (a) e (b), e de 15 yL.100 g* para (a) e 5 yL.100 g*
para (b), revelando que o aumento da temperatura e da concentracdo de pectinase,
quando a celulase fixada em seu ponto 6timo, ndo favorecem o crescimento das
leveduras estudas.

Como o pH de ambas as macas encontrou-se em torno de 3,0 (Tabela
1), ou seja, dentro da faixa de atividade da enzima pectina-liase Novozym® 33095, e
a temperatura do processo esteve também em sua faixa 6tima, constatou-se que
provavelmente a melhor propor¢cdo enzima/substrato ocorreu nas condicdes
observadas, aumentando a fluidez do mosto. A pectina-liase degradou a pectina
presente na lamela média, catalisando a B-eliminacéo entre dois residuos de acido
galacturonico esterificados, clivando as ligacdes por transeliminagédo do hidrogénio
dos carbonos das posicdes 4 e 5 da por¢cao aglicona da pectina, de modo endo ou
exo, provocando, consequentemente uma liquefacdo da polpa de maca (DEMIR et al.,
2001; YADAV et al., 2009).

Todavia o efeito da temperatura foi mais expressivo, no modelo, que
o efeito da concentracdo da pectinase, e a Figura 1, apenas nos reforca que esta
variavel significativa (p < 0,05), tanto em seu termo linear, quanto quadratico, para 0s
dois substratos, foi otimizada. Para Pardo, Galvagno e Cerrutti (2009) a melhor
producdo de biomassa de S. boulardii, em frascos agitados, ocorreu a 28 °C, com
producdo de 8,462 log cel.mL?, valores estes muito proximos dos obtidos neste
estudo. Ja em temperaturas entre 25 e 30 °C a producdao celular foi superior a 8,34
log UFC.mL (Yorg) € 8,29 log UFC.mL™* (Yconv) (Figura 1).
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Figura 1 - Superficie de resposta 3D e gréfico de contorno 2D. Resposta da producéo

de células (log UFC.mL™?) de S. boulardii durante a SFS em magé organica (ORG) (a)
e convencional (CONV) (b), de acordo com temperatura (X1) e a concentracao de
pectinase (X2), quando fixada a concentracdo de celulase (Xs), em seu ponto 6timo (8
e 7 uL.100 g%, para ORG e CONV, respectivamente)
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A Figura 2 mostra o efeito da interacdo entre a temperatura e
concentracéo de enzima Celluclast® 1.5 L, na concentracdo celular de S. boulardii
durante a SFS em maca organica (a) e convencional (b), quando fixado a
concentracéo de pectinase em seu valor 6timo (Figura 4). Nesta figura, tanto para (a)
qguanto para (b), as regides onde houve maior crescimento da levedura, foram as

encontradas entre 6 e 8 uL.100g* para enzima celulase, e préoximo de 28 °C para a
temperatura.
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Figura 2 - Superficie de resposta 3D e grafico de contorno 2D. Resposta da producgéo
de células (log UFC.mL™?) de S. boulardii durante a SFS em magé organica (ORG) (a)
e convencional (CONV) (b), de acordo com a temperatura (X1) e a concentragéo de
celulase (X3), quando fixada a concentracao de pectinase (X2) em seu ponto 6timo (20
e uL.100 g, para ORG e CONV, respectivamente).
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A enzima Celluclast® 1.5 L, mesmo em condicdes de pH (4,8) e
temperatura (50 °C) desfavoraveis, mostrou-se eficiente no processo da quebra de
unidades de endoglucanases, sendo significativa no processo de SFS (Tabelas 3 e
4). As endoglucanases promovem a hidrolise das cadeias internas de celulose,
produzindo oligossacarideos, celobiose e glicose (KARLSSON et al., 2002). O
aumento da concentragcdo de celulase, até ao nivel maximo, provavelmente provocou
liberacdo de mais unidades de glicose, as quais tornaram-se disponiveis para a
levedura durante o processo fermentativo. Mesmo néo se tratando de macga, Yuliarti
et al. (2011), verificaram, em Kiwi, uma variagao significativa (p < 0,05) no teor de

acucares, ao aplicarem trés diferentes concentracdes de Celluclast® 1.5L. Os valores
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de glicose, passaram de 0,042 para 0,36% (m.m* base seca), mesmo quando
adicionada a menor concentracéo estudada (0,1 mL.kg™?).

Na Figura 3 foram apontados os efeitos da interacdo entre celulase
Celluclast® 1.5L e pectinase Novozym® 33095, quando fixou-se a temperatura no
ponto 6timo. Ambas as curvas (a) e (b) estdo proximas da regido do oOtimo,
principalmente para polpa de macé convencional. O gréfico de contorno em 2D, assim
como o de superficie de resposta em 3D, reiterou a tendéncia de que a maior producao
celular da levedura quando a concentracéo de celulase esteve proxima ou superior a
8 uL.100 g* e de pectinase entre 5 e 15 uL.100 g%, em polpa de magéa convencional.
Ja para magca organica a concentragédo de celulase esteve entre 6 e 8 yL.100 g* e
pectinase inferior a 10 yL.100 g*. Wilkins, Widmer e Grohmann (2007), também
utilizaram pectinase e celulase combinadas a uma fermentacdo de cascas de liméo
por Saccharomyces cerevisiae para produzir etanol com maior rendimento. As
enzimas hidrolisaram polissacarideos em agucares simples, que foram imediatamente
consumidos pela levedura para produzir etanol. Assim, a SFS aumentou as taxas de

hidrolise do substrato, reduzindo a inibicdo das enzimas pelo produto.
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Figura 3 - Superficie de resposta 3D e gréfico de contorno 2D. Resposta da producéo
de células (log UFC.mL™?) de S. boulardii durante a SFS em magé organica (ORG) (a)
e convencional (CONV) (b) de acordo com a concentracao pectinase (X2) e celulase

(X3), quando fixada a temperatura (X1) em seu ponto 6timo (27,5 °C para ambos
substratos).
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Cada temperatura e concentragdo de enzimas, podem limitar ou ndo
0 crescimento e manutengdo metabdlica de levedura. Foi importante verificar quais
parametros propiciaram maxima concentracdo de S. boulardii. Nota-se na Figura 4
temperatura de 27,5 °C, concentracéo de pectinase de 20 e 5 uL.100 g%, concentracéo

de celulase de 8 e 7 uL.100 g1, respectivamente, para o substrato de polpa de maca
organica e convencional.
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Figura 4 - Valores 6timos previstos para as variaveis independentes na resposta da
producdo de células (log UFC.mL™1) de S. boulardii durante a SFS em magcé organica
(a) e convencional (b).
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A concentracdo de enzima pectinase (X2) foi a variavel que no ponto
otimo mais apresentou distingdo para fermentado em polpa de mag¢éa organica (20
uL.100 g1) e convencional (5 uL.100 g1). A concentracédo de enzima celulase (X3) no
ponto oOtimo, também teve concentracdes diferentes nas polpas de macas. Isso
provavelmente, ocorreu devido a polpa de maca organica ter apresentado maior teor
de sélidos soluveis e menor umidade (Tabela 1), e possivelmente maior teor de
pectina, necessitando maiores concentracdes da enzima péctica para maior hidrélise
da pectina, liquefazendo-a, proporcionando um substrato menos viscoso, 0 que

permitiu maior aeracdo do meio e consequentemente producdo de massa celular.

3.3 Determinacao e validacao das condi¢cfes 6timas

Uma condicéo ideal para o crescimento da levedura foi verificada para
obter maxima concentracdo da S. boulardii, segundo a ordem dos modelos
polinomiais obtidos neste estudo. Adequacdes dos valores 6timos preditos pelas
equacdes do modelo (2 e 3), foram realizadas, buscando manter valores do 6timo para
ambos os substratos de maca. Os experimentos foram realizados nas condi¢cbes

ideais, a fim de comparar os resultados experimentais com os valores previstos das
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respostas usando as equagfes dos modelos empiricos desenvolvidos (Equacgéo 2 e
3). As respostas previstas e as experimentais encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores preditos e experimentais das respostas sob
condi¢cBes oOtimas para fermentacédo de polpa de macéa organica (ORG)
e convencional (CONV).

L Valores 6timos dos Valores otimizados
Variaveis A :
parametros do processo (preditos)
Yora Yconv
ORG CONV (log UFC.mL?Y) (log UFC.mL™?)
X1(°C) 8,4155 8,35705
21,5 21,5 (+ 95% conf) (+ 95% conf)
X2 (ML.100 g?) 20 5 8,3516 8,3167
(predito) (predito)
X3 (ML.100 g?) 3 ; 8,2869 8,2764

(- 95% conf) (- 95%conf)

L Valores o6timos dos . -
Variaveis « Valores experimentais
parametros do processo

Yora Yconv
ORG CONV (log UFC.mL?Y) (log UFC.mL™?)
X1 (°C) 27,5 27,5 8,349+0,0152 8,319+0,016°2
X2 (ML.100 g?) 20 5
X3 (uL.100 g?) 8 7

X1: temperatura real; X2: concentracdo de pectinas real; Xs: concentracdo de celulase
real. *médias na mesma linha seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente
(p <0,05).

Os resultados obtidos através de experimentos de validacao,
indicaram que o modelo quadratico e os valores ideais séo validos dentro do intervalo
de confianca esperado (95%).

A fim de comparar estatisticamente se houve diferenca significativa (p
< 0,05) entre a concentracao de células da levedura obtidas no processo de SFS nos
diferentes substratos de maca estudados, teste de médias Tukey, foi realizado a partir
dos dados experimentais (Tabela 5).

A Tabela 5 relevou que apesar das macas, organica e convencional,
terem caracteristicas fisico-quimicas diferentes, estas ndo interferem na multiplicacao
celular da levedura, uma vez que a viabilidade apds 24 horas a 120 rpm, para ambos
substratos, foi estatisticamente igual. Ambos os meios de cultivo foram considerados
substratos fermentativos adequados, ja que produtos com nameros superiores a 8 log
UFC. mL! podem apresentar acéo probiética (MITROPOULOU et al., 2013).
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4 Concluséao

Os resultados mostraram que a temperatura teve efeito significativo
sobre o crescimento da levedura para ambos os substratos de macé estudados.

O planejamento central composto com face centrada foi eficaz para
otimizar e estudar o efeito individual e interativo de varidveis de processo,
temperatura, concentracao de pectinase e celulase, sob a resposta de concentracao
de células de S. boulardii. O modelo desenvolvido teve a capacidade de prever a
concentracéo celular, verificando ser comparaveis com o dos valores experimentais
observados. N&o houve diferenga significativa entre os substratos de maca para a
producdo de células de S. boulardii, indicando que mesmo havendo diferenca
significativa entre compostos presentes nos frutos, principalmente teor de acucares,
proteinas e minerais, estes ndo interferiram no desenvolvimento celular.

Estudos futuros poderéao ser realizados a fim de se desenvolver um
produto probiético fermentado por levedura S. boulardii, jA que o substrato de maca

mostrou-se eficiente para o crescimento da levedura.
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CAPITULO 3

Estudo cinético da producdo de biomassa de Saccharomyces boulardii
durante sacarificacdo e fermentagdo simultanea (SFS) em macgé orgéanica e
convencional

Resumo

A fermentacdo com incorporacdo de ar por agitacdo, favorece maior sintese de
materiais de reserva constituintes da membrana celular das leveduras, de modo a
aumentar a producdo de biomassa, a medida que &cidos organicos sédo formados por
distintas vias metabdlicas. O trabalho teve por finalidade realizar hidrélise de polpa de
macd, organica e convencional, simultaneamente a fermentacdo pela S. boulardii,
objetivando principalmente a producdo de biomassa da levedura. Modelos cinéticos
foram desenvolvidos para explicar a variacdo dos principais produtos gerados pela
sacarificacdo e fermentacédo simultanea durante 48 horas. Utilizou-se biorreator de
bancada, tipo tanque agitado, a 500 rpm. Aliquotas foram retiradas durante cada
batelada, para analise dos componentes em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Os resultados demonstraram que a levedura entrou em estado estacionério
a partir de 16 horas de processo, com producdo de biomassa, de 4,885 + 0,004 g.L*
em polpa de maca organica e 4,798 + 0,002 g.L"! em polpa de maca convencional,
resultados que apresentaram diferenca significativa. A liberacdo de acUcares pela
sacarificagdo de celulose e pectina provavelmente interferiu no processo,
proporcionando um desequilibrio no teor de monossacarideos. Dentre os &cidos
organicos determinados, o malico foi o de maior concentracdo no inicio da
fermentacdo, 1,890 + 0,014 g.L* e 1,370 + 0,014 g.L%, em polpa de macé organica e
convencional, respectivamente. A medida que a SFS progredia, a sintese de acido
acético, succinico e citrico ocorria, reduzindo consequentemente o pH do mosto. Esta
reducédo foi visivelmente maior para polpa de macéd convencional, 0 que pode ter
contribuido para a menor producao de biomassa nesse substrato. Contudo em ambos
0s substratos a concentracao celular foi considerada com niveis compativeis para que

a S. boulardii pudesse ser considerada com agéo probidtica.

Palavras-chaves: SFS, CLAE, &cidos organicos, levedura probiética.
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1 Introducéo

O processo de sacarificagéo e fermentagéo simultanea (SFS) busca
combinar, em mesmo reator, a hidrélise enzimética com a concomitante fermentacéo.
Este processo difere dos sistemas em que a hidrélise enzimética e a fermentacao
ocontecem separadamente, pois os produtos gerados durante a sacarificacdo, no
sistema simultaneo, ndo ocasionam uma inibicdo inicial das leveduras durante o
processo fermentativo, ocorrendo rapida assimilacdo dos agucares pela levedura
durante processo (DESHPANDE et al., 1983; HARI KRISHNA et al., 1999).

A utilizacdo de frutas como matéria-prima para producdo de
fermentados pode ser a solugdo para minimizar perdas pos-colheita de frutos
pereciveis nas lavouras (SANDHU; JOSHI, 1995). A macda, dependendo do cultivo,
solo, clima e variedade, pode apresentar caracteristicas fisico-quimicas
imprescindiveis tornar-se matéria-prima eficiente no processo fermentativo, com
significativos teores de acUcares, compostos nitrogenados, minerais e vitaminas
(BALAZS et al., 2012).

A fermentacdo é um processo metabdlico anaerdbio induzido por
microrganismos que convertem ou decompdem substratos organicos, em especial 0s
acucares, com 0 objetivo de obter energia para sua propria sobrevivéncia. Os
acucares catabolizados pelas leveduras, sdo convertidos em etanol e gas carbdnico,
ao passo que acidos organicos e alguns alcoois superiores sdo formados em
pequenas quantidades, por distintas vias metabdlicas (D’AMORE; RUSSELL;
STEWART, 1989).

Quando o oxigénio esta disponivel, o metabolismo da levedura é
direcionado para a respiracdo, rendendo teoricamente 38 moles de ATP para cada
mol de glicose, permitindo maior velocidade de crescimento, maior producdo de
biomassa, e sintese de materiais de reserva, como esterdis e acidos graxos
constituintes da membrana celular das leveduras de modo a aumentar a taxa de
fermentacao (HENICK-KLING, 1988, ROSENFELD et al., 2003).

A Saccharomyces boulardii, foi isolada pela primeira vez a partir de
frutos de lichia na Indochina durante a década de 1950, desde entdo seu potencial
terapéutico passou a ser investigado e conhecido por atuar na profilaxia e tratamento
de infecc¢des intestinais e doenca inflamatoria do intestino, principalmente em diarréias
provocadas por bactérias (MCFARLAND, 2010).
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Experimentos revelaram que a S. boulardii ajuda nos tratamentos de
doencas crbnicas, como a doenca de Crohn (VILELA et al.,, 2008), sindrome do
intestino irritavel (BAFFUTO et al., 2013), diarreia relacionada com a infeccao pelo
virus HIV (VILLAR-GARCIA et al., 2015), giardiase (BESIRBELLIOGLU et al., 2006),
e ainda, na reducdo dos efeitos colaterais no tratamento contra Helicobacter pylori
(SZAJEWSKA; HORVATH; PIWOWARCZYK, 2010). Esta levedura é eficaz como
probiotica, jA que sobrevive a passagem pelo trato gastrintestinal de humanos,
sobrevive a temperatura corporal (37 °C), resiste aos acidos do estdmago e sais
biliares e age competitivamente com outros microrganismos no trato intestinal
(FAO/WHO, 2001; FIETTO et al., 2004).

De acordo com a definicdo proposta pela FAO/WHO, probiéticos séo:
"Microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficio & saude do hospedeiro" (FAO/WHO, 2001). Os efeitos benéficos
dos probiéticos séo obtidos quando um alimento contém um nimero adequado destes
microrganismos, entre 6 e 8 log UFC.g* ou mL* (THOMAS et al., 2014).

Neste contexto, o trabalho teve por finalidade realizar hidrélise de
polpa de macda, organica e convencional, simultaneamente a fermentacdo pela S.
boulardii, objetivando principalmente a producédo de biomassa da levedura. Modelos
cinéticos foram desenvolvidos para explicar a variacdo dos principais produtos

gerados pela SFS, durante periodo tempo estabelecido.

2 Material e Métodos

2.1 Matéria-prima, processamento e obtencao da polpa

Macas, variedade ‘Fuji’, cultivadas em sistema de plantio organico (ORG) e
convencional (CONV), foram adquiridas de dois distintos produtores da regido de
Urupema, Santa Catarina (Safra 2014/2015). Os frutos foram lavados, sanitizados e
triturados em processador (Walita Master RI7633) com adi¢do de 0,5% (m.v?!) de
acido ascorbico (NOGUEIRA e SILVA, 1989). A polpa foi acondicionada em sacos de
polietileno e armazenada a — 20 °C, até fermentagdo submersa com agitacdo. Antes

da fermentacéo, as polpas foram termicamente tratadas a 80 °C por 20 minutos.
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2.2 Cultura de levedura e manutencao da cepa

A levedura empregada na fermentacdo de polpa de maca organica e
convencional, foi utilizada a partir do medicamento Floratil® (Merck), que continha
aproximadamente 0,5.10° células de S. boulardii-17 em 100 mg. A levedura liofilizada
foi reativada em 50 mL de YPD liquido (extrato de levedura, 1% (m.v'); peptona
bacteriolégica, 2% (m.v1); dextrose, 2% (m.v?t)), incubada a 30 °C e 120 rpm por 24
horas, em incubadora de bancada refrigerada com agitacéo orbital (CT-712, Cientec,
Brasil). Culturas trabalho, visando a manutenc¢éo da cepa, foram mantidas, a4 °C, em
tubos inclinados com &gar YPD (extrato de levedura, 1% (m.vl); peptona
bacteriologica, 2% (m.v1); dextrose, 2% (m.v?1), Agar, 1,5% (m.v1)), e repicadas a

cada duas semanas.

2.3 Fermentacéo submersa com agitacao

Para efetividade e atividade da levedura, pré-indculo foi preparado
pela transferéncia de trés algcadas de células trabalho para cada 50 mL de YPD liquido.
A incubacdo sob agitacdo na incubadora orbital, Shaker, ocorreu a 30 °C e 120 rpm
por 24 horas.

A polpa de maca por se apresentar bastante espessa, necessitou do
uso de enzimas para sacarificacdo, com consequente liquefacéo. A sacarificacdo e a
fermentacdo da polpa ocorreram simultaneamente. A concentracdo de pectinase
(Novozym® 33095) foi de 10 uL.100 g* e celulase (Celluclast® 1.5 L) de 8 uL.100g7,
baseando-se nas concentracfes otimizadas no Capitulo 2. Entretato, diferente das
codicBes otimizadas no Capitulo 2, mesmas concentracdo de pectinase e celulase
fossem usadas em ambos substratos, ORG e CONV, tomando o devido cuidado para
gue ocorresse a manutencao das condicdes de maior producao celular, dentro do
intervalo de confianca de 95 %. Ambas enzimas foram cedidas pela NOVOZYMES®,
Dinamarca.

Para melhor adaptacdo da S. boulardii ao meio de fermentacgéo,
inéculo foi preparado usando-se biomassa celular (10% m.v') do pré-inéculo,
centrifugada a 3000 rpm por 15 min (Eppendorf, 5804 R, Alemanha). A biomassa
obtida foi lavada com &gua salina (0,9% m.v1), anterior a inoculacédo simultanea com

as enzimas pectinase e celulase, em frascos contendo 100 g de polpa de maca
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organica ou convencional, separadamente, foi submetida a temperatura de 27,5 °C
(Capitulo 2) e agitacdo de 120 rpm por 24 horas.

A fermentacdo e sacarificacdo da polpa de macad organica,
previamente pasteurizada, foi realizada em batelada em biorreator de bancada, tipo
tanque agitado (Tec-Bio-Flex, Tecnal, Brasil), em condi¢cdes assépticas. Foram
utilizados 3 kg de polpa com 10 pL.100 g* de pectinase e 8 uL.100 g* de celulase a
uma taxa de inéculo de 10 % (m.v1), durante 48 horas a 27,5 °C e 500 rpm. O mesmo
ocorreu para a polpa de maca convencional.

Para a determinacdo de concentracdo de células totais, viabilidade
celular (contagem em placas), biomassa seca, pH, aclUcares e acidos organicos,
aliquotas foram retiradas do biorreator nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 24, 28,
32, 48 horas.

2.4 Analises dos processos fermentativos (polpa de macga organica e

convencional) em batelada

2.4.1Viabilidade celular

A determinacgdo da concentragdo de células viaveis foi realizada em
placas semando-se diluicdes seriadas na proporcéo de 1:10 (v.v'l) em dgua peptona
(0,1%), até 10®. 100 uL das diluigdes 10, 107 e 108 foram plagueados em triplicata
em agar YPD e incubados a 30 °C por 24 horas, sendo o0s resultados expressos em
log UFC.mL1,

2.4.2 Biomassa seca

A biomassa produzida durante a fermentacao, foi determinada por
secagem do material produzido e posterior determinacdo do peso seco. A biomassa
da levedura foi obtida por centrifugagéo a 3000 rpm por 15 min (Eppendorf, 5804 R,
Alemanha), em tubos previamente secos, depois, lavadas e centrifugadas. A operacéo
foi repetida até o necessario para a retirada do substrato. A massa foi seca em estufa
(TE394/1 TECNAL®, Brasil) a 80 °C até peso constante (aproximadamente apés 24

horas). A biomassa seca foi calculada através da Equacédo 1. Controle sem a presenca
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de fermento, foi realizado para verificar se ap0s sucessivas lavagens restava ainda

substrato no precipitado.

(peso tubo biomassa (g) — peso tubo vazio (g)) * 1000

Peso seco (g.L™1) = (1)

volume de fermentado utilizado (mL)

2.4.3 pH

O pH do meio de cultivo foi medido por sensor digital acoplado ao
biorreator de bancada Tec-Bio-Flex, sendo o eletrodo (InPro3250 Mettler-Toledo,

Brasil), previamente calibrado, incorporado ao interior do vaso de fermentacao.

2.4.4 Determinacfes analiticas por cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

2.4.4.1 Preparo das amostras

Nos tempos estabelecidos para estudo cinético das fermentacdes em
polpa de magé organica e convencional (item 2.3), 1 g de amostra foi homogeneizado
com 1 mL de agua ultra pura (Mili-Q®) (1:1 m.v1), a mistura deixado a overnight a 4
°C. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 6000 rpm durante 20 min a 4 °C,
assim como descrito por Ma et al., 2014, com modificagbes. O sobrenadante foi
recolhido e filtrado em membrana Millipore 0,22 ym constituindo-se em amostra para
determinacdes de acucares e acidos organicos.

As solucbes padrdes de glicose, frutose e sacarose (pureza > 99%,
para CLAE, Sigma-Aldrich) foram preparadas também em &agua ultrapura em
concentracdo de 2 mg.mL%, assim como as solucdes padrdes de acido malico, citrico,

acético, oxalico e succinico (pureza > 98%, para CLAE, Sigma-Aldrich).
2.4.4.2 Determinacdo de Aclcares
Para a determinacdo e quantificacdo dos acucares glicose, frutose e

sacarose, utilizou-se como fase movel agua ultra pura por apresentar melhor

resolucado cromatografica e melhor simetria de picos. O sistema instrumental utilizado
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consistiu em um cromatégrafo liquido Shimadzu (Shimadzu corp., Kyoto, Japao)
composto de bomba de alta pressao (LC-20AT); injetor automatico (SIL-20AC HT),
com volume de injecdo ajustado para 20 uL; detector por indice de refracdo (RID-
10A); forno de coluna (CTO-20A), mantido em temperatura constante de 85 °C;
modulo de controle (CBM-20A) e coluna de troca idnica Aminex HPX-87P (7,8 x 300
mm na forma iénica Pb*?, Biorad, CA, EUA). A aquisicdo de dados e a integracéo dos
picos cromatograficos foram realizadas com o auxilio do software LC Solutions
(Shimadzu corp., Kyoto, Japao) (PAULI; CRISTIANO; NIXDORF, 2011).

2.4.4.3 Determinacéo de Acidos organicos

A determinacdo de acidos organicos, malico, citrico, succinico e
aceético, foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia, sistema instrumental
Shimadzu LC 20 A (Kyoto, japao), constituido por Bomba de alta pressdo LC- 20AT,
Injetor automatico SIL-20AC HT, detector de indice de Refracdo RID-10A, detector de
arranjo de fotodiodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A e médulo de controle
CBM-20A. Para as analises utilizou-se coluna cromatografica Shiseido CapCell Pak
5u C18 MG 250 x 4,6mm. A fase mével consistiu em solugéo tampao fosfato de sodio
25 mM, com pH ajustado para 2,4 na vazéo de 1,0 mL minl, a temperatura da coluna
foi mantida a 30 'C e o volume de injecdo em 20 pL. A deteccdo foi realizada
simultaneamente nos detectores de indice de Refracdo (RID-10A) e Arranjo de
Fotodiodos (SPD-M20A), programado em comprimento de onda fixo de 215 nm e no
modo de varredura de 200 a 400 nm. A aquisicédo e processamento dos dados foram
realizados com o auxilio do Software Shimadzu LCsolution (Kyoto, Japédo) (REUTER,
2015).

2.5 Calculo dos parametros cinéticos da fermentacéo alcoolica

Para a determinacdo dos parametros cinéticos da fermentacéo,
durante a fase logaritmica, foram calculados: produtividade em biomassa (Px),
expressos em g.Lt.h?; rendimento (Yws) expresso em % (m.m?); velocidade
especifica de produgdo de biomassa (ux), velocidade de consumo de agucar (Us),
expressas em h! e rendimento da fermentacdo (%), conforme as equacdes a seguir
(LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).
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P, (g L7M1.h71) = 2= ()
Y, s (%) = ’S((f:;‘; 100 3)
b () = 2+ 3 (4)
s ) = 3+ (= 50) ®

Onde:

Xo: biomassa celular inicial;

Xs: biomassa celular final;

So: agucares totais substrato inicial;
St agucares totais substrato final;

X: biomassa apdés 16 horas.

2.6 Estatistica

Para construcdo de curva cinética durante fermentacéo foi utilizada
construcéo gréfica a partir do software Microsoft Excel 2013, sendo todos o0s ensaios
realizados em duplicata.

Propbs-se ainda comparar os resultados obtidos a partir do estudo
cinético do fermentado de polpa de macd ORG e CONV. Para tal, teste de Tukey em

nivel de 5 % de significancia, foi realizado em software Statistica versao 8.0.

3 Resultados e Discussao

3.1 Estudo cinético de producéo de biomassa de S. boulardii

Apbs a determinacédo do tempo de cultivo do inéculo (24 horas), foi
realizada a cinética da fermentacdo em batelada para os dois substratos, ORG e
CONV, separadamente, em biorreator tipo tanque agitado. A condi¢cdo do inéculo no
momento da transferéncia da cultura, tem grande efeito sobre o desempenho da

fermentacdo. O melhor momento para a transferéncia, deve ser determinado
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experimentalmente, para entdo, os procedimentos serem estabelecidos de modo que
a inoculacao ideal possa ser alcangcada (STANBURY; WHITAKER; HALL, 1995).

Os parametros cinéticos constam na Figura 1. Durante o cultivo de S.
boulardii a dindmica das variaveis foi demonstrada por variagbes gréficas de
viabilidade celular (log UFC.mL™), geracédo de biomassa (g.L!); pH; e consumo de
acucares dos substratos, sacarose, glicose e frutose (g.L™).

Ao analisar as curvas de biomassa e viabilidade (Figura 1 (a)), para
ambos substratos, constatou-se que a fase de adaptacao (fase lag) foi imperceptivel,
ou seja, o crescimento da cepa foi em proporcao logaritmica tipica de fase exponencial
(fase log). Tal fato pode ser explicado porque as células ja se encontravam adaptadas
ao meio e as condicfes de cultivo, adquiridas durante o preparo do in6culo em maca
liquefeita (item 2.3). A partir de 16 horas, a taxa de crescimento se manteve constante
(fase estacionaria), e a concentracdo de biomassa, neste tempo, foi de 4,885 + 0,004
g.Lt em ORG e 4,798 + 0,002 g.L* em CONV, apresentando diferenca significativa
em nivel de 5 % (Tabela 1).

Na fase exponencial, a curva apresentou inclinacdo acentuada,
atribuida a fatores e condicdes favoraveis ao metabolismo, em que a formacéo de
unidades celulares foi maxima. O consumo de substrato também foi maximo, supriu
as necessidades celulares no processo de fermentagédo, onde moléculas de glicose
sdo convertidas em ATP, gerando energia para a célula. (SCHMIDELL et al., 2001;
LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).
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Figura 1 - Viabilidade celular, pH e producdo de biomassa de S. boulardii (a); metabolizacdo de acucares, sacarose (b),
glicose (c) e frutose (d), durante a SFS, em dois diferentes substratos, maca organica (ORG) e convencional (CONV).
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Em relagcdo ao pH (Figura 1 (a)), houve variacdo ao longo da
fermentacao, sendo que ao término das 48 horas, o pH obtido para substrato de polpa
de maca CONV fermentado foi inferior ao pH obtido para polpa ORG fermentada
(Tabela 1). Isso ocorreu devido a maior producéo de acidos organicos, acido acético
e citrico durante a metabolizacdo de compostos secundarios (Figura 2).

O padrdo de fermentacdo de acucares, foi diferente para sacarose,
glicose e frutose (Figura 1 (b), (c) e (d), respectivamente).

O consumo de sacarose foi observado logo apos o inicio da SFS,
sendo que o maior foi para fermentacdo ORG (Figura 1 (b)). A concentracao inicial
desse carboidrato foi de 31,700 + 0,400 e 21,050 + 0,150 g.L!, ORG e CONV,
respectivamente. Nota-se que a concentracdo de sacarose decaiu a medida que as
células se multiplicaram, o que promoveu consequente aumento da biomassa. A partir
das 16 horas, com inicio da fase estacionaria, a taxa do consumo de sacarose
permaneceu praticamente constante.

Antes das leveduras consumirem a sacarose, hidrolisam-na em
glicose e frutose. Nas leveduras do género Saccharomyces duas vias para a hidrolise
da sacarose sao conhecidas, podendo ocorrer em ambiente extracelular e intracelular.
No meio extracelular, glicose e frutose sédo geradas por acédo da invertase extracelular,
e 0s monossacarideos produzidos pela hidrolise da sacarose sao captados por
transportadores de hexoses para o interior da célula, onde serdo metabolizados. A
sacarose também pode ser capturada diretamente para o interior das células através
do co-transporte com protons H*, e hidrolisada pela maltase (a-D-glicosidase) ou pela
invertase (B-D-frutosidase) intracelulares (BATISTA; MILETTI; STAMBUK, 2004;
BADOTTI; BATISTA; STAMBUK, 2006).

A hidrolise rapida de grande quantidade de sacarose produz altas
concentracdes de glicose e frutose, fato que causa alteracdes na expressao génica,
permitindo maior tolerancia a alta pressdo osmatica gerada pelos monossacarideos.
A pressao osmotica pode resultar em perda no rendimento da fermentacéo, causando
desvio do carbono a ser utilizado na producao de etanol (em anaerobiose) ou
producao celular (em aerobiose), para vias responsaveis pela formacao de compostos
de reserva energética celular, como glicerol e glicogénio, além da producao de acidos
como o0 acido acético e succinico (MYERS; LAWLOR; ATTFIELD, 1997;
VERSTREPEN et al., 2004).
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O consumo de glicose ocorreu de maneira semelhante para ambos
substratos, ORG e CONV (Figura 1 (c)). Nas primeiras 16 horas (fase exponencial),
ocorreu instabilidade na curva de glicose, com aumentos e quedas nha concentracao.
Isso foi provocado pela conversdo de sacarose em glicose e também pela
sacarificacdo de polissacarideos em glicose, provocando um acumulo do acuUcar.
Apés este periodo e até o término das 48 horas, foi notada pequena queda na
concentracdo de glicose (Figura 1 (c)).

O consumo da frutose (Figura 1 (d)) também foi instavel ao longo do
tempo, para os ambos substratos, semelhante ao perfil de glicose. Sucessivos
aumentos e decréscimos na concentragcdo ocorreram principalmente, durante as
primeiras 16 horas, provocados pela conversédo de sacarose em frutose. Entretanto,
diferente da concentracao de glicose, ao término das 48 horas, houve acumulo no teor
de frutose, 135,950 + 0,050 g.L?, 119,050 + 0,250 g.L!, para fermentado de maca
convencional e organica, respectivamente. E relatado que algumas linhagens de
Saccharomyces ndo consomem frutose de forma eficiente (BERTHELS et al., 2008).

O aumento inicial da glicose e frutose provavelmente foi gerado pela
acao sinérgica das duas enzimas (Celluclast 1,5L e Novozyme 3355). Voragen et al.
(1980), relatou aumento da liberacdo de monossacarideos a partir da parede celular
de macd, usando uma combinacdo de enzimas pectinoliticas e celulase. Segundo
Carpita e Gilbeaut (1993), a matriz de pectina protege as fibras de celulose revestidas
com hemicelulose. Este fato sugere que a pectina possa dificultar a hidrdlise da
celulose na parede celular de macéd, tornando-se necessaria a acao da pectinase e
celulase para facilitar a liberagédo de unidades de monossacarideos.

A fim de analisar e comparar os dois substratos fermentativos, polpa
de maca ORG e CONV, em processo batelada, foram calculados os parametros de
crescimentos celular, rendimento (Yws), produtividade (Px), velocidade especifica de
producdo de biomassa (ux) e consumo de substrato (us), durante a fase exponencial
da SFS (0 — 16 horas) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Parametros cinéticos de crescimento celular de S. boulardii
durante a SFS em polpa de maga orgéanica (ORG) e convencional

(CONV)
pH * Biomassa (g.L?) ** Px(g.Lt.h1)
ORG 2,885+0,0112 4,885 + 0,004 @ 0,216 = 0,002 2
CONV  2,595+0,012° 4,798 + 0,002 P 0,206 + 0,001 °
Yxs (%) px (hh) ps ()

ORG 24,232 +1,4642 0,044 +3,00.1042 0,189 +0,012 2
CONV 22,467 +1,6932 0,043 +1,66.10*2 0,193+0,0152

Px: produtividade; Yxs; rendimento; px: velocidade especifica de producao de biomassa;
e Ws: velocidade especifica de consumo de substrato.

Médias seguidas por letras iguais, ha mesma coluna, ndo diferem significativamente
entre si (p < 0,05).

*Valores obtidos no tempo 48 horas.

**\/alores obtidos no inicio da fase estacionéria, T = 16 horas.

A partir dos resultados expressos na Tabela 1, constatou-se que néo
houve diferenca significativa para o rendimento (Yxs), velocidade especifica de
crescimento celular (ux) e consumo de substrato (us) na SFS em maca organica e
convencional. A diferenca na produtividade (Px), foi significativa, reportando maior
producao celular de S. boulardii quando em polpa de macé organica (0,216 + 0,002
g.L.h1). Este substrato também proporcionou maior producdo de biomassa.

Muller et al. (2007) analisaram a cinética de crescimento de S.
boulardii em frascos agitados em incubadora tipo shaker e biorreator Air-lift, com
aeracdo de 1 e 1,5 volume de ar por volume de meio por minuto (vvm). Os autores
obtiveram como resultados de biomassa, valores de 3,15, 3,97 e 3,91,
respectivamente, para reator Air-lift 1,0 vwvm, 1,5 vwvm e shaker. Estes foram inferiores
aos valores encontrados neste estudo, apds 16 horas de cultivo, a concentracao no
fermentado CONV foi de 4,798 + 0,002 g.L! e em ORG de 4,885 + 0,004 g.L* (Tabela
1).

O valor de produtividade encontrado por Muller et al. (2007), durante
fermentacdo em Air-lift 1,0 vwm (0,263 g.L.h') foi préximo ao obtido no presente
estudo. Ja os resultados de rendimento (% m.m-1) alcancados por estes autores foram
de 33,4, 39,3 e 41,7, para cultivo nos reatores Air-lift 1,0 vwm, 1,5 vwm e shaker,
respectivamente. Sendo maiores que o obtido nesse estudo, de 24,232 + 1,464 e
22,467 + 1,693% (m.m™1), ORG e CONV, respectivamente (Tabela 1). Valores estes



94

que estdo relacionados principalmente ao acumulo de monossacarideos durante o
processo. A concentracdo de agucares obtidos pela sacarificacdo, desequilibrou o
balanco de consumo de glicose e frutose pelo microrganismo. Para Moraes (2001), se
a concentracgdo de glicose ultrapassar determinado nivel, cerca de 250 a 300 mg.L™?,
as enzimas do metabolismo da levedura sao inibidas, o que pode gerar uma repressao
catabdlica e como consequéncia redu¢do no rendimento. Entretanto, iSso mostrou que
apesar do rendimento inferior obteve-se alta concentracdo celular atribuida as
condi¢cbes nutricionais da polpa de maca, organica e convencional, como meio
fermentativo para a levedura estudada.

O sistema organico possui maior qualidade nos atributos fisicos do
solo e maior disponibilidade de certos nutrientes, especialmente célcio, magnésio e
nitrogénio, em relacdo ao convencional (AMARANTE et al., 2015). Como foi definido
no estudo do Capitulo 2, os niveis de macronutrientes e micronutrientes (minerais),
foram significativamente maiores em polpa de maca orgéanica, o que provavelmente
contribuiu para melhor producdo de biomassa e consequente maior produtividade
nesse substrato.

As leveduras, sdo microrganismos que exigem fonte de carbono que
forneca energia quimica e esqueleto carbbdnico para suas estruturas celulares.
Algumas vitaminas também s&o exigidas, assim como minerais. O meio deve fornecer,
igualmente nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio, magnésio, calcio, manganés, cobre,
ferro, cobalto, iodo e outros elementos em quantidades diminutas (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001). Os micronutrientes tém uma funcdo importante no metabolismo
celular, principalmente por serem cofatores para varias enzimas (STEHLINK-TOMAS
et al., 2004).

3.2 Sintese de acidos organicos durante a multiplicacéo celular

A S. boulardii, sobrevive as mais adversas situacdes, inclusive as
condicdes do trato gastrointestinal, resistindo aos &cidos do estdbmago e sais biliares
(FIETTO et al., 2004). Ambos substratos de macd, ORG e CONV, apresentaram baixo
valor de pH (Figura 1), devido ao teor de acidos organicos, principalmente de acido
malico (Figura 2). Pdde-se perceber que o baixo pH néo interferiu na multiplicacdo da

levedura, especialmente nas primeiras 16 horas.



Figura 2 - Comportamento de acidos organicos, (a) Acido acético; (b) Acido malico; (c) Acido succinico; e (d) Acido
citrico durante a SFS com S. boulardii em diferentes substratos, maca organica (ORG) e convencional (CONV).
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O 4&cido acético foi produzido a partir das primeiras horas de
fermentacao, seguindo aumento até o término do processo (Figura 2 (a)). Ao final das
48 horas observou-se grande acumulo do acido, principalmente no fermentado CONV.
Estela-Escalante et al. (2012), ao estudar a influéncia da aeracdo na atividade
fermentativa de S. cerevisiae em suco de maca, constataram que tanto no estado
estatico quanto no agitado, houve producao de &cido acético, porém, no primeiro a
concentracgédo foi bastante representativa (266 mg.mL™1).

O acido acético € normalmente produzido durante a fermentacao
alcodlica. O piruvato, produzido na glicolise, sob condi¢cdes aerbbicas, é oxidado a
acetato, que entra no ciclo do &cido citrico e é oxidado até COz e H20 (LEHNINGER,;
NELSO; COX, 2006). O acumulo de acido é consequéncia da atividade insuficiente
da acetil-CoA sintase necessaria para oxidar completamente acetato, produzido a
partir de acetaldeido (VAN URK et al., 1990).

A polpa de macé organica apresentou concentracdo do acido malico
superior a encontrada em polpa convencional, no tempo zero, 1,890 + 0,014 e 1,370
+ 0,014 g.L?, respectivamente (Figura 2 (b)). O acido malico é o &cido organico mais
importante presente em maca, especialmente para suas caracteristicas sensoriais.
Contribui para a acidez total e qualidade sensorial dos frutos e consequente produtos
obtidos a partir deles. Algumas S. cerevisiae comerciais, sdo capazes de degradar até
18% do acido malico (REDZEPOVIC et al., 2003).

Na Figura 2 (b), pode-se inferir que o teor de acido malico
praticamente ndo se alterou no fermentado CONV, mantendo sua concentracao do
inicio até final da SFS. Sobretudo em fermentado ORG, houve aumento até o final do
processo. No ciclo dos acidos tricarboxilicos, o malato que € a forma ionizada do
acido malico e um composto intermediario formado pela hidratacdo do fumarato.
Perde um hidrogénio com o auxilio da malato desidrogenase e do NAD, que se
transforma em NADH. O resultado dessa reacdo € 0 oxaloacetato que entrara
novamente no ciclo (LEHNINGER; NELSO; COX, 2006).

Producéo de 4cido succinico durante o cultivo de S. boulardii em polpa
ORG e CONV atingiu valores de cerca de 1,020 + 0,003 e 0,548 + 0,007 g.L,
respectivamente (Figura 2 (c)). Na presenca de oxigénio, succinato € sintetizado
principalmente através do ciclo do acido tricarboxilico, mesmo na presenca de glicose
em alta concentracdo (ARIKAWA et al.,, 1999). A variabilidade da sua sintese

observada durante o curso da fermentacédo com agitacdo pode ocorrer, pelo fato do
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acido succinico ser continuamente excretado e exportado de dentro para fora das
células de levedura. Sendo assim, na presenca de oxigénio, acido succinico é um
composto intermediario do ciclo do acido tricarboxilico, durante a oxidacdo completa
de glicose (ARIKAWA et al., 1999).

Sintese de acido citrico também foi observada durante o cultivo da
levedura sob condi¢cdes de fermentagdo com agitacao (Figura 2 (d)). Maior teor do
acido, foi em fermentado CONV, no final das 48 horas. Assim como os demais acidos
sintetizados, o0 acido citrico, em presenca de oxigénio € gerado pelo ciclo do acido
tricarboxilico. O ciclo comeca com a acetilcoenzima A (Acetil-CoA), produzida a partir
do piruvato, que € produto da glicolise, ou da oxidacdo de &cidos graxos pela -
oxidacdo. A coenzima reage com o0 acido oxalacético formando o citrato, ou &cido
citrico (LEHNINGER; NELSO; COX, 2006).

4 Conclusao

A producdo de biomassa de levedura probidtica S. boulardii através
da sacarificacdo e fermentacdo simultanea em condigcbes submersas, foi
significativamente diferente nos dois substratos testados, polpa de maca organica e
convencional.

A sacarificacdo de polissacarideos e a conversdo de sacarose em
glicose e frutose, presentes na polpa de maca, interferiram no teor do
monossacarideos, o que provocou ha fase estacionaria, acumulo principalmente de
frutose. Entretanto, até as 16 horas, fase exponencial, o consumos dos acucares foi
notado.

Houve maior consumo de acgUcares totais em maca organica, o que
entretanto ndo contribuiu para maior rendimento. Diversos fatores podem ter limitado
o rendimento e consequentemente a producao de biomassa da S. boulardii entre eles
alta concentracdo de acgucares e baixo pH.

Tanto a polpa de macd organica quanto a convencional foram
consideradas bons substratos para o cultivo dessa levedura probiotica, jA que uma
diversidade de nutrientes presentes em maca contribuiram para producao de células.
Mesmo em condi¢cbes extremas de acidez a levedura conseguiu se desenvolver em
ambos substratos, e produzir quantidade suficiente de células para que os substratos

fermentados possam ser considerados probiéticos.
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CAPITULO 4

Efeito antioxidante da quercetina naresposta ao estresse oxidativo em células
de Saccharomyces boulardii, a partir da fermentacdo em substrato de maca
organica e convencional

Resumo

As células de levedura podem ser usadas como sistema modelo para compreender o
mecanismo molecular envolvido na resisténcia ao estresse oxidativo, por serem
eucaridticas. A quercetina, flavonoide presente em macd, € considerada o mais
eficiente capturador de espécies reativas de oxigénio (ERO). Este trabalho propds
investigar o teor de quercetina presente em maca organica e convencional durante a
fermentacdo da polpa dos frutos por S. boulardii, e através da inducéo ao estresse
oxidativo, verificar se o teor de quercetina, em ambos fermentados, é capaz de reduzir
a oxidacdo provocada pelas ERO. Através da construcdo de curva cinética, foi
possivel verificar que o teor de quercetina, compostos fendlicos foram maiores para o
fermentado em polpa de maca organica fermentada. Apds 16 horas, durante fase
estacionaria da fermentacdo, foi observada queda na concentracdo de atividade
antioxidante, devido provavelmente a oxidacdo dos elementos fendlicos. A resisténcia
ao peréxido de hidrogénio foi aumentada em células pré-tratadas com quercetina.
Protecdo celular foi correlacionada com a diminuicdo nos marcadores de estresse
oxidativo, ou seja, 0s niveis de espécies reativas de oxigénio e a oxidacdo da
glutationa. Constatou-se que as concentracdes de componentes fendlicos, sobretudo
de quercetina, presentes nos fermentados (12 horas) de macé organica (1,189.10% +
0,383.10"° mg quercetina galactosideo.mL* e 2,400.103 + 0,143.10° mg quercetina
ramnosideo.mL?) e convencional (5,296.10° + 0,311.10* mg quercetina
galactosideo.mL? e 1,312.10° + 1,005.107 mg quercetina ramnosideo.mL™),
conseguiram reduzir os niveis de estresse celular, entretanto, menor oxidagao foi
verificada quando empregada quercetina sintética a uma concentracdo de 0,1 mg de
quercetina ramnosideo m.L 1. Estes resultados suportam que a quercetina, incluindo
aguela encontrada em maca, reduz o estresse oxidativo mediados pelas espécies

reativas de oxigénio, devido sua acao antioxidante nas células de S. boulardii.

Palavras-Chaves: levedura, compostos fendlicos totais, ERO, glutationa.
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1 Introducéo

As células de levedura possuem semelhancas notaveis quando
comparadas as células de mamiferos, pois ambas séo células eucaribticas e assim,
podem ser usadas como um sistema modelo para compreender o mecanismo
molecular envolvido com a resisténcia ao estresse oxidativo (COSTA; MORADAS-
FERREIRA, 2001).

As células de leveduras quando multiplicam-se em condicbes
aerdbias, ficam consequentemente expostas a espécies reativas de oxigénio (ERO),
geradas a partir do metabolismo celular. A principal fonte ERO ¢é a cadeia respiratoria
mitocondrial, que representa de 85 — 90 % do oxigénio consumido pelas células. ERO
€ um termo usado para denominar certo grupo oxidante capaz de gerar radicais livres,
incluindo, principalmente, os radicais superoxido, hidroxila e peréxido de hidrogénio
(COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001; KUNWAR; PRIYADARSINI, 2011).

O estresse oxidativo ocorre quando niveis elevados de ERO sao
gerados, resultando, sobretudo, em danos celulares ao DNA, proteinas e lipideos. O
aumento dos niveis de ERO esta diretamente ou indiretamente associado a processos
biolégicos e patolégicos, como envelhecimento, processos inflamatorios,
desenvolvimento de cancer, lesdo isquémica e esclerose (CHANDRA; SAMALI;
ORRENIUS, 2000).

Em consequéncia, células e organismos desenvolvem mecanismos
de defesa contra a toxicidade induzida pelo estresse oxidativo. Embora células sejam
capazes de, através de enzimas antioxidantes, reduzir a oxida¢ao, muitas vezes estas
podem nao ser suficientes para normalizar o estado redox durante o estresse gerado.
Para tal, uma suplementacdo com antioxidantes exdgenos € necessaria, como por
exemplo os flavonoides (MOURE et al., 2001).

As enzimas antioxidantes desempenham um papel critico na defesa
contra ERO. A glutationa reduzida, apresenta capacidade redutora e esta presente na
maioria das células. ApGs exposicdo da glutationa ao agente oxidante, ocorre a
oxidacdo e sua recuperagcdo posterior € realizada através da enzima glutationa
redutase, uma flavoproteina, que consegue manter integro o sistema celular
(DEPONTE, 2013).

O flavonoide mais abundante no reino vegetal, a quercetina,

(3,3’,4°,5,7- pentahidroxilflavona), € considerado o mais eficiente capturador de ERO.
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Sua acéo antioxidante ocorre, principalmente, pela inibicdo das ERO na interagdo com
o radical superdxido, na formacédo de radicais hidroxil (por quelar os ions de ferro) e
na peroxidacao lipidica (BOOTS; HAENEN; BAST, 2008). Os efeitos benéficos da
quercetina, tem sido em parte, atribuidos a capacidade desse flavonoide em reduzir
0s niveis de estresse oxidativo, acarretando em acdes anti-inflamatéria (ROGERIO et
al., 2010), anti-carcinogénica (MOLINA et al., 2003), anti-hipertensiva (PEREZ-
VIZCAINO et al., 2006), anti-amnésica (CHOI et al., 2012) e anti-aterogénica (PEREZ-
VIZCAINO et al., 2006).

Segundo Hertog et al. (1993) a quercetina esta presente em altas
concentracdes em cebola, couve, vagem, brdcolis, repolho e tomate, porém dentre as
frutas estudadas, a concentracdo média de quercetina em maca, foi a maior (21 e 72
mg.kg?). O cultivo da macéd, em geral, é realizado através da agricultura convencional
ou organica, sendo que esta ultima sem adi¢céo de pesticidas, fertilizantes sintéticos e
produtos quimicos toxicos. Como ndo séo utilizados pesticidas, as plantas tornam-se
mais susceptiveis a acdo de patdgenos, o que acarreta na producao de maiores teores
de componentes que irdo defender a planta deste ataque, como os flavonoides
(SOLEAS et al., 1997).

Portanto, o trabalho teve por objetivo investigar o teor de quercetina
presente em magca organica e convencional durante a fermentacéo da polpa dos frutos
por S. boulardii. Estresse oxidativo foi induzido nas células da levedura, para verificar
se o teor de quercetina, em ambos fermentados, foi capaz de reduzir a oxidacéo

provocada por ERO.

2 Material e Métodos

2.1 Matéria-prima e obtencéo da polpa

Macés, da cultivar ‘Fuji’ (safra 2014/2015), cultivadas em sistema
organico (ORG) ou convencional (CONV), foram adquiridas de produtores da regiao
de Urupema, Santa Catarina. Foram previamente lavadas, sanitizadas e trituradas em
processador (Walita Master RI17633) com adi¢éo de 0,5 % (m.v!) de acido ascérbico
(NOGUEIRA; SILVA, 1989). A polpa de maca obtida, foi destinada a fermentacao

submersa com agitagcdo (120 rpm). Apés processada foi acondicionada em sacos de
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polietileno e armazenadas a — 20 °C, até sua utilizacdo e antes da fermentacéo,
tratadas termicamente a 80 °C por 20 minutos.

2.2 Microrganismo

Foi utilizada levedura do medicamento Floratil® (Merck). Cada capsula
de 100 mg continha 0,5.10° células de S. boulardii-17 na forma liofilizada. A levedura
foi reativada em 50 mL YPD liquido (extrato de levedura, 1% (m.v1l); peptona
bacteriol6gica, 2% (m.v1); dextrose, 2% (m.v1)), incubada a 30 °C, 120 rpm por 24
horas, em incubadora tipo Shaker com agitacdo orbital (CT-712, Cientec, Brasil).
Culturas trabalho foram mantidas em tubos inclinados contendo meio YPD sdlido
(extrato de levedura, 1% (m.v'); peptona bacteriol6gica, 2% (m.v'); dextrose, 2%
(m.v1), Agar, 1,5% (m.v1)).

2.3 Condi¢cbes da Fermentacdo submersa

Pré-inéculo foi preparado pela transferéncia de trés alcadas de células
trabalho para cada 50 mL de YPD liquido. A incubacéo sob agitacdo em incubadora
tipo Shaker ocorreu a 30 °C e 120 rpm por 24 horas.

Enzimas foram utilizadas na sacarificacdo da polpa de macé durante
a fermentacdo por S. boulardii. A concentragdo de pectinase (Novozym® 33095) foi de
10 yL.100 gt e celulase (Celluclast® 1.5 L) de 8 uL.100 g, de acordo com estudo de
otimizacao (com adaptacdes), exposto no Capitulo 2. Ambas enzimas foram cedidas
pela NOVOZYMES®, Dinamarca.

Inéculo foi preparado através da biomassa obtida (10% m.v!) do pré-
in6culo centrifugado a 3000 rpm por 15 min (Eppendorf, 5804 R, Alemanha) e lavada
com &gua salina (0,9% m.v1). A biomassa foi inoculada simultaneamente com as
enzimas pectinase e celulase, em frascos contendo 100 g de polpa de macé organica
ou convencional, separadamente, em temperatura de 27,5 °C (Capitulo 2) e agitacéo
de 120 rpm por 24 horas.

A fermentacdo e sacarificacdo das polpas ocorreram em biorreator
de bancada, tipo tanque agitado (Tec-Bio-Flex, Tecnal, Brasil). Foram utilizados 3 kg
de polpa de maca organica ou convencional com 10 yL.100 g de pectinase e 8 uL.100
g* de celulase, a uma taxa de inéculo de 10% (m.vt), em batelada, a 27,5 °C e 500
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rpm. Aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 24, 28, 32 ¢ 48
horas, para andlise de nimero de células vidveis e teor de quercetina, compostos

fendlicos e capacidade antioxidante.

A determinacao da concentragéo de células foi realizada na proporgéo
de 1:10 em &gua peptonada (0,1% m.v1), com diluicdo seriada até 108. 100 yL das
diluicbes 10, 107 e 108 foram plagueados em triplicata no agar YPD e as placas

incubadas a 30 °C por 24 horas.

2.4 Preparo de extrato etanolico

Para a determinacdo do teor de quercetina, fendlicos totais e
capacidade antioxidante, extrato etandlico das aliquotas do fermentado probiético de
maca, retirados nos tempos pre-estabelecidos no item 2.3, foi preparado conforme a
metodologia descrita por McGhie, Hunt e Barnett (2005), com modificacdes. A amostra
foi adicionada na proporcédo de 1:1 m.v! a uma solugdo extratora de etanol: agua:
acido férmico (80:20:1), seguido por homogeneizacdo em agitador vortex (Phoenix
Luferco, AP 56, Brasil), até obtencdo de uma pasta. As amostras foram extraidas a 4
°C durante 24 h e centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min. Os extratos foram
armazenados a — 20 °C até analise.

Para determinacdo de quercetina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), os extratos foram filtrados em membrana Millipore de 0,45 um. Os
padrées de quercetina 3-D galactosideo (83388, Sigma-Aldrich) e quercetina 3-O
ramnosideo (Q4951, Sigma-Aldrich), em concentracédo de 1 mg.mL%, foram diluidos

na mesma proporcao da solucéo etanélica empregada para as amostras.

2.5 Capacidade antioxidante, fendlicos totais e determinacéo de quercetina

2.5.1 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante foi medida pela capacidade de sequestrar
radicais DPPH" (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), seguindo a metodologia utilizada por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com algumas modificagbes. Foi adicionado
50 uL do extrato da amostra, em 1 mL de tampao acetato (pH 5,5), 1 mL de etanol
absoluto e 0,5 mL de solugdo de DPPH 250 pmol.L? (D9132, Sigma, Germany),
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armazenados durante 30 min sem presenca de luz. Leitura foi realizada em
espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermos Scientific™) a 517 nm. A
quantificacdo ocorreu através da curva padrao de Trolox (238813, Sigma), sendo os

resultados expressos em umol de Trolox por grama da amostra.

2.5.2 Compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo
método espectrofotométrico, a 760 nm, descrito por Swain e Hills (1959), utilizando
acido galico (398225 Sigma-Aldrich) como padréo de referéncia. Aliquota de 0,5 mL
dos extratos foi adicionada a 2,5 mL do reagente de Folin Ciocalteau 10% (2326,
Dinamica) e 2,0 mL de carbonato de sédio 7,5%. Apos repouso por 5 minutos a 50 °C,
ao abrigo da luz. A quantificacdo foi através da curva analitica padrdo de &cido galico
e os resultados expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG) 100 g* de

amostra.

2.5.3 Determinacao e quantificacdo de quercetina

A determinacdo e quantificacdo de quercetina foi por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), segundo McGhie, Hunt e Barnett (2005), com
modificacdes. O volume de injecdo foi de 10 yL em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu corp., Kyoto, Japao), equipado com detector UV-VIS. A coluna
utilizada foi CAPCELL Pak (C-18) CLAE (250 mm, 4,6 mm i.d, 5um, Shiseido, Japan).
Os analitos em cada amostra foram identificados por comparacéo de seus tempos de
retencdo na gama de 220 - 450 nm, com o composto auténtico de quercetina 3-D
galactosideo e quercetina 3-O ramnosideo. A integracdo dos picos cromatograficos
foi realizada com o auxilio do software LC Solutions (Shimadzu corp., Kyoto, Japao).

2.6 Estresse oxidativo
Neste trabalho, foram utilizadas células de S. boulardii como modelo

eucariotico para investigar a acdo de compostos fendlicos presentes em maca,

sobretudo a quercetina, na reducéo da oxidacao celular.
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Para analise do estresse oxidativo, utilizou-se amostra do fermentado
probidtico de magé organica ou convencional, no tempo 12 horas, periodo que a
levedura encontrava-se no final da fase logaritmica e inicio da fase estacionaria, onde
a concentracao celular foi de 8 log UFC.mL™.

A fim de verificar se o efeito contra o estresse oxidativo ocorreu pela
presenca de quercetina, S. boulardii fermentada em YPD liquido, e em YPD liquido
com adicdo de 0,1 mg de quercetina ramnosideo mL*, também foram empregadas,
como controle. A resisténcia ao ERO (resisténcia ao perdxido de hidrogénio (item
2.6.1.1), anions superoxido (item 2.6.1.2) e radical hidroxila (item 2.6.1.3) e
determinacao de glutationa (item 2.6.2), seguiu a metodologia descrita por Kullisaar et

al., 2002, com modificagdes.

2.6.1 Resisténcia aos ERO

2.6.1.1 Resisténcia ao peroxido de hidrogénio

O H202 néo é considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz
de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de
reacles enzimaticas (ANDERSON, 1996).

A resisténcia da células de S. boulardii ao peréxido de hidrogénio foi
através da suspensdo da cultura, com o minimo de 7 log UFC.mL?!, em &gua
peptonada (0,1% m.v!) e incubagdo com 1,5 mM de peréxido de hidrogénio (50 wt.%
em agua, Biotec, Brasil), a 30 °C. Em intervalos de tempo de 2 horas, durante 6 horas,
aliquotas foram retiradas e plagueadas em agar YPD, incubadas a 30 °C por 24 horas

e 0 numero de células viaveis determinado.

2.6.1.2 Resisténcia ao anion superoxido

Os anions superoxido foram gerados utilizando-se paraquat 1,1V-
dimethyl-4,4V-bipyridinium) (36541, Fluka). Os radicais de paraquat reagem com o Oz,
levando a formacdo de anion superéxido (BUCHMEIER et al., 1997). A cultura foi
suspensa em solucdo de Agua peptonada (0,1% m.v'), 0,1 mL da suspensdo

plagueada, em agar YPD. Um disco inibicdo (papel filtro), foi colocado no centro do
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agar e embebido com 10 yL de 10 mM de solucdo de paraquat em agua estéril,
incubacé&o a 30 °C por 24 horas. A zona de inibicdo do crescimento (mm), foi medida.

2.6.1.3 Resisténcia ao radical hidroxila

Suspensdo de S. boulardii, com no minimo de 7 log UFC.mL?, em
agua peptonada (0,1% m.v1), foi exposta aos radicais hidroxila gerados através de
uma reacdo contendo solucdo de acido tereftalico 10 mM (acido 1,4-
benzenodicarboxilico) (185361, Sigma-Aldrich) em tampao fosfato e 0,01 mM de
CuS04.5H20 (01S105401AF, Synth®). A reacdo iniciada pela adicdo de 1 mM de
H202. Em intervalos de tempo de 2 horas, durante 6 horas, o numero de células viaveis

foi estimado em log UFC.mL™ nas placas contendo agar YPD a 30 °C apés 24 horas.

2.6.2 Determinacao de glutationa

Para eliminar as proteinas da amostra, 5 mL de solucédo a 10% (m.v’
1) de acido metafosférico foi adicionado a 5 mL de amostra. Esta mistura ficou em
repouso a temperatura ambiente durante 5 minutos e entdo centrifugada a 5000 rpm
durante 5 min. O sobrenadante recolhido, foi armazenado a - 20 °C (para posterior
determinacao da glutationa). Para o ensaio da glutationa oxidada (GSSG), a glutationa
reduzida (GSH), possivelmente presente nas amostras de fermentados, foi
derivatizada por adi¢gdo de 0,1 mL de 1 mM de 2-vinilpiridina (132292, Sigma-Aldrich)
em etanol, agitou-se em vortex e manteve-se a temperatura ambiente durante 1 h.
Para determinar o contetdo de GSSG, para cada 0,3 mL da amostra derivatizada foi
adicionado 0,015 mL de solucdo de trietanolamina (33729, Sigma-Aldrich) 4 M em
agua, misturados e imediatamente adicionados a 1,5 mL de tampéo fosfato de sédio
0,2 M (pH 7,5) e 0,01 M de EDTA (15575020, Invitrogen Ultra pure™), 0,5 U de
glutationa redutase (G3664, Sigma) e 0,3 mM de NADPH (N1630, Sigma). A reacdo
enzimatica foi iniciada pela adigcdo de 0,3 mL de 1 mM de acido 5,5 -dithio-bis-2-
nitrobenzdico (D8130, Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato de sodio 0,2 M (pH 7,5) e
0,01 M de EDTA. A alteracdo da densidade optica foi medida apos 10 min a 412 nm
em espectrofotdmetro. O teor de glutationa foi quantificado com base numa curva
padrdo gerada com quantidades conhecidas de glutationa reduzida (G4251, Sigma-

Aldrich). A quantidade de GSH foi calculada como a diferenga entre a glutationa total
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e GSSG (glutationa total - GSSG = GSH). O teor de glutationa foi expresso como
razao redox da glutationa (GSSG / GSH).

2.7 Estatistica

Todos os ensaios foram feitos em triplicata e o estudo relacionando a
concentracdo celular de S. boulardii, teor de quercetina, compostos fendlicos e
atividade antioxidante, foi avaliado por construcéo grafica em software Microsoft Excel
2013.

A fim de analisar a concentracdo de S. boulardii que resistiu as ERO,
gréaficos de dispersdo também foram desenvolvidos em software Microsoft Excel 2013.
A triplicata dos valores obtidos experimentalmente, foram dados como média e desvio
padrdo da média. As diferencas estatisticamente significativas foram determinadas
com o teste Tukey. Em todas as analises, um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3 Resultados e Discusséo
3.1 Capacidade antioxidante, fendlicos totais e determinacdo de quercetina
As concentracdes de compostos fendlicos totais obtidas em estudo

cinético durante a batelada de 48 horas na fermentacdo e sacarificacdo simultanea,

em polpa de maga organica e convencional, constam na Figura 1.
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Figura 1 - Compostos fendlicos totais vs tempo de fermentagcdo, para
fermentado de polpa de maca organica e convencional.
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ORG: fermentado de polpa de macgd organica; CONV: fermentado de polpa de macad
convencional. Fermentacao com a levedura S. boulardii.

Ao longo do processo da SFS, durante as primeiras 12 horas, as
concentracfes de compostos fendlicos tiveram um aumento, para ambos extratos
etandlicos de polpas de maca. Para o fermentado de maca organica, no tempo 12
horas, obteve-se maior concentracao e o contetido de fendlicos que foi de 1,362 +
0,029 mg EAG.mL*%, superior ao encontrado em magd convencional, que
correspondeu a 1,162 + 0,002 mg EAG.mL (Tabela 1). Apés o tempo 16 horas,
ocorreu decaimento na concentracdo, até o término da SFS. O decréscimo da
concentracéo de fendlicos foi compativel com a fase estacionaria de multiplicacao da
levedura, que teve inicio apds as 16 horas (Figura 1).

A atividade antioxidante pela captura do radical DPPH® nos
fermentados apresentou aumento até a décima segunda hora apos o inicio da SFS
(Figura 2), coincidindo com a concentragdo de compostos fendlicos. A queda na
atividade antioxidante para ambos os substratos, ocorreu efetivamente apos 24 h.
Segundo a Tabela 1 o fermentado de polpa de macd organica ndo diferiu do

convencional, para os valores de DPPH em nenhum dos tempos analisados.
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Tabela 1 — Diferenca no teor de compostos fendlicos, antioxidade (DPPH), quercetina
ramnosideo e galactosideo, entre o fermentado de macad organica (ORG) e
convencional (CONV), para cada tempo.

Tempo (h) Compostos fendlicos totais DPPH (mg.mL™Y)
(mg.mL?)

0 ORG 1,128 £ 0,002 2 1,545 +0,117 @
CONV 0,942 + 0,031 ° 1,273 £0,044 2

4 ORG 1,150 + 0,021 @ 1,614 £ 0,084 2
CONV 1,049 + 0,006 ° 1,292 £ 0,216 2

8 ORG 1,256 + 0,006 @ 1,684 + 0,088 2
CONV 1,083 £0,035° 1,354 £ 0,146 2

12 ORG 1,362 £ 0,029 2 1,694 £0,1352
CONV 1,162 + 0,002 ® 1,248 + 0,004 @

16 ORG 1,359 £ 0,006 2 1,515+0,1322
CONV 1,005+ 0,103 2 1,127 + 0,162 2

24 ORG 1,219+0,114 2 1,516 £ 0,058 2
CONV 0,904 £ 0,031 2 1,128 £ 0,205 2

48 ORG 1,100 + 0,023 @ 1,018 £ 0,329 2
CONV 0,843 + 0,056 P 0,928 £ 0,091 @

Tempo (h) Quercetina 3-O ramnosideo  Quercetina 3-D galactosideo

(mg.mL™?) (mg.mL™1)

0 ORG 1,850.10% + 0,136.10%2 1,287.102+ 0,800.1042
CONV 3,420.10% +1,061.1042 6,662.10°+ 1,072.104P

4 ORG 1,861.10° £ 0,913.10°2 1,405.102+ 0,226.1042
CONV 3,390.10% + 0,756.105P 6,308.10°+ 0,726.10P

8 ORG 2,325.103%+0,279.10°2 1,452.102+0,110.1042
CONV 9,810.10%+ 0,281.105° 5,804.10° + 0,450.104P

12 ORG 2,400.10° + 0,143.10°2 1,189.102+ 0,383.10°2
CONV 1,312.10°%+ 1,605.107P 5,296.10°+ 0,311.104P

16 ORG 2,450.103%+ 0,259.1052 1,147.102+ 0,330.1052
CONV 1,222.10°%+ 0,286.10°" 5,986.10°+ 0,135.10P

24 ORG 3,186.103%+0,361.10°2 1,002.102+ 0,810.10°2
CONV 1,477.10%+0,172.104° 4,471.10°+ 0,445.104°b

48 ORG 3,938.103%+ 0,336.10°2 7,144,103+ 0,430.10°2
CONV 1,574.10°+0,198.105° 3,449.10°+ 0,727.104P

Compostos fendlicos totais em mg de EAG por mL de fermentado; DPPH (Atividade antioxidante)
em mg de trolox por mL de fermentado, quercetina ramnosideo em mg de quercetina 3-O
raminosideo por mL de fermentado e quercetina galactosideo em mg de quercetina 3-O
galactosideo por mL de fermentado. Fermentacdo com a levedura S. boulardii.

*Letras iguais ha mesma coluna, para cada tempo, séo iguais a 5% de significancia.
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Figura 2 - Atividade antioxidante vs tempo de fermentacao para fermentado
de polpa de macéa organica e convencional.
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ORG: fermentado de polpa de macgd organica; CONV: fermentado de polpa de macga
convencional. Fermentacdo com a levedura S. boulardii.
Atividade antioxidante determinda pelo sequestro do redical DPPH"

As diferengas encontradas entre os dois substratos, devem-se
provavelmente, ao tratamento empregado durante o cultivo dos frutos. Em macas
organicas nao sao aplicados fertilizantes e pesticidas, que defendem artificialmente a
planta. Isto propicia maior producdo de compostos fendlicos, funcionando como
defesa natural das plantas organicas (SOLEAS et al., 1997).

A queda do teor de compostos fendlicos e, por consequéncia, da
atividade antioxidante durante a SFS em ambas as polpas de macéa vai de acordo com
0 encontrado por Zardo et al. (2008). Segundo estes autores, a queda ocorreu apés 9
horas de fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae em mostos de trés diferentes
cultivares de maca, incluindo a ‘Fuji’. Ainda de acordo com 0os mesmos autores, as
principais perdas de compostos fendlicos e de atividade antioxidante ocorreram pela
oxidacdo destes compostos na presenca do ar.

Enzimas pectinoliticas e celuloliticas utilizadas para liguefacdo da
polpa resultam em sucos com maiores teores de fendis (SCHIEBER et al., 2003). Com
o rompimento da integridade celular, em decorréncia do processamento para
obtencdo da polpa de macéd, os compostos fendlicos séo transferidos dos vacuolos

para o suco, promovendo, consequentemente, a liberacdo do contetdo fendlico (LE



114

BOURVELLEC; GUYOT; RENARD, 2009). Porém, perdas destes componentes no
processo fermentativo em presenca de oxigénio podem ocorrer devido a sua facil
oxidacdo (SATORA et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2008). Este fato explica o
comportamento do teor de compostos fendlicos e da atividade antioxidante durante
este estudo. No inicio do processamento, quando, provavelmente, as enzimas agiram
na quebra da pectina e celulose, a concentracdo de compostos fenodlicos apresentou
certo aumento, mantendo-se, porém, praticamente inalterada. Em contrapartida, apos
12 horas de fermentacéo, provavelmente, a oxidacao do conteudo fendlico foi maior,
0 que acabou ocasionando a queda da concentracéo.

O &cido ascorbico, adicionado no momento da trituragdo dos frutos, atuou
sequestrando o grupo prostético da polifenoloxidase, reduzindo, consequentemente,
a oxidacdo dos compostos fendlicos durante a trituracdo da maca para geracao de
polpa. Porém, segundo Son, Moon e Lee (2001), o poder de reducdo do acido
ascorbico pode ser perdido alguns minutos apos sua adicao e, permitir que se inicie a
oxidacdo. Sendo assim, o contetdo adicionado de acido ascorbico, talvez ndo tenha
sido efetivo em frear a oxidacdo mediada pela presenca do oxigénio atmosférico
durante a agitacdo provocada no biorreator, que foi conduzida para melhor
incorporagao de ar para aumentar a concentracdo de biomassa da levedura.

A Figura 3, cuja representacdo grafica mostra maior queda na
concentracdo de quercetina 3-D galactosideo ap6s 10 horas da SFS, esta de acordo
com o observado nas Figuras 1 e 2. ApGs 8 horas de fermentacdo, a queda na

concentracgédo foi bastante pronunciada (Figura 3).
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Figura 3 - Concentracdo de quercetina 3-D galactosideo vs tempo de
fermentacao, para fermentado de polpa de macga organica e convencional.
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ORG: fermentado de polpa de macgd organica; CONV: fermentado de polpa de macad
convencional. Fermentacao com a levedura S. boulardii.

A quercetina, flavonol mais comum em frutos, em geral € encontrada
conjugada com carboidratos, na forma glicosilada. A absor¢céo, metabolismo e efeito
bioldgico dos diferentes flavonadis e flavonéis-conjugados variam muito, dependendo
da presenca, auséncia e/ou da natureza da estrutura glicosidica (CUYCKENS;
CLAYES, 2005).

Quercetina 3-D galactosideo, é forma glicosilada de quercetina que
apresenta maior concentracdo em maca (SCHIEBER et al., 2002). Para Tsao et al.
(2003), a concentracdo de quercetina 3 - galactosideo foi superior a quercetina 3-
ramnosideo em 7 das 8 variedades de macas analisadas, exceto para a “Northern
Spy”. Em média, o teor de quercetina 3 - ramnosideo correspondeu a 3,5%, enquanto
a quercetina 3 - galactosideo, 5,2% do teor total de fendlicos.

A curva de concentracdo da quercetina 3 - O ramnosideo ao longo as
48 horas de SFS (Figura 4) revelou aumento gradativo para ambos 0s substratos de
maca, diferentemente do ocorrido com a outra forma glicosilada. Isso mostra que
possivelmente este glicosideo foi sintetizado ao longo da fermentacao. O fermentado
de polpa de macéd organica apresentou concentracdo de 3,938.10! + 0,336.10°
mg.mL, enquanto a convencional, 1,574.102 + 0,198.10° mg.mL?* (tempo 48 h)
(Tabela 1).
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Figura 4 - Concentracdo de quercetina 3-O ramnosideo vs tempo de fermentacao,
para fermentado de polpa de macéa organica e convencional.
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ORG: fermentado de polpa de macé@ organica; CONV: fermentado de polpa de maca
convencional. Fermentado com a S. boulardii.

A quercetina 3-O ramnosideo possui potencial antimicrobiano e
também capacidade de bloquear a replicacdo de virus da gripe, em relacdo aos
demais glicosideos (CHOI et al., 2009; TATSIMO et al., 2012).

O aumento do glicosideo ramnosideo e a queda do glicosideo
galactosideo, também podem estar relacionados com a bioconversdo de um
glicosideo a outro (OKA; JIGAMI, 2006; CHUNG et al., 2011). Entretanto 0 aumento
do teor de quercetina 3-O ramnosideo nao pode ser de fato comprovado por esta
conversao, ja que pesquisas mais aprofundadas nao foram aqui aplicadas.

Com a conversao de um glicosideo em outro, um aumento no teor de
determinadas quercetinas ocorre. A biocatélise e biotransformacdo de flavonoides
modificam sua estrutura e aumentam a diversidade dos flavonoides naturais,

alterando as propriedades fisico-quimicas e biologicas (WANG et al., 2010).
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3.2 Estresse Oxidativo

3.2.1 Resisténcia ao peroxido de hidrogénio (H202)

O numero de células de S. boulardii, na presenca de 1,5 mM de
peroxido de hidrogénio, variou nos tratamentos analisados, com excecdo do YPD +
guercetina ramnosideo (Figura 5). Os dados mostraram que a levedura foi resistente
ao peroxido de hidrogénio, pois manteve-se, ao longo das 6 horas, com mesma
populacdo viavel. Entretanto, o tratamento em caldo YPD teve menor resisténcia,
gquando comparado com os demais. Isso pode ter ocorrido pela capacidade da
guercetina, ausente apenas no meio de cultivo YPD, em reduzir a oxidacdo mediada

pelo H202.

Figura 5 - Sobrevivéncia da S. boulardii em presenca de 1,5 mM de
perdxido de hidrogénio, durante periodo de incubacao de 6 horas.
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*CONV: polpa de macé convencional; ORG: polpa de macé organica; YPD + Quercetina
ramnosideo: extrato de levedura (1%), peptona bacteriolégica (2%), dextrose (2%) e 0,1
mg de quercetina ramnosideo.mL; YPD: extrato de levedura (1%), peptona bacterioldgica
(2%) e dextrose (2%).

No presente estudo quando adicionou-se quercetina ramnosideo ao
meio YPD, a viabilidade de S. boulardii foi resistente a presenca de H202 nas 6 horas
do estudo, ocorrendo um aumento de até 25% na viabilidade da levedura, comparado
ao meio de cultivo ausente de quercetina. Belinha et al. (2007) também verificaram

gue a presenca de quercetina reduz o estresse mediado pela presenca de 1,5 mM de
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peréxido de hidrogénio em células de S. cerevisiae. A presenca da quercetina, para
estes autores, aumentou em até 40% a viabilidade celular da levedura.

Houve menor queda na viabilidade de S. boulardii fermentada em
polpa de maca organica do que em convencional, evidenciando, que a forma de cultivo
organico gera magds com maiores teores de componentes fenolicos, sobretudo de

quercetina.

3.2.2 Resisténcia ao radical hidroxila

O peréxido de hidrogénio tem toxicidade associada com a producao
de radicais hidroxila extremamente reativos, catalisada por metais de transicdo, como
ferro e cobre (PLATENIK et al., 2001). A capacidade antioxidante dos flavonoides,
incluindo a quercetina, tem sido atribuida a capacidade de ligagdo com esses metais,
0 que reduz a oxidagdo provocada por eles. Fica visivel na Figura 6, uma queda na
viabilidade celular da levedura principalmente apds a quarta hora de incubacdo,

sobretudo para o0 meio YPD, o qual ndo apresenta quercertina em sua composicao.

Figura 6 - Sobrevivéncia da S. boulardii em presenca de radical hidroxila
gerado pela presenca de 1 mM de peroxido de hidrogénio, durante periodo de
incubacédo de 6 horas.
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*CONV: polpa de maca convencional; ORG: polpa de maca organica; YPD + Quercetina
ramnosideo: extrato de levedura (1%), peptona bacteriolégica (2%), dextrose (2%) e 0,1
mg de quercetina rhmnoside.mL™1; YPD: extrato de levedura (1%), peptona bacteriolégica
(2%) e dextrose (2%).
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3.2.3 Resisténcia ao anion superoxido

. A presenca de halo de inibicao foi verificada nas Figuras 7 a, b e c,
de 1 mm, as quais corresponderam, respectivamente, a placas semeadas com S.
boulardii, cultivadas previamente em polpa de maca organica, convencional e caldo
YPD com 0,1 mg de quercetina ramnosideo.mL. Houve crescimento de coldnias no
interior do halo. Na Figura 7d, também foi observada a formacéo de halo de inibicao,
porém de 1,5 mm, nas placas incubadas com S. boulardii, cultivadas previamente em
caldo YPD

O crescimento de colonias no interior do halo mostrou que algumas
células foram sensiveis e outras resistentes ao paraquat. Células de S. boulardii
produzidas pela fermentacdo em polpa de maca organica, podem ser consideradas

resistentes, ja que apresentou, visivelmente, maior numero de colbnias.
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Figura 7 - Semeadura de S. boulardii em placa com disco de inibicdo contendo
10 pL de solugéo de paraquat a 10 mM. S. boulardii previamente fermentada em:
(a) polpa de macad organica; (b) polpa de macad convencional; (c) YPD +
Quercetina ramnosideo; (d) YPD.

*YPD + Quercetina ramnosideo: extrato de levedura (1%), peptona (2%), dextrose (2%) e 0,1 mg
de quercetina ramnosideo mL%; YPD: extrato de levedura (1%), peptona (2%) e dextrose (2%).
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O estresse oxidativo em culturas na fase estacionaria da levedura
pode estar ligado ao maior acesso do oxigénio as células, pela reducdo do
metabolismo. Em culturas na fase estacionaria de crescimento, o metabolismo &
consideravelmente atenuado, de modo que a concentracdo de oxigénio no interior das
células pode ser mais elevada, o que as tornam mais passiveis de sofrerem oxidacao

mediada pela presenca de radicais oxidantes (LONGO et al., 1999).

3.2.4 Glutationa total, oxidada e reduzida

Na célula, a glutationa encontra-se na forma reduzida (GSH), oxidada
(GSSG) e conjugada. Os niveis da GSH foram maiores em células de S. boulardii
fermentada em YPD + quercetina ramnosideo, 0,353 + 0,038 mg.mL™. O contelido de
GSH, GSSG e GSH/GSSG, em S. boulardii cultivada em polpa de macéa organica e
convencional, apresentam valores significativamente menores, mas ha que ressaltar

gue foi maior em organica (Tabela 2).

Tabela 2 - Conteldo de glutationa (ug.mLt), em células de S. boulardii
cultivadas em polpa de macga organica (ORG), convencional (CONV) e
YPD com e sem a adicdo de 0,1 mg.mL! de quercetina ramnosideo.

Tratamentos TGSH GSSG
ORG 0,047 £0,033 ¢ 0,031 +0,012°
CONV 0,009 + 0,011 d 0,008 £ 0,008 ©
YPD + quercetina ramnosideo 0,408 £ 0,013 @ 0,054 + 0,050 2
YPD 0,265 + 0,029 P 0,052 £ 0,064 2
Tratamentos GSH GSH/GSSG
ORG 0,016 £ 0,039 ¢ 0,514 + 0,046 ¢
CONV 0,001 + 0,016 ¢ 0,101 + 0,020 ¢
YPD + quercetina ramnosideo 0,353 + 0,038 @ 6,503 + 0,063 @
YPD 0,212 + 0,061 ° 4,053 + 0,093 b

TGSH — glutationa total, GSSG — glutationa oxidada, GSH — glutationa reduzida; YPD
+ gquercetina ramnosideo: extrato de levedura (1%), peptona (2%), dextrose (2%) e 0,1
mg de quercetina ramnosideo m.L1; YPD: extrato de levedura (1%), peptona (2%) e
dextrose (2%).

*Letras iguais em mesma coluna, sao iguais a um nivel de 5% de significancia.

A presencga da quercetina reduziu, significativamente, a oxidacao
celular da S. boulardii (Tabela 2), pois, baixas concentragcbes de GSH estao
associadas ao estresse oxidativo (SCHAFER; BUETTNER, 2001). Todavia, as polpas

de maca, tanto organica quanto convencional, foram significativamente menos
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efetivas, neste teste, ao serem comparadas com os demais tratamentos. A GSH
exerce funcdes essenciais na célula, principalmente como cofator da familia de
enzimas glutationa peroxidases (GPx), em que desempenha papel protetor contra o
estresse oxidativo, causando sua oxidacdo (GSSG) (SIES, 1999).

A sintese de GSH associada a reducdo do GSSG, promove a
manutenc¢ao do estado redox intracelular (GSH/GSSH) (BALLATORI et al., 2009. A
relacdo GSH/GSSG, neste estudo, foi menor para as células cultivadas em polpa de
maca organica e convencional, o que vai contra os demais resultados referentes ao
estresse oxidativo. Talvez alguns metabolitos gerados durante a fermentacdo em
macad, como acidos organicos, tenham contribuido para o estresse celular,
aumentando o nimero de glutationa oxidada. Porém, a relacdo foi maior em polpa de
maca organica que em convencional, revelando ter potencial redox maior, devido
provavelmente a sua maior concentracdo de compostos fendlicos, incluindo a
quercetina (Tabelal).

Este trabalho descreveu a geracao do estresse oxidativo em células
de S. boulardii. Diferentemente do ocorrido em outros estudos, que induziram a
oxidacdo em S. cerevisiae (BELINHA et al., 2007; IZAWA, INOUE; KIMURA, 1995;
COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001; JAKUBOWSKI; BILINSKI; BARTOSZ, 2000).
A S. boulardii mostrou-se mais resistente quando exposta a condi¢des estressantes,
mesmo sem a presenca de quercetina. Tal resisténcia esta intimamente ligada a
condi¢cBes inatas, possibilitando-lhe, no trato gastrintestinal, proporcionar beneficios

ao hospedeiro, por manter-se viavel.

4 Conclusao

Durante a sacarificacdo e fermentacao simultanea, a concentracao de
fendlicos totais, quercetina galactosideo e antioxidantes aumentaram até entrada da
S. boulardii em sua fase estacionaria de multiplicacdo. Depois deste periodo, perdas
no conteudo fendlico, quercetina galactosideo e atividade antioxidante, ocorreram,
devido a reacao de oxidacao dos compostos fenolicos pela incorporacao de oxigénio
gerado pela agitagcéo. Entretanto, o teor de quercetina ramnosideo, aumentou durante
as 48 horas de fermentacdo, provavelmente devido a possivel biossintese deste

composto.
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A S. boulardii foi resistente as espécies reativas de oxigénio,
sobretudo na presenca da quercetina ramnosideo, durante a fermentacdo. A
quercetina disponivel em polpa de maga organica e convencional, reduziram o
estresse oxidativo mediado pelas ERO, devido sua acao antioxidante nas células da
levedura, verificada através da viabilidade celular, 0 mesmo ocorreu em células
cultivadas em meio YPD com quercetina ramnosideo (sintética). A eficiéncia da
guercetina mediante ao estresse também foi verificada pela alta concentracdo de GSH
no tratamento onde se encontrava presente.

Estes resultados suportam que a quercetina, incluindo a encontrada
em macd, reduz o estresse oxidativo mediados pelas espécies reativas de oxigénio,

devido sua acao antioxidante nas células de S. boulardii.
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CONCLUSAO GERAL

Os dados obtidos na caracterizagdo das polpas de macga,
apontaram que o sistema de cultivo, organico ou convencional, interferem
significativamente nas caracteristicas quimicas e fisicas dos frutos. A maca organica
apresentou maiores concentracdes de sélidos solluveis, acidez, acucares totais,
proteinas, minerais, compostos fendlicos e quercetina.

O planejamento central composto com face centrada foi
empregado com sucesso para otimizar e estudar o efeito individual e interativo de
variaveis de processo, temperatura, concentracdo de pectinase e celulase, sob a
resposta de concentragdo de células de S. boulardii. Nao houve diferenca significativa
na producdo de células da levedura quando o procedimento foi realizado em
incubadora de bancada (Shaker) para polpa de macd organica e convencional.
Indicando que mesmo os frutos sendo significativamente diferentes em sua
composicao, estes nao interferiram no desenvolvimento celular.

A producdo de biomassa de levedura probidtica S. boulardii através
da sacarificacdo e fermentacdo simultanea em condigdes submersas, em biorreator
sob agitacdo de 500 rpm, foi significativamente diferente nos dois substratos testados,
polpa de macéa organica e convencional.

Tanto a polpa de macd organica quanto a convencional foram
consideradas bons substratos para o cultivo dessa levedura, ja que uma diversidade
de nutrientes inatos a maca contribuiram para producdo de células. Mesmo em
condicbes extremas de acidez a levedura conseguiu, se desenvolver em ambos
substratos, e produzir quantidade suficiente de células para que o fermentado com S.
boulardii pudesse ser considerado com acédo probibtica.

Perdas na atividade antioxidante, ocorreram, devido a reacdo de
oxidacdo dos compostos fendlicos pela incorporacdo de oxigénio gerado pela
agitacdo, durante a fase estacionaria da levedura. Entretanto, o teor de quercetina 3-
O ramnosideo, aumentou ao longo do tempo, provavelmente devido a uma
biossintese ou pela bioconversado de alguma das formas glicosiladas de quercetina.

A S. boulardii foi resistente as espécies reativas de oxigénio,
sobretudo na presenca da quercetina, durante a fermentacdo. A quercetina disponivel
em polpa de magéa organica e convencional, tanto quanto na forma de po sintético

adquirido comercialmente, reduziram o estresse oxidativo mediado pelas ERO, devido
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sua acao antioxidante nas células da levedura, verificada através da viabilidade. A
eficiéncia da quercetina mediante ao estresse também foi verificada pela alta
concentragdo de GSH no tratamento onde se encontrava presente.

Estes resultados reportam que as magas organicas e convencionais,
apesar de terem composicoes diferentes e produzirem diferentes concentragdes de
biomassa, possuem quantidade de compostos fendlicos, sobretudo de quercetina,
suficiente para que reduzam a oxidacdo mediada por radicais livres. Entretanto
estudos futuros poderao ser realizados a fim utilizar a polpa de macé na producao de
biomassa probiodtica com o objetivo de criar um novo produto. Podendo este ser seco
ou liofilizado, o qual terd caracteristicas funcionais bastante definidas, pela presenca
do probidtico e antioxidantes, além de outras caracteristicas nutritivas inatas aos

frutos.
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ANEXO 1 - Curvas de crescimento da S. boulardii em meio YPD (pré indculo) e em
polpa de maca orgéanica e convencional (indculo).

e Curva crescimento S. boulardii em YPD
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*Dados de médias a partir de triplicada dos valores;

Células totais em camara de Neubauer, sem uso de corante azul de tripan;

Células viaveis em placas (YPD agar).

e Curva crescimento S. boulardii em polpa de magé organica
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*Dados de médias a partir de triplicada dos valores;
Células vivas em camara de Neubauer, com uso de corante azul de tripan;
Células viaveis em placas (YPD agar).
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e Curva crescimento S. boulardii em polpa de maca convencional
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*Dados de médias a partir de triplicada dos valores;
Células vivas em camara de Neubauer, com uso de corante azul de tripan;
Células viaveis em placas (YPD agar).
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ANEXO 2 - Teste Tukey — Valores médios para compostos fendlicos, antioxidade
(DPPH), quercetina ramnosideo e galactosideo, no fermentado de maca organica

(ORG) e convencional (CONV).

Tempo Compostos DPPH  Quercetina 3-O Quercetina 3-D
(h) fendlicos totais  (mg.mL™1) ramnosideo galactosideo
(mg.mL1) (mg.mL?) (mg.mL™)

0 ORG 1,1282 15452 0,185 x10-32 1,287 x1022
CONV 0,942 ° 1,273 2 0,342 x1032 6,662 x103P

2 ORG 1,171 2 1,5532 1,050 x1032 1,399 x1022
CONV 1,044 P 1,2822 0,445 x10-32 7,063 x103P

4 ORG 1,150 2 1,614 2 1,861 x1032 1,405 x1022
CONV 1,049 1,292 2 0,339 x103P 6,308 x103P

6 ORG 1,206 2 1,6322 2,018 x1032 1,349 x1022
CONV 1,0552 1,309 2 0,865 x103P 6,233 x103P

8 ORG 1,256 2 1,684 2 2,325 x1032 1,452 x1022
CONV 1,083 P 1,354 2 0,981 x103° 5,804 x103P

10 ORG 1,292 2 1,6912 2,435 x1032 1,316 x1022
CONV 1,1392 1,3392 1,009 x103P 5,856 x103P

12 ORG 1,362 2 1,694 2 2,400 x10-32 1,189 x1022
CONV 1,162° 1,248 2 1,312 x10°3P 5,296 x103Pb

14 ORG 1,292 2 1,526 2 2,407 x10-32 1,217 x1022
CONV 1,1382 1,2192 0,946 x103P 5,522 x103P

16 ORG 1,3592 1,5152 2,450 x10-32 1,147 x1022
CONV 1,005 2 1,127 2 1,222 x10-3b 5,986 x103P

24 ORG 1,2192 1,516 2 3,186 x10-32 1,002 x1022
CONV 0,904 2 1,128 @ 1,477 x103b 4,471 x103b

28 ORG 1,124 2 1,257 2 3,182 x1032 9,872 x1032
CONV 0,887 @ 1,0182 1,076 x103P 4,321 x103P

32 ORG 1,108 2 1,147 2 3,453 x1032 9,316 x1032
CONV 0,877 ° 1,000 2 1,216 x103P 4,034 x103b

48 ORG 1,100 2 1,018 2 3,938 x1032 7,144 x10-32
CONV 0,843° 0,928 @ 1,574 x103P 3,449 x1038P

Compostos fendlicos totais em mg de EAG por mL de fermentado; DPPH (Atividade antioxidante) em
mg de trolox por mL de fermentado, quercetina ramnosideo em mg de quercetina 3-O ramnosideo por
mL de fermentado e quercetina galactosideo em mg de quercetina 3-O galactosideo por mL de

fermentado.

ORG: fermentado de polpa de macé orgéanica; CONV: fermentado de polpa de maca convencional.

Fermentado por S. boulardii.

*Letras iguais ha mesma coluna, para cada tempo, séo iguais a 5% de significancia.
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ANEXO 3 - Teste Tukey — Valores médios de &cidos organicos para fermentado de
polpa de macé organica (ORG) e convencional (CONV).

Tempo Ac. Acético  Ac. Malico  Ac. Succinico Ac. Citrico
(hora) (9.Lh) (9.Lh) (9.Lh) (9L
0 CONV 0,965 2 1,370° 0,109 2 0,016 2
ORG 0,517° 1,890 2 0,023 b 0,0112
2 CONV 1,020 2 1,280 P 0,106 2 0,016 2
ORG 1,150 2 1,9304 0,089 2 0,014 2
4 CONV 1,4202 1,5804 0,1352 0,020 2
ORG 1,170 2 1,6904 0,096 2 0,013 °
6 CONV 1,900 @ 1,620 ° 0,149 2 0,0192
ORG 1,52042 1,9202 0,124 2 0,0152
8 CONV 2,160 2 1,450 P 0,162 2 0,0192
ORG 2,3102 2,040 2 0,172 2 0,020 2
10 CONV 3,100 2 1,6104 0,237 2 0,025 2
ORG 2,080 1,780 4 0,166 P 0,017 b
12 CONV 2,980 2 1,310° 0,219 0,023 2
ORG 2,580 2 1,860 2 0,208 P 0,0192
14 CONV 4,160 2 1,580 P 0,290 2 0,029 2
ORG 3,130° 2,160 P 0,288 2 0,024 2
16 CONV 5,180 2 1,740° 0,365 2 0,035°b
ORG 3,620 2,200 2 0,337°" 0,043 b
24 CONV 8,260 2 1,470° 0,326 P 0,0512
ORG 5,040 © 2,2102 0,534 2 0,034 b
28 CONV 8,570 2 1,390 P 0,388 P 0,051 42
ORG 5,060 P 2,060 2 0,565 @ 0,036 P
32 CONV 10,500 2 1,600 P 0,570 P 0,062 2
ORG 6,010 P 2,1702 0,687 2 0,043 "
48 CONV 15,000 2 1,400 ° 0,548 b 0,092 2
ORG 6,860 P 2,260 2 1,020 2 0,067 b

ORG: fermentado de polpa de magé orgéanica; CONV: fermentado de polpa de maca convencional.
Fermentado por S. boulardii.

*Letras iguais na mesma coluna, para cada tempo, séo iguais a 5% de significancia.
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ANEXO 4 - Teste de Tukey - valores médios de sacarose, glicose e frutose, para
fermentado de polpa de macé organica (ORG) e convencional (CONV).

Tempo Sacarose Glicose (g.L Frutose
(hora) (g.Lh) ') (g.Lh)
0 CONV 21,050 P 17,800 @ 113,250 @
ORG 31,7002 17,650 @ 109,250 @
2 CONV 18,750 2 17,600 @ 123,850 @
ORG 19,850 2 15,750 ° 112,700
4 CONV 20,650 2 21,050 2 132,050 @
ORG 11,500 ® 14,700 ® 96,200 P
6 CONV 18,800 @ 19,950 @ 134,950 2
ORG 13,200 ° 17,000 101,850 P
8 CONV 15,500 @ 18,550 @ 131,400 2
ORG 13,300 " 17,450 112,700 @
10 CONV 14,300 2 18,700 @ 125,350 @
ORG 10,000 ® 16,450 ° 107,950 ®
12 CONV 11,700 2 18,650 @ 127,400 2
ORG 8,850 P 16,700 ® 108,100 ®
14 CONV 12,450 @ 17,900 @ 119,750 2
ORG 9,050 P 17,650 @ 115,250 2
16 CONV 12,050 2 15,150 P 110,000 b
ORG 7,600 P 17,750 @ 118,850 @
24 CONV 10,400 @ 16,400 @ 115,200 2
ORG 9,100 ® 16,700 2 116,000 2
28 CONV 10,350 2 14,900 P 135,100 2
ORG 7,350 P 15,650 @ 116,700
32 CONV 9,800 @ 14,550 ° 145,100 2
ORG 7,800 P 15,400 @ 118,600 2
48 CONV 9,700 @ 14,500 2 135,950 @
ORG 6,200 P 13,300 P 119,050 b

ORG: fermentado de polpa de macad organica; CONV: fermentado de polpa de
maca convencional. Fermentado por S. boulardii.

*Letras iguais na mesma coluna, para cada tempo, sdo iguais a 5% de
significancia.



ANEXO 5 - Cromatogramas de quercetina

Amostra de maca organica e (b) Amostra de maca organica apos 48h de

fermentacao.
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Amostra de maca convencional e (b) Amostra de macé convencional apés 48h de

fermentacao.
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ANEXO 6 - Cromatogramas acidos organicos

Cromatograma dos padrdes de acidos organicos
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Regido ampliada do cromatograma referente a analise de acidos organicos das

amostras de maca convencional nos diferentes tempos de fermentagéo.
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e Regido ampliada do cromatograma referente a analise de &cidos organicos das
amostras de maca organica nos diferentes tempos de fermentacéao.
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ANEXO 7 - Cromatogramas de carboidratos

e Sobreposicao dos cromatogramas das amostras de macga convencional referente
a analise de carboidratos
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e Sobreposi¢cdo dos cromatogramas das amostras de maca organica referente a
analise de carboidratos

Frutose
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|
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ANEXO 8 - Ficha Técnica das enzimas Novozyme® 33095 e Celluclast® 1.5 L

e Novozyme® 33095

Product Data Sheet

O
novozymes

Rethink Tomorrow faf2

Valid from 2012-02-14

Novozym® 33095

In this product the key enzyme activity is provided by
pectin lyase catalyzing eliminative cleavage of (1.4)-alpha-D-galacturonan methyl ester giving oligosaccharides with
4-deoxy-6-0-methyl-alpha-D-galact-4-enuroncsyl groups at their non-reducing ends

PRODUCT CHARACTERISTICS/PROPERTIES ALLERGEN

Declared enzyme Pectin lyase Allergen Substance | | Allergen Substance
Declared activity 10000 PECTW/mI contained” contained"
Cther activities Polygalacturonase
Color Brown Beef no Lactose no
Physical form Liquid Camot no Legumes ne
Approximate density (g/ml) 1.16 Celery ne Lupin ne
) . Cereals containing gluten® no Milk no
Cdor Slight fermentation cdor - _
Chicken meat no Malluscs no
Solubility Active compenent is readily seluble in water at all Cocoa no Mustard ne
concentrations that occur in normal usage. Coriander no Muts? ne
Standardisation components can cause turbidity in Com/maize no Peanuts no
solution. Crustaceans no Fork no
Colar can vary from batch to bafch. Color intensity is not an indication Egg no Sesame no
of enzyme activity. Fish no Soy no
Glutamate no Sulphur dioxide/sulphites, no
PRODUCT SPECIFICATION more than 10 ma per ko
Lower Limit Upper Limit Unit or |
Pectinase unit PECTU 10000 fml 'Definition of substances according to LeDa/ALBA and EU Directives
Total viable count 50000 fa 2000/13/EC and 2007/68/EC. as amended
Coliform bacteri 30 i
e _D m bactenia ;.g .wheat, rye, barley, oats, speft, kamut
E.coli Mot Detected f25g
Salmonella Not Detected n5g 3i.e. almond, hazelnut, walnut, cashew, pecan nut, Brazil nut, pistacchic nut,
Heavy metals Max 30 makg macadamia nut and Queensland nut
Lead Max mg/k
) s gka PRODUCTION ORGANISM
Arsenic Max 3 ma'kg
Cadmium Max 05 makg Production erganism Aspergillus aculeatus
Mercury Max 05 makg Aspergillus niger

Produced by fermentation of micre organisms. The enzyme protein is separated

COMPOSITION and purified from the production organisms.
Ingredients Appr. % (win) STORAGE CONDITION

Recommended storage: 0-10 *C (32-50 °F)

Glycerol, CAS no. 36-81-5 49
Water, CAS no. 7732-18-5 4
Pectin lyase, CAS no. 9033-35-6%

Potassium chloride, CAS no. 7447-40-7
Peolygalacturonase, CAS no. 9032-75-1*

Fackaging must be kept intact. dry, and away from sunlight. Please follow the
recommendations and use the product before the best before date to avoid

b

the need for a higher dosage.

[T

Best before: You will find the best before date in the certificate of analysis or
on the product label.

*Defined as enzyme conc. (dry matter basis)
The preduct gives optimal performance when stored as recommended and

Mo preservatives added used prior to the best-before date



140

e Celluclast®1.5L

Product Data Sheet

novozymes

Rethink Tomorrow fofz

Valid from 2012-09-07

Celluclast®
15L

In this product the key enzyme activity is provided by

cellulase that hydrolyzes {1.4)-beta-D-glucosidic linkages in cellulose and other beta-D-glucans

PRODU HARACTERISTICS/PROPERTIES ALLERGEN
Dedared enzyme Cellulase Allergen Substance | | Allergen Substance
Declared activity 700 EGU/g contained" contained*
Color Brown
Physical ferm Liguid Besf no Lactose ne
Approximate density (g/ml) 1.22 Carrot no Legumes ne
Odoer slight fermentation cdor Celery na Lupin ne
_ N _ . L o Cereals containing gluten® no Milk: ne
L;:}o.r can v:.l}-.f.l.'om batch to batch. Color intensity is not an indication Chicken meat no Nalluscs no
= activity
of enzyme Jctivity. Cocoa no Mustard no
. L
PRODUCT SPECIFICATION Coriander no Nuts no
Com/maize no Peanuts no
Lower Limit Upper Limit Unit Crustaceans no Park no
Endcglucanase unit EGU 700 fa Fgg na Ee:a'r‘e ne
Total viable count - 10000 fa Fisn na -2y ne
Coliform bacteria - 3p fq Glutamate no Sulphur dioxide/sulphites, no
E.coli Not Detected 25g more than 10 mg per kg
salmonella Not Detected 2549 orl
Heavy metals Max 30 makg . X .
Lead Max S mak 'Definition of substances according to LeDa/ALBA and EU Directives
R oka 2000/13/EC and 2007/68/EC, as amended
Arsenic Max 3 mgkg
Cadmium Max 0.5 makg -wheat, rye, barley, oats, speft, kamut
Mercury Max 0.5 mgkg %i.e. almond, hazelnut, walnut, cashew, pecan nut, Brazil nut, pistacchio nut,

macadamia nut and Queensland nut

The enzyme analytical method is available from the Customer Center or sales
4 n NUTRITIONAL VALUES
representative.
The product has a typical nutritional value of approximately 540 kJ/100 g

COMPOSITION enzyme product

- - * Protein 14911009
Preservatives Potassium sorbate « Folyols 309100 g
Stabilizers Sodium chloride * Organic acid 0g/100 g

Sarbita * Ash 591009
- Sedium (1.95 g/100 g
= Moisture 51g/100g
PRODUCTION ORGANISM
Producticn crganism Trichoderma reesei

Produced by submerged fermentation of a micro erganism. The enzyme protein
is separated and purified from the preduction organism.
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ANEXO 9 - Certificacdo do IBD (Inspecdes e Certificacbes Agropecudrias e
Alimenticeas) da fazenda produtora de macgd organica, localizada na cidade de
Urupema — SC

19/05/2016 = IBD - Relag3o de Clientes Certificados e Aprovados =

RELACAO DE CLIENTES
CERTIFICADOS E APROVADOS

CERTIFICACOES

Matricula: SC 029
Empresa: Sitio Sabor da Serra

Endereco: Geral Cedro, Sentido Urupema - Santa lzabel, Urupema / SC - 88625000 - Brasil
Telefone: +55 4932361316

Contatos:
Rogue Roberto Gaio
Telefone: 049 32361316 E-mail: roquegaio @ibest.com.br

Produto(s) e Diretriz(es):

Batata Inglesa
Certificado(s): Lei 10.831

Mags Catarina
Certificado(s): Lei 10.831

Mag8 Fuji
Certificado(s): Lei 10.831

Macd gala
Certificado(s): Lei 10.831




142

ANEXO 10 - Ficha Técnica Saccharomyces boulardii — Bula medicamento Floratil -
Merk®

FLORATIL

Saccharomyces boulardii- 17 liofilizado

)@

APRESENTACOES

Capsulas de gelatina.

Floratil® 100 mg - Embalagem contendo 12 capsulas.
Floratil® 200 mg - Embalagem contendo 6 cépsulas.

USO ORAL
USO ADULTO E PEDIATRICO

COMPOSICAO

Floratil® 100 mg

Cada capsula contém 100 mg de Saccharomyces boulardii - 17 liofilizado (100 mg de liofilizado
contém no minimo 0.5 x 10° células de Saccharomyces boulardii - 17) e excipientes (estearato
de magnésio, lactose e sacarose).

Floratil® 200 mg

Cada capsula contém 200 mg de Saccharomyces boulardii - 17 liofilizado (200 mg de liofilizado
contém no minimo 1 x 10° células de Saccharomyces boulardii - 17) e excipientes (estearato de
magnésio e lactose).

INFORMACOES AO PACIENTE

1. PARA QUE ESTE MEDICAMENTO E INDICADO?
Floratil® esta indicado como auxiliar na restauracdo da flora intestinal e também como auxiliar
no tratamento de diarreias de diferentes causas.

2. COMO ESTE MEDICAMENTO FUNCIONA?

A substancia ativa do Floratil® ¢ o Saccharomyces boulardii, um probidtico, ou seja, wm
microrganismo vivo que, quando administrado em quantidade adequada traz beneficio para a sua
saude. Como funcdo benéfica ao organismo. o Saccharomyces boulardii tem efeito sobre o
equilibrio bacteriano intestinal e sobre o controle de diarreias.

3. QUANDO NAO DEVO USAR ESTE MEDICAMENTO?
Nio sdo conhecidas. até o momento. condicdes que contraindiquem o uso de Floratil®, exceto se
vocé tem alergia a substancia ativa ou a qualquer um dos excipientes.

4. O QUE DEVO SABER ANTES DE USAR ESTE MEDICAMENTO?

Adverténcias e precaucdes

O manuseio das capsulas de Floratil® requer cuidados caso vocé esteja fazendo uso de cateter
venoso central.

Atencao diabéticos: contém aciicar (Floratil® 100 mg).



Gravidez e amamentacao
Este medicamento pode ser utilizado durante a gravidez desde que sob prescricio médica
ou do cirurgifo-dentista.

Interacoes com alimentos, bebidas e outros medicamentos

Néo sdo conhecidas interacoes medicamentosas para o Floratil®. a ndo ser diminuicdo da sua
acao quando é tomado juntamente com medicamentos para tratar micoses. Se vocé encontra-se
sob tratamento com antibioticos ou quimioterapicos. ingerir Floratil® um pouco antes desses
medicamentos. Nao utilizar o produto junto com bebidas alcodlicas.

Informe ao seu médico ou cirurgido-dentista se vocé esti fazendo uso de algum outro
medicamento.

Direcao de veiculos e operacao de maquinas
o oa Ce . . .- B
Vocé pode dirigir e lidar com maquinas normalmente durante tratamento com Floratil™.

5. ONDE, COMO E POR QUANTO TEMPO POSSO GUARDAR ESTE
MEDICAMENTO?

Vocé deve conservar Floratil® em temperatura ambiente (entre 15°C e 30°C). protegido da

umidade. conservando as embalagens bem fechadas.

Numero de lote e datas de fabricacio e validade: vide embalagem. Nao use medicamento

com o prazo de validade vencido. Guarde-o em sua embalagem original.

As capsulas de Floratil® sdo opacas, de cor branca, com a inscri¢do “Merck 100 mg™ (para as

capsulas com 100 mg) ou “Merck 200 mg” (para as capsulas com 200 mg). O pd em seu interior

tem aspecto granulado. de cor bege e odor caracteristico.

Antes de usar, observe o aspecto do medicamento. Caso ele esteja no prazo de validade e

vocé observe alguma mudanca no aspecto, consulte o farmacéutico para saber se podera

utiliza-lo.

Todo medicamento deve ser mantido fora do alcance das criancas.

6. COMO DEVO USAR ESTE MEDICAMENTO?

As capsulas de Floratil® devem ser engolidas inteiras, sem mastigar, com wm pouco de liquido.
Para criancas pequenas ou pessoas com dificuldades de engolir. as capsulas podem ser abertas.
adicionando-se o contetido a mamadeiras e a pequenas quantidades de liquidos ou alimentos
semissolidos. Nao adicionar o produto a liquidos ou alimentos quentes (temperatura acima de
60°C) ou gelados, assim como a bebidas alcodlicas. Uma vez abertas as capsulas, seu contetdo
deve ser imediatamente ingerido. pois o contato com o ar e a umidade altera o prazo de validade
do produto. Floratil® deve ser tomado de preferéncia em jejum ou meia hora antes das refeicdes.
Siga atentamente a instrucdo abaixo para a retirada da capsula do blister. A forma correta de
destacar o aluminio & puxar de acordo com o local da seta indicativa.

" - Abra Aqui
/ & rr N
A
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Posologia

Floratil® 100 mg

— Nas altera¢des agudas da flora intestinal e na diarreia por Clostridium difficile: duas capsulas.
duas vezes ao dia.

— Nas alteracdes cronicas da flora intestinal: uma capsula duas vezes ao dia.

Floratil® 200 mg

— Nas alteracoes agudas da flora intestinal e na diarreia por Clostridium difficile: uma capsula.
duas vezes ao dia.

— Nas alteracdes cronicas da flora intestinal: uma capsula uma vez ao dia.

A posologia de Floratil® pode ser alterada a critério médico. Na maioria dos casos, sio
suficientes dois a trés dias de tratamento. Se os sintomas persistitem apos cinco dias, procure o
médico.

Uso em idosos, criancas e outros grupos de risco
Floratil® ndo ¢ absorvido e pode ser utilizado por qualquer tipo de paciente.

Siga corretamente o modo de usar. Em caso de dividas sobre este medicamento, procure
orientacao do farmacéutico. Nao desaparecendo os sintomas, procure orientacio de seu
médico ou cirurgiao-dentista.

7. O QUE DEVO FAZER QUANDO EU ME ESQUECER DE USAR ESTE
MEDICAMENTO?

Tome a dose seguinte na hora habitual. Ndo tome uma dose dobrada para compensar uma dose

que se esqueceu de tomar.

Em caso de duvidas, procure orientaciio do farmacéutico ou de seu médico, ou cirurgiio-

dentista.

8. QUAIS OS MALES QUE ESTE MEDICAMENTO PODE ME CAUSAR?

Até 0 momento nio sio conhecidas reacoes desagradaveis decorrentes do uso de Floratil®. Em
algumas criancas ou recéme-nascidos pode-se observar odor de fermento nas fezes, sem qualquer
significado nocivo.

Informe ao seu médico, cirurgiio-dentista ou farmacéutico o aparecimento de reacoes
indesejaveis pelo uso do medicamento. Informe também a empresa através do seu servico
de atendimento.

9. O QUE FAZER SE ALGUEM USAR UMA QUANTIDADE MAIOR DO QUE A
INDICADA DESTE MEDICAMENTO?

Nio sdo conhecidos sintomas provocados por uma dose excessiva de Floratil®.

Em caso de uso de grande quantidade deste medicamento, procure rapidamente socorro

médico e leve a embalagem ou bula do medicamento, se possivel. Ligue para 0800 722 6001,

se vocé precisar de mais orientacdes.
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DIZERES LEGAIS
M.S. 1.0089.0090
Farmacéutico Responsavel: Alexandre Brasil Amaral dos Santos - CRF-RJI n° 6700

Importado por: MERCK S.A.

CNPJ 33.069.212/0001-84

Estrada dos Bandeirantes, 1099

Rio de Janeiro - RJ - CEP 22710-571

Industria Brasileira

Fabricado e embalado por: Biocodex, Beauvais - Franca

Siga corretamente o modo de usar, niao desaparecendo os sintomas procure orientacio
médica.

"~/ www.merck.com.br
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