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RESUMO

SILVA, Marcus Vinicius Bastos da, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
Fevereiro de 2013. Efeito da adicdo de compostos fendlicos sobre o

crescimento de levedura etanologénica ( Saccharomyces sp.) em meio
sintético e em caldo de cana-de-acucar . Orientador: Paulo Henrique Alves
da Silva. Co-orientadores: Eduardo Basilio de Oliveira e Luciano Gomes Fietto.

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito da adicdo de
compostos fendlicos no crescimento e a atividade fermentativa de levedura
etanologénica (Saccharomyces sp.) em meio sintético (YPD) e em caldos de
duas variedades de cana-de-acucar. A maior parte destes compostos € soluvel
em solventes organicos, tais como metanol, etanol, acetato de etila e entre
outros. Para solubilizacdo dos compostos fendlicos adicionados, foram
avaliados estes trés solventes, quanto a sua influéncia no crescimento da
levedura etanologénica em meio de crescimento YPD (2 % glicose) a 28°C.
Dentre as concentracfes 0, 2, 4, 8 e 16 % e os solventes analisados, o etanol
com a concentragdo de 2 %, interferiu menos no crescimento da levedura
etanologénica, sendo assim, selecionado para os demais ensaios. Utilizando-
se este solvente selecionado foram realizados ensaios com 0S compostos
fendlicos &acido ferulico, quercetina, resveratrol e rutina adicionadas nas
concentracbes 0, 5, 25, 50 e 100 ug.mL'le nas concentracoes 1,0 x 104, 1,5 x
10%, 2,0 x 10* e 2,5 x 10* pmol.mL™. Estes ensaios mostraram que 0s
compostos fendlicos apresentam um efeito protetor contra a inibicdo pelo
etanol, com relacdo ao crescimento da levedura e dentre estes compostos,
destaca-se a rutina. Posteriormente, foram realizados experimentos em caldos
de cana-de-acUcar das variedades (RB 92579 e RB 867515), com maior e
menor teor de compostos fendlicos, respectivamente. Os ensaios de
fermentacdo com caldos de cana-de-aclucar das duas variedades foram
analisados com e sem adicdo de rutina com trés repeticdes. Confirmou-se o
efeito protetor da rutina sobre o etanol como agente “inibidor” da atividade

oxidante.
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ABSTRACT

SILVA, Marcus Vinicius Bastos da, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
February, 2013. Effect of phenolic compounds addition on the
etanologenic yeast growth ( Saccharomyces sp.) in synthetic medium and
broth cane sugar. Adviser: Paulo Henrique Alves da Silva. Co-Advisers:
Eduardo Basilio de Oliveira and Luciano Gomes Fietto.

This study aimed to evaluate the effect of phenolic compounds addition
on the etanologenic yeast growth and fermentation activity (Saccharomyces
sp.) in synthetic medium (YPD) and within broths of two cane sugar varieties.
Most of these compounds are soluble in organic solvents such as methanol,
ethanol, ethyl acetate and others. For solubilization of the phenolic compounds
added were evaluated these three solvents, and their influence on etanologenic
yeast growth in the growth medium YPD (2 % glucose) at 28 °C. Among the
concentrations 0, 2, 4, 8 and 16 % and the solvents tested, ethanol
concentration of 2%, affected less the growth of etanologenic yeast, thus, it was
selected for the other tests. Using this selected solvent, tests were performed
with ferulic acid, quercetin, resveratrol and rutin added at these concentrations:
0, 5, 25, 50 and 100 pg.mL™* and 1,0 x 10%, 1,5 x 10®, 2,0 x 10* and 2,5 x 10*
pumolmL™. These tests showed that phenolic compounds have a protective
effect against inhibition by ethanol, related to the yeast growth and among these
compounds, the best is rutin. Posteriorly, experiments were made with broths of
cane sugar of these varieties, RB 867515 and RB 92579, with higher and lower
levels of phenolic compounds, respectively. The fermentation tests with cane
sugar broths from two varieties were analyzed with and without addition of rutin
within three repetitions. It was confirmed the protective effect of rutin on ethanol

as an “inhibitor” agent of oxidant activity.
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1 - INTRODUCAO

O setor sucroalcooleiro e o setor de bebidas alcodlicas destiladas,
notadamente cachaca e rum, utilizam como matéria-prima o caldo de cana-de-
acucar que € fermentado por acdo de leveduras. O rendimento desta
fermentacao alcodlica depende, dentre outros fatores, da qualidade do caldo da
cana-de-acucar, que por sua vez é influenciada pela variedade agricola, época
de colheita, condicbes edafoclimaticas, controle de pragas e tratos culturais,

especialmente as adubacgoes.

Inimeras variedades de cana-de-acUcar sdo plantadas no Brasil.
Diversos trabalhos de melhoramento genético tém atualmente, ampliado a
disponibilidade varietal. As variedades RB 867515 e RB 92579 tém sido as
mais plantadas no pais, (com destaque para a RB 92579 na regido nordeste do
Brasil) devido ao potencial produtivo em tonelada de cana por hectare,
tonelada de acucares, expressos pelos solidos solveis (°Brix) por hectare, e
ampla adaptacédo a diferentes ambientes edafoclimaticos. Na grande maioria
dos locais a RB 92579 apresenta caldo escuro devido ao alto teor de fendis
(superior a 1.000 mg.L™?), enquanto a variedade RB 867515, com caldo mais
claro, apresenta menor teor de fenéis (em torno de 790 mg.L™") (ARISTIDES et
al., 2009). Grande parte dos fendis se encontra na casca dos colmos. O caldo
com menos fendis e mais fésforo inorganico € mais limpido. Dados tém
indicado, portanto, que diferentes variedades de cana-de-agUcar possuem

teores de compostos fendlicos diferenciados.

Os compostos fenolicos (monofendis e polifendis) podem causar acéo
inibidora sobre as leveduras no que se refere ao desdobramento de parte do
acucar residual durante a fermentacdo alcodlica. Estes compostos provocam
uma perda na integridade da membrana celular, afetando a habilidade desta
como barreira seletiva e assim, ocorre uma redugcédo no crescimento celular e
na assimilacdo de aglcares (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).
Compostos fendlicos, como por exemplo, flavonoides, acido caféico e seu
derivado fenetil éster, apresentam a¢édo antimicrobiana, possuem a capacidade

de inibir o crescimento e a divisdo celular, aumentar a permeabilidade da

1



membrana e interferir na motilidade celular dos microrganismos. De acordo
com Bisson (1999), a concentragdo e o0s tipos de compostos fendlicos
presentes em uvas, podem inibir ou estimular a fermentagéo.

Neste trabalho foi avaliado o efeito da adicdo dos compostos fendlicos
acido ferulico, quercetina, resveratrol e rutina, em diferentes concentracoes,
sobre o crescimento e a atividade fermentativa de levedura etanologénica
Saccharomyces sp. em meio sintético e em caldos de cana-de-acucar de duas
variedades, RB 92579 e RB 867515.



2 - OBJETIVOS

2.1 - Avaliar diferentes solventes na solubilizacdo dos compostos fendlicos e
seus efeitos no crescimento da levedura, a fim de selecionar o solvente que

tem o menor efeito inibitdério sobre os microrganismos.

2.2 - Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de compostos fendlicos sobre
o crescimento da levedura etanologénica, selecionando os compostos fenélicos
e as concentracdes respectivas que influenciam positivamente o crescimento

da levedura (Saccharomyces cerevisae).

2.3 - Comparar o crescimento da levedura etanologénica em meio sintético e
em caldos de cana-de-acucar com e sem adicdo do composto fendlico

selecionado.



3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Fermentacao alcodlica

A fermentacdo € um processo de oxidacdo anaerébica parcial da
glicose. Dentre os microrganismos que realizam este processo fermentativo,
tem-se leveduras e bactérias. Dentre estes, as leveduras apresentam uma
maior aplicagdo tecnolégica, pois possibilitam melhor rendimento. A levedura
mais utilizada industrialmente é Saccharomyces sp., principalmente devido a
capacidade de produzir e tolerar altas concentracdes de etanol (LIMA et al.,
2001). Apresentam-se normalmente na forma unicelular, com didmetro entre 2
a 8 micrébmetros. No citoplasma celular hd um eficiente aparato enzimatico,
sendo nessa regidao da célula que se processa a fermentacéo. Trata-se de um
organismo vivo, com habilidades metabdlicas mudultiplas, podendo alterar a
estequiometria da fermentacéo em resposta a alteragbes no meio, com grande
impacto no rendimento dos processos (LIMA, BASSO & AMORIM, 2001).

Na fermentacédo sdo considerados como substratos os carboidratos, que
podem ser tanto endogenos (glicogénio e trealose) como exdgenos (sacarose,
glicose, frutose e outros); estes ultimos fornecidos a levedura (LIMA, BASSO &
AMORIM, 2001).

O processo de transformacdo de acucares sollveis em moléculas
menores pela acdo das leveduras existe em dois ciclos distintos. O primeiro,
denominado glicdlise, tem a funcdo de “quebrar” a molécula de glicose até
acido piravico, através de uma série de reacOes catalisadas por enzimas
especificas, que se situam na parede celular e no interior da célula. Na
auséncia de oxigénio, ha uma tendéncia para a atuacao das enzimas piruvato-
descarboxilase e alcool-desidrogenase, produzindo etanol e CO, a partir do
acido piravico. A equagdo de Gay-Lussac faz um balanco desta etapa. Porém,
na presenca de oxigénio h4 um deslocamento reacional de parte do &cido
piravico para o Ciclo de Krebs, onde sera oxidado enzimaticamente a didxido
de carbono e agua (LEHNINGER et al., 1995; KOLB, 2002).
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Figura 1 - Sequéncia das reagdes enzimaticas da fermentacéo alcodlica.

Fonte: LIMA et al.,2001

O balanco global dos dois ciclos pode ser resumido pelas equacdes:

CsH1206 + 2 Pi + 2 ADP— 2 C,Hs0H + 2 CO;, + 2 ATP + 2 H,O + 57 kcal

Equacéo de Gay-lussac

CsH1206 + 6 Oo— 6 CO, + 6 H,O + 38 ATP + 688 kcal

A reacdo global da glicélise demonstra que 1 mol de glicose (180 g)

produz 2 moles de etanol (92 g), 2 moles de diéxido de carbono (88 g) e 57

kcal de energia.



A disponibilidade de acucar pode afetar o metabolismo das leveduras e
nao somente, a auséncia ou presenca de oxigénio. Em concentracbes de
glicose inferior a 1,5 g.L™* e condi¢cdes de aerobiose, provoca-se um elevado
rendimento celular e a reducdo da glicélise anaerObica ou da taxa de
fermentacdo alcodlica; este efeito € denominado Pasteur. Por outro lado, o
efeito Crabtree, que é o incremento na producdo de etanol em concentragfes
de glicose superiores a 0,5-1,0 g.L™* (independentemente da concentracéo de
oxigénio) € tido como prejudicial ao processo de producdo de leveduras, com
impacto negativo no setor de panificacdo, pois parte do acucar disponivel &
convertida a etanol e didxido de carbono em detrimento a biomassa, reduzindo
o rendimento (OKADA,1981). Portanto, fatores como concentragdo de
substratos, concentracdo de nutrientes, pH, temperatura, pressao, oxigenacao,
etc., afetam os parametros cinéticos que definem as taxas de producao de

etanol, reproducgéo celular e consumo de substrato.

3.2 - Principais produtos agroindustriais derivados da fermentacédo

alcodlica

O setor sucroalcooleiro no Brasil, nesta ultima década, apresentou um
grande crescimento devido a valorizacdo global de seus dois principais
produtos: o alcool e o agucar. Por conseguinte, 0 pais alcancou posicoes
importantes no mercado global, tendo sido o maior produtor de aglcar, com
aproximadamente 35,7 milhfes de toneladas; e o segundo maior produtor de
etanol, com aproximadamente 22,7 milhdes de m® (BRASIL, 2012a).

O etanol tem sido continuamente valorizado devido a preocupacédo
mundial relacionada ao aquecimento global, para reducdo da emissdo de
gases de efeito estufa (CO,), a necessidade de uso de combustiveis
renovaveis e também, com o surgimento da tecnologia de motores flex fuel.
Segundo a Lei n°® 12.490 de 2011, que determina a adicdo de etanol anidro a
gasolina, ao referido percentual até o limite de 25 % (vinte e cinco por cento) ou
reduzi-lo a 18 % (dezoito por cento), estabelecendo dentre outras
prerrogativas, a garantia do fornecimento de biocombustiveis em todo territério
nacional, promover a competitividade do pais no mercado internacional de

biocombustiveis e fomentar a pesquisa e 0 desenvolvimento relacionados a



energia renovavel (BRASIL, 2011). A producédo de etanol hidratado com 14
milhdes de m® da safra 2011/12, esta se tornando um sucedaneo cada vez
mais importante da gasolina e assim, modificando o perfil da produgéo e o
destino final do produto. Este produto se destacou rapidamente, passando a
substituir volumes de etanol anidro com 8.606.047 m® da safra 2011/12, usado
na mistura com a gasolina e deve continuar este movimento ascendente pelos
proximos anos (BRASIL, 2012a).

Da mesma forma, a tendéncia de generalizacdo do uso de etanol em
mesclas com a gasolina, em muitos paises, e o crescimento do comércio
internacional associado a esta mudanca no mercado de combustiveis,
especialmente nos Estados Unidos da América, fez crescer bastante a
participacédo das exportacdes no total desse comeércio, mas ainda esta longe de
ser um componente importante da receita do setor (BRASIL, 2012a).
Aproximadamente 70 % de todo o etanol produzido no mundo é utilizado como
combustivel.

Cachaca é a bebida alcodlica com denominacéo tipica e exclusiva da
Aguardente de Cana produzida no Brasil, com graduacéo alcodlica de 38 % vol
a 48 % vol a 20 °C (vinte graus Celsius), obtida pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agclUcar com caracteristicas sensoriais
peculiares, podendo ser adicionada de aclicares até 6 g.L™, expressos em
sacarose, como estabelecido na Instrucdo Normativa N° 13 (MAPA, 2005).

Da producao de cachaca no Brasil (1,2 bilhdo de litros por ano), menos
de 1 % é exportado; mesmo assim, o produto é exportado para mais de 60
paises. Dentre os principais paises importadores estdo Alemanha, Estados
Unidos, Portugal e Franca. Em 2011 cerca de 90 empresas exportaram um
total 9,80 milhdes de litros, gerando uma receita de US$ 17,3 milhfes. Desse
total, pouco mais de 10 % foi vendido para os Estados Unidos. No primeiro
semestre de 2012, os Estados Unidos elevou em 12,62 % o volume de
importacéo de cachaca, se comparado ao mesmo periodo do ano anterior, isto
ocorreu devido ao reconhecimento da bebida pelo pais norte-americano como
“genuinamente brasileira”, este fato ocorreu apdés mais de 10 anos de
negociagdes (BRASIL, 2012b).



A cachaca ocupa a terceira colocacdo no mundo entre as bebidas
destiladas mais consumidas. No Brasil, ocupa a segunda colocagédo entre as
bebidas alcodlicas mais consumidas, ficando atras apenas da cerveja.

O Brasil € um dos maiores consumidores de aclUcar do mundo,
totalizando aproximadamente 12 milhdes de toneladas na safra 2010/11. Este
consumo continua a crescer, principalmente em virtude do aumento no
consumo dos produtos industrializados com alto teor de acucar. O Brasil € 0
maior exportador de acucar do mundo, com 20,5 milhdes de toneladas de
acucar bruto e 6,9 milhdes de toneladas de acucar refinado exportadas na
safra 2010/11, segundo a Secex (Secretaria do Comércio Exterior) do
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio (BRASIL, 2012c).

Algumas etapas envolvendo o preparo da matéria-prima para a
producédo de bioetanol e cachaca sdo comuns, tais como moagem, decantacéo,
filtracdo, eventualmente diluicdo e outras. Elas tém como objetivo preparar o
caldo de cana-de-acUcar para que a fermentacdo ocorra da melhor maneira
possivel, otimizando a produtividade, o rendimento e outros parametros
cinéticos. Inocula-se a levedura no caldo pré-tratado para que 0 processo
fermentativo inicie adequadamente. Em alguns casos, em producédo de
cachaca, a fermentagcdo espontanea pode ser conduzida. Concluido o processo
fermentativo, realiza-se a destilacdo, para a coleta dos produtos com suas
graduacdes alcodlicas especificas (BRASIL, 2003).

No caso, do destilado alcodlico para o biocombustivel, a diferenciagéo
do teor alcodlico entre as duas formas produzidas nas destilarias é de 96 %
para AEHC e 99,6 % para AEAC. Ja para a cachaca, além do teor alcoodlico
entre 38 e 48 °GL, a concentracdo de acidez, ésteres, alcoois superiores,
metanol, cobre, chumbo, carbamato de etila e acroleina, devem obedecer aos
limites estabelecidos pela legislacéo Instru¢cdo Normativa N° 13 (MAPA, 2005),

além de apresentar caracteristicas sensoriais peculiares.

3.2.1 - Cana-de-acucar

A cana-de-acUcar é cultivada comercialmente em mais de 70 paises e

territrios sendo os maiores produtores o Brasil, india, Cuba, México, China,



Filipinas, Australia, Africa do sul, Estados Unidos da América, Republica

Dominicana e Formosa (ROS, 2004).

Mesmo antes de sua colonizacdo pelos portugueses, o Brasil cultivava a
cana-de-agucar, mas 0s primeiros canaviais implantados com mudas trazidas
de outros continentes pelos colonizadores. Embora existam opinides
divergentes com relagcédo a sua origem geografica, os historiadores relatam que
a cana-de-acucar é oriunda do Sudoeste Asiatico, Java, Nova Guiné e também
da india (FAHL et al., 1998).

E uma planta da familia Gramineae, apresenta uma larga escala de
adaptacdo sendo cultivada principalmente em regides situadas entre o0s
paralelos 35 °N e 35 °S. As variacdes climaticas brasileiras possibilitam duas
épocas de colheitas anuais, uma no norte-nordeste, de setembro a abril e a
outra no centro-sul, de junho a dezembro (FERNANDES, 2005; ALFONSI et al.,
1987).

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar. A
produtividade meédia brasileira tem apresentado significativa elevacdo, da
ordem de 50 % nos ultimos 20 anos (MACEDO, 2008). Conforme, dados do
Departamento da Cana-de-Agucar e Agroenergia (BRASIL, 2012a) a
produtividade entre as safras de 2005/06 e 2010/11, aumentou de 65,5 para
77,5 toneladas de cana por hectare e a producao nacional de cana-de-acucar,
referente a safra de 2010/11 corresponde a 623 mil toneladas. Observa-se que
muito ainda pode ser melhorado, em relagdo ao setor sucroalcooleiro. O estado
de Sao Paulo, o maior produtor brasileiro apresenta produtividade média (safra
2010/11) de 83,02 toneladas de cana por hectare, e possui diversas unidades

produtoras que ultrapassaram esta marca.

O caldo de cana-de-acucar apresenta uma composi¢cao que pode variar
dentro de certos limites, em funcdo do clima, solo, idade e sanidade, da
espécie da cana-de-acucar, a variedade, os tratos culturais, condicbes de
estocagem apos a colheita e nas moendas, durante as condi¢cdes de extracao.
Pode ser descrito como um liquido opaco, viscoso, espumoso, de cor parda a
verde escuro e de reacdo acida (SOUZA, 1988; CASTRO; ANDRADE, 2007).
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Segundo Souza (1988), em geral, o caldo de cana € uma solu¢cdo que contém

uma grande variedade de constituintes solUveis (organicos e inorganicos), tais

como sacarose, amido, A&cidos organicos, sais organicos e inorganicos,

matérias nitrogenadas (proteinas e aminoacidos) em suspensdo, compostos

insollveis leves e pesados, bagacilhos, fibras, ceras, corantes, lignina e

celulose. Na tabela 1 sao listados os principais constituintes do caldo de cana-

de-acUcar e suas porcentagens respectivas em relacédo aos soélidos soluveis.

Tabela 1 — Composi¢édo quimica do caldo de cana-de-agucar

Componente (%) em Solidos
Solaveis
Acucares 75-92
Sacarose 70 — 88
Glicose 2-4
Frutose 2-4
Sais 3,0-4,5
De Acidos Inorganicos 1,5-45
De Acidos Orgéanicos 1,0-3,0
Acidos organicos 15-55
Acidos carboxilicos 1,1-3,0
Aminoécidos 05-25
Outros Nao-Acucares Organicos -
Proteinas 0,5-0,6
Amido 0,001 - 0,100
Gomas 0,30 - 0,60
Ceras, Lipideos, Fosfolipidios 0,05-0,15
N&o-ldentificados 3,0-5,0

Fonte: SOUZA, 1998;: CHEN; CHOU, 1993.
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3.3 - Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos fazem parte de uma classe de compostos que
abrangem uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que
apresentam pelo menos um grupo fenol, sendo um grupo hidroxila em um anel
aromatico. Aproximadamente 10.000 compostos formam este grupo
guimicamente heterogéneo de metabdlitos vegetais secundarios. Os
metabdlitos secundarios, embora ndo sejam imprescindiveis, contribuem para o
desenvolvimento das plantas, por favorecerem a adaptacdo das mesmas nas
relacdes planta-planta, planta-animal e planta-microrganismo. Os metabdlitos
secundarios, por serem bioativos, protegem contra a radiacdo ultravioleta e
inibem a herbivoria, atraindo animais dispersores de sementes, entre outras
funcdes (TAIZ & ZEIGER, 2004).

o,

Metabolismo primario do carbono

Ciclo do acido
tricarboxilico

v

Aminoacidos alifaticos

Aminodcidos
aromdticos I v
Produtos secundarios
nitrogenados
v v ‘L v
» Compostos .
» fendlicos Terpenos

Figura 2 — Esquema representativo da via metabdlica dos compostos fendlicos.

Fonte: (TAIZ & ZEIGER, 2004)
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Os compostos fendlicos sdo biossintetizados através de diferentes
rotas. As que merecem mais destaque sado a rota do acido chiquimico e a do
acido malbnico, sendo a primeira rota a de maior importancia para o reino
vegetal. A primeira rota (acido chiquimico) realiza a conversao dos precursores
de carboidratos, resultantes da glicolise e da rota da pentose fosfato, em
aminoacidos aromaticos (HERRMANN & WEAVER, 1999). Eles podem ser
encontrados facilmente em plantas e correspondem a um grupo com uma

ampla variedade de fitoquimicos oriundos da tirosina e fenilalanina.

Os compostos fendlicos apresentam acdo antipatogénica e contribuem
na pigmentacdo e sdo importantes para o crescimento e reproducdo dos
vegetais (SHAHIDI & NACZK, 1995). Nos alimentos, proporcionam aroma, cor,
estabilidade oxidativa e adstringéncia (NACZK & SHAHIDI, 2004). Estéo
presentes principalmente, em frutas citricas (laranja, limado e tangerina),
estando também presentes em outras frutas, tais como péra, cereja, mamao e
uva, havendo maior quantidade na polpa da fruta do que no suco. Excelentes
fontes destes compostos sao os vegetais, como exemplo, repolho roxo, alho,
tomate, cebola e brécolis (PIMENTEL, FRANCKI & GOLLUCKE, 2005).

Ha duas categorias basicas de antioxidantes: sintéticos ou naturais.
Geralmente, os antioxidantes sintéticos apresentam estruturas fenolicas com
varios graus de substituicdo alquila, podendo-se citar: butil hidroxianisol (BHA)
e butil hidroxitolueno (BHT), utilizados como antioxidantes em alimentos
(HUDSON, 1990). Dentre o0s antioxidantes naturais, destacam-se, 0s
compostos fendlicos, que apresentam caracteristicas antioxidantes por retardar
ou inibir a oxidacdo de outras moléculas, seja na iniciacdo ou na propagacao
das reacdes de oxidacdo em cadeia.

Os taninos, tocoferdis, flavondides e acidos fendlicos sdo os
antioxidantes fendlicos de origem naturais mais comuns (KING & YOUNG,
1999). Os fendlicos apresentam solubilidade variavel, influenciada pelo grau de
polimerizacao dos polifendis, pela polaridade do solvente a ser utilizado e pelas
interagbes com outros constituintes que possam estar presentes. Sao mais

utilizados como solventes para extracdo destes compostos, 0 metanol, etanol,

12



acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
combinagdes (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Os compostos fendlicos, antocianinas e carotendides presentes em
frutas estdo muito propicios a degradacdo, causando reducdo de sua
bioatividade. Diversos fatores podem contribuir para este efeito, tais como alta
temperatura, luz, oxigénio e baixo pH (GIORI, 2010).

O grau de hidroxilagdo dos compostos fendlicos (antocianinas) influencia
a sua estabilidade: quanto mais grupos hidroxilas estiverem presentes na
estrutura, menos estavel sera o composto. Inversamente, quando ha um alto
grau de metoxilagcdo na estrutura, ocorre uma maior estabilidade do composto
(FRANCIS, 1989).

3.3.1 - Flavonodides

S&o compostos que apresentam baixo peso molecular e sdo largamente
distribuidos no reino vegetal, estando presentes em folhas, frutas, sementes e
em outras partes da planta na forma de gliconas ou glicosidios. Estes
compostos sdo formados por 15 atomos de carbono (Cg—C3—Cs), sendo
constituido por dois anéis aromaticos, denominados anel A e B. Na substituicdo
do anel C padréo pode ocorrer variagdes dando origem a importantes classes
de flavondides (Figura 3), como flavononas, flavondis, flavonas, isoflavonas e
antocianinas. Diferentes compostos dentro de cada classe de flavondides
podem ser originados pela substituicdo dos anéis A e B, tém-se como inclusdes
destas substituicdes: oxigenacéo, glicosilacao, sulfatacao, alquilacdo e acilagéo
(HOLLMAN & KATAN, 1999). Estdo presentes em alimentos, tais como vinho
tinto, cha preto, cerveja, frutas (magda, uva, morango), vegetais (cebola, couve,
vagem, brocolis), graos, nozes, sementes e especiarias (NIJVELDT, R.J. et al.,
2001).

O

C
Z

Figura 3 - Estrutura quimica de base dos flavonoides.
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A quercetina é encontrada abundantemente nos alimentos na forma
glicosilada e apresenta efetiva acdo antioxidante devido a suas propriedades
estabilizantes de radicais livres e por complexar ions metalicos, protegendo
assim os tecidos contra radicais livres e da peroxidacdo lipidica
(KANDASWAMI & MIDDLETON, 1994). Particularmente, a quercetina
sequestra radicais de oxigénio como (.OH e O,-.), inibe a xantina oxidase e a
peroxidacao lipidica. A quercetina é conhecida também por suas propriedades
complexantes de cations de ferro (SORATA, TAKAHAMA & KIMURA, 1984).

OH O

Figura 4 - Estrutura quimica da quercetina

A rutina é um flavonol que apresenta um dissacarideo (raminose +
glicose) ligado a posicdo 3 do anel pirano como se observa na Figura 5
(PEDRIALI, 2005). Este composto pode inibir o processo de formacao de
radicais livres em varios estagios, por reagirem com o ion superoxido e radicais
peroxilas lipidicos e por formarem um complexo com o ferro, que € um
catalisador da formacédo de radicais de oxigénio ativo (PATHAK et al., 1991;
YOKOZAWA et al., 1997).

OH o)

OH OH OH

OH

Figura 5 - Estrutura quimica da rutina
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3.3.2 - Nao Flavonbéides

Estes compostos correspondem aos compostos fendlicos mais simples,
tais como os acidos benzoicos (Cs — C;) p-hidroxibenzéico e os &acidos
cindmicos que sao, p-cumarico, caféico e ferulico, portadores de cadeia lateral
insaturada (Cg — C3) e outros derivados fendlicos de elevada importancia como

os estilbenos, destacando-se o resveratrol (FLANZY, 2000).

O resveratrol € uma fitoalexina produzida por diversas plantas, estando
mais presente nas cascas de uvas. E sintetizado naturalmente nas plantas sob
duas formas isémeras: trans-resveratrol e cis-resveratrol. O tempo de vida da
levedura Saccharomyces cerevisae pode ser aumentado administrando ao
fermento apenas resveratrol (SINCLAIR, 2006). Este composto tem sido usado
na ativacdo de enzimas para prolongar o seu periodo de vida. O resveratrol
estimula as enzimas (sirtuinas) em células humanas e acredita-se que estas
enzimas desempenham a funcé&o a tempo de consertar os danos e impedir a
morte da célula (CHAO et al., 2005; CHONGWOO et al., 2002; MICHAN &
SINCLAIR, 2007).

HO _
HO
Savau ) 44
HO OH OH
Trans-Resveratrol Cis-Resveratrol

Figura 6 - Estruturas quimicas dos isbmeros do resveratrol

Os acidos fendlicos caracterizam-se por apresentarem um anel
benzénico, um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula e um
grupamento carboxilico, atribuindo propriedades antioxidantes para o0s
vegetais. Estes consistem em dois grupos derivados do acido hidroxibenzéico e
derivados do &cido hidroxicinamico (Figura 7), sendo incluidos os acidos galico,

p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura
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comum (C-C;), pertencentes aos acidos hidroxibenzoicos (BALASUNDRAM,
SUNDRAM & SAMMAN, 2006). Os compostos arométicos com trés carbonos
gue formam uma cadeia lateral (Cs-C3), como os acidos ferulico, sinaptico,
caféico e p-cumarico, sdo 0sS mais comuns pertencentes aos acidos

hidroxicinamicos. Estédo presentes em alimentos, tais como: ch@, café e vinhos.

a) b)
R R
OH OH
Ry COOH R; 7 COOH
Acido p-hidroxibenzoéico: R.1 = R2 =H ACIdO p-CUfTHlCD R1 = R2 =H

Adido protocatecuico: R, =OH. R, =H 45 cafion: R, = OH, R, =H
Addo vanilico: R, = OCH,, R,=H Adido ferlico: R, = OCH,, R,= H
Addo sringico: R, =R, = OCH,

Figura 7 - Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzdicos (a) e hidroxicinamicos
(b).

O é&cido ferulico ocorre frequentemente em alimentos na forma de
ésteres simples, também sao encontrados na forma de glicosideos ou ligados a
proteinas e outros polimeros da parede celular e, raramente, como acidos
livres (MATTILA & HELLSTROM, 2007). A hidroxila do acido ferulico existente
na posicdo orto com o grupo metoxila, doador de elétrons, € um fator que
aumenta a estabilidade do radical fenoxil e aumenta a eficiéncia antioxidante
do composto (CUVELIER, RICHARD & BERSET, 1992). A presenca de uma
segunda hidroxila na posicdo orto ou para, também aumenta a atividade
antioxidante (CHEN & HO, 1997).

3.4 - Solubilidade dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser sollveis ou insoluveis sendo
encontrados compartimentalizados dentro dos vacuolos celulares (BECKMAN,
2000), estando na forma livre ou conjugada e ligada a estruturas da parede
celular, esterificados com arabinose ou residuos de galactose dos
componentes pécticos ou hemicelulésicos (FAULDS & WILLIAMSON, 1999).
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A solubilidade destes compostos é conduzida pela polaridade do
solvente utilizado, sua interacdo com outros constituintes presentes, seu grau
de polimerizacdo e formacdo de complexos insolliveis. Grande parte dos
compostos fenolicos ndo se encontra no estado livre, estando mais presente na
forma de ésteres ou heterosideos, portanto s&do solliveis em solventes

organicos polares e em agua (SIMOES et al., 2007).

A solubilidade é reconhecida como um fator chave para a
bioacessibilidade e, portanto, biodisponibilidade (BIASUTTO et al., 2009). A
biodisponibilidade de um composto pode ser influenciada por diversos fatores,
tais como bioacessibilidade, absorcdo, distribuicdo para os tecidos e
bioatividade, sendo o primeiro fator a bioacessibilidade ou disponibilidade para
absorcdo (STAHL et al.,, 2002). Os compostos fendlicos podem apresentar
dispersbes em agua e em solventes organicos, isto ocorre devido ao efeito ou
interacdo pi-stacking e, portanto, podem apresentar formacdes de cristais,
devido a isto podem néo estar biodisponiveis, por ndo serem absorvidos pelas
células. Especialmente, as industrias farmacéuticas e de cosméticos tem
explorado a utilizagdo de nanoparticulas para producédo de drogas (compostos
fendlicos). Estes nanocristais de drogas apresentam uma caracteristica
fundamental, que € a sua maior capacidade de transporte através da
membrana celular e, portanto, apresentam diversas aplicagdes, tais como por
via oral, via pulmonar, etc. Os nanocristais também apresentam outras
vantagens, tais como excelente adesao as superficies biolégicas, aumento da
solubilidade de saturacédo e velocidade de dissolucdo atribuida a sua maior
area de superficie (KAKRAN et al., 2012).

A interacao pi-stacking trata-se de um caso especial de interacdo néao-
covalente, que proporciona maior estabilidade do dimero, por favorecer a
transferéncia de carga entre um sistema pi (1) rico e um outro sistema pi (1)
pobre em elétrons, ocorrendo  assim, a formagcdo de um complexo
(PETITJEAN et al., 2004).

As forcas intermoleculares envolvendo moléculas aromaticas séo vitais
para o reconhecimento dos fendmenos quimicos e biolégicos. Os complexos

de fenol com ligantes, L-fenol, oferecem a possibilidade interessante de
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investigar dois tipos fundamentais e concorrentes de interacdes
intermoleculares (Fig. 8), sendo estas, ligacdo de hidrogénio e pi-stacking
(PATZER et al., 2008).

Fonte: PATZER et al., 2008

Figura 8 - As estruturas das ligagdes de hidrogénio e pi-stacking dos isbmeros
de fenol com O; (ligante - L).

Ocorre entre compostos aromaticos as interacdes intermoleculares pi-
stacking que influenciam na formacéao supramolecular de moléculas em sélidos,
em solucdo e nas interfaces (NANDY et al., 2007). Estas interacdes
influenciam na associacdo de varios complexos, nas drogas incluindo agentes
anticancerigenos que se intercalam no DNA e nos cristais organicos. As
moléculas organicas apresentam propriedades eletrbnicas com elevacao de
condutividade elétrica, emissdo em longos comprimentos de onda e eficiente
transferéncia de elétrons (NANDY et al., 2007).

Os compostos fenodlicos apresentam uma solubilidade ndo muito
eficiente, pois mesmo utilizando solventes apropriados, segundo a literatura
(Tabela 2), estes compostos ndo se encontram totalmente solubilizados devido
as interagbes intermoleculares (ligacdo de hidrogénio ou pi-stacking), e
portanto, ocorre a formacao de cristais na solucédo. Para haver uma completa
solubilizacdo destes compostos sdo necessarios procedimentos como

compilados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Solubilizacdo dos compostos fendlicos com diferentes solventes

Condicoes
Compostos | gy ventes Operacionais Solubilidade | maferancias
Fendlicos de Solubilizacdo (umol.mL™ ou pg.mL?)
Buranov,
Anvar u.;
o Mazza
etanol Agitacdo por 12 horas e 3 -1 ;
(absoluto) a temperatura de 25T 66.10°ug.mL (2Q09_), De
Oliveira,
o Eduardo B.
acido (2006).
ferdlico pesar 485 mg e colocar
em um frasco
volumétrico de 50 ml e
metanol completar o volume com| 9,7.10° pg.mL™
o solvente. Agitar por 12 De Oliveira,
horas em temperatura Eduardo B.
ambiente. (2006)
Pesar o soluto utilizando Razmara et
atanol a fracdo molar com a 215 ug_mL.l al._, . (2010).
temperatura e agitagao Srinivas et al.,
acelerada por 2 horas. (2010).
quercetina Pesar 0 soluto
utilizando a fragcdo molar
metanol com temperatura e 1,4.10° ug.mL’l
agitacdo acelerada por 2 Razmara et
horas. al., (2010).
Pesar 0] soluto 3 A
etanol utilizando a fracdo molar 50.10" pg.mL
com a temperatura e
colocar Amri et al
metanol em um banho de 60 pg.mL™ ”;%fza .
resveratrol temperatura constante ( )-
por 36 horas.
agua soluto 4 mg.mL™* em 9.0 x 10° 1 | Biasutto et
. . .mL
(pH=6.0) Temperatura ambiente X Ho al., (2009).
acetona e agitacdo acelerada 3 4 |Sunet al.,
por 28 horas 3.0 x10” pg.mL 2008
acetato de 3 -1
etila 12,6 x 10 ug.mL
acetona 6,5 x 10° ug.mL'l
agua E]
(pH=6.4) 3 125 pg.mL
Pesar soluto utilizando
1-butanol uma fracdo molar de 7,8x10° ug.mL™* | Zi ,Junging et
rutina acordo com temperatura al., (2007).
etanol constante por cercade | 5,8 x 10° pg.mL™
24 a 36 h
metanol 8,5 x 10° pg.mL™
1-propanol 4,3x10° ug.mL'l
2-propanol 4,5x10° pg.mL*
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3.5 - Caracterizacao bioquimica de Saccharomyces sp.

A origem da palavra levedura, em muitos idiomas, provém de palavras
que significam espuma e ascender, possuindo relagdo direta com 0S processos
fermentativos que produzem a cerveja e 0 pdo. Nao € incomum em algumas
areas da biologia molecular, tratar as palavras “levedura” e “Saccharomyces”
como sindbnimos (KURTZMAN et al., 2011).

Uma distingdo imprecisa foi feita entre as leveduras e os filamentos
dimérficos dos fungos que muitas vezes produzem abundante crescimento. As
leveduras podem ser definidas como esses fungos cujo crescimento vegetativo
predominantemente resulta de varias bolhas ou fissbes, e que ndo formam
seus estados sexuais no corpo de frutificacdo (KURTZMAN et al., 2011).
Diferentes espécies de leveduras foram classificadas em funcdo de suas
capacidades de fermentar diferentes acucares em condicbes de aerobiose e

anaerobiose (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Caracteristicas chave das espécies do género Saccharomyces

Espécies Reacfes de crescimento e outras caracter  isticas

O O

0 )

s |21 8|3|g|8lglel=|c|S|®

s1c| 8| 8|e|E|e s 8|S 2|

— - [} = © 4

cle| 3| E|8|s|&8|g|a|2|E|E

U] n - = = ] %]

(8] (&)

P S

O O

S. arboricolus + + + v - + + - - - + +

S. bayanus var. + v N . ) N . ) N ) . .
bayanos

S. bayanus var. + v N . ) N . ) N ) . .
Uvarum

S. cariocanus + + + - - + - - + - + +

S. cerevisiae + v + + - + + - + - + +

S. kudriavzevii + + v + - + - - + + + v

S. mikatae + + + + - + + - + - + +

S. paradoxus + + + + - + + - + - + +

S. pastorianus + + v + - + v - + - + +

Simbolos: +, positivo ou fraco; -, negativo; v, var  iavel (+ /-, fraco/ -); n, sem dados
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Tabela 4 — Caracteristicas fermentativas das espécies (Saccharomyces)

Espécies Fermentacéo
() () 9] () = O
(O] (O] —
218|138 |8|8|8|8|32|s|83|lgT
o Q @ = - c < o = - 0 g S
6 c_cg & o a B o % © g |08 g 9
R T L= wn
o o E [ = < = O = 35
S. arboricolus + + + - - + n n n n n
S. bayanus var.
y + \ + + - + - n n n n n
bayanos
S. bayanus var.
y + \ + + - + - n v n n n
Uvarum
S. cariocanus + + + - - + - - - - - -
S. cerevisiae + \ + + - + - n - n n n
S. kudriavzevii + - + + - + - - - - n -
S. mikatae + + + + - + - - + - n -
S. paradoxus + + + v - v - n - n n n
S. pastorianus + V % + - + - n v n n n

Simbolos: +, positivo ou fraco;

-, hegativo; v, variavel (+/ - , fraco / -

); n, sem dados

Fonte: KURTZMAN et al., 2011

Certos compostos quimicos podem interferir na parede celular e no

metabolismo das leveduras. Dentre estes, podem ser citados os acidos e sais

organicos. A acao dos compostos fendlicos presentes em varios alimentos é

uma acao protetora, embora ndo existam trabalhos que descrevam ou

expliqguem este processo, sobre as leveduras.

Para alguns compostos (Figura 9), tais como &acido acético, acido

benzoico e &cido sorbico, os seus efeitos ja foram demonstrados. Acidos

organicos fracos agem como conservantes quimicos, devido ao fato de inibir o

crescimento de bactérias e fungos e em solucdo, estdo em equilibrio

dependente do pH. Estes acidos em presenca de baixo pH do meio ou solucéo,

passam a forma nao dissociada e assim, conseguem penetrar na membrana

celular.

H

L
H—{%—C\

H O—H

Acido acético

Acido benzéico

Acido sérbico

Figura 9 - Estrutura quimica dos &cidos carboxilicos largamente utilizados

Ccomo conservantes.
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As leveduras S. cerevisae, ndo conseguem metabolizar sorbato ou
benzoato (MOLLAPOUR & PIPER, 2008). No interior da célula estes &cidos
encontrando pH mais elevado irdo se dissociar, causando reducdo no pH
intracelular e perturbando as fungbes da membrana. Pode ser também
responsavel pela inativacdo microbiana. A elevada concentragdo de anions (devido
a dissociacao) no interior das células poderia resultar em uma osmolaridade
aumentada e, consequentemente, provocando uma perturbacdo no metabolismo
celular (HIRSHFIELD et al., 2003).

O mecanismo esquematizado na Figura 10 (A) Através do canal Fpslp
ocorre permease do acido acético, reprimindo a levedura (S. cerevisae), desse
modo provocando a sua propria destruicdo devido a acumulacéo intracelular de
acetato ativando o Hoglp (gene) que desestabiliza o canal Fpslp e fecha a
principal via de entrada do &cido acético para a célula, permitindo a
sobrevivéncia em niveis elevados. (B) Inducéo de exclusdo continua do cation
(H") pelo gene (Pmalp) e do anion RCOO™ pelo gene (Pdr12p) sdo essenciais
para a resisténcia a acidos organicos fracos, mais lipofilicos do que o acido
acético. Este mecanismo demonstra como o acido acético, de baixo peso
molecular e mais lipofilico que os demais acidos carboxilicos, entra na célula
da levedura (S. cerevisae), por difusdo passiva através do sitio de glicerol da
membrana plasmatica, Fpslp. Este mecanismo favorece a desintoxicacdo da

levedura por estes agentes quimicos.

A
T P iy
3 CH;COO- + H* H*
L 1
CH;COOH CH3;COOH
B
R COO- Pdri2p  ppr12 gene
/ induction
1 \RCOO- + H* il
RCOOH R1(li00H

Fonte: MOLLAPOUR & PIPER, 2008

Figura 10 - Mecanismo de agado do acido acético sobre a levedura (S. cerevisae).
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3.6 - Propriedades funcionais dos compostos fendlic os e sua influéncia

na fermentacéo

Alguns estudos encontrados na literatura que demonstram, num meio de
crescimento, a atividade antimicrobiana obtida de diferentes extratos de
compostos fendlicos, a partir de produtos enoldgicos, tais como sementes de
uva e vinhos tinto e branco, contra bactérias patogénicas. Os compostos
fendlicos contendo principalmente acidos fendlicos, tém sido descritos por
serem mais ativos contra bactérias do que contra leveduras, sugerindo que as
leveduras tém uma maior resisténcia a acdo destes compostos (GARCIA-RUIZ
et al., 2008).

Esses compostos bioativos com fungcédo antimicrobiana além de insentar
residuo de antibidticos ou produtos quimicos, ndo geram resisténcia as
bactérias, ndo afetam a levedura. Geralmente, € utilizado um Unico produto,
podendo reduzir o consumo de &cido sulfdrico. A toxicidade apresentada pelos
antimicrobianos naturais sobre alguns microrganismos pode ser atribuida a
alta complexidade de sua formula quimica. Os grupamentos alcodis, fendis,
ésteres, acidos, aldeidos e terpenos podem explicar sua acdo bacteriostatica
e/ou bactericida (NOVACOSK & TORRES, 2006).

Como mencionado anteriormente, a eficacia dos compostos fendlicos
como agentes antimicrobianos contra bactérias do acido latico em vinhos,
depende da estrutura do composto e é dependente da dose. Em geral, o efeito
antimicrobiano parece ocorrer em doses mais elevadas do que aquelas
geralmente encontradas em vinhos (GARCIA-RUIZ et al., 2008).
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4 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Producao e
Controle de Qualidade de Bebidas (LPQB) do Departamento de Tecnologia de
Alimentos e no Laboratério de Biotecnologia Molecular (LBM) do Departamento

de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa / MG.
4.1 - Obtencao e preparo das amostras de cana-de-acucare  do meio

YPS

As variedades de cana-de-acUcar (Saccharum sp.) utilizadas, RB
867515 e RB 92579, procedem respectivamente, do campo experimental da
UFV, localizado na cidade de Vigcosa / MG e da Destilaria Serra dos Aimorés

(DASA), localizada no municipio de Serra dos Aimorés / MG.

Apos a colheita sem queima dos colmos da cana-de-agucar, em um
intervalo de tempo nao superior a 24 horas, os mesmos foram triturados
utilizando uma maquina Ensiladeira (modelo EN 6500 / fabricante Nogueira
Maquinas Agricolas), e em seguida, foram prensadas em prensa hidraulica
(modelo PH 45-II / fabricante Dedini Maquinas e Equipamentos) sob uma
pressdo de 250 Kgf/cm? no campo experimental da UFV em Ponte Nova / MG,
distrito de Oratérios. Os caldos assim obtidos foram envasados em garrafas
plasticas (PET) devidamente higienizadas.

Posteriormente, as amostras foram transportadas sob temperatura de
refrigeracao (5 °C) até o laboratério de Producao e Controle de Qualidade de
Bebidas (LPQB) do DTA/UFV, onde permaneceram congeladas, procurando
preservar as suas caracteristicas. Apés, trinta dias os caldos de cana-de-
acucar foram descongelados, permanecendo a temperatura de refrigeracao por
cerca de 12 horas. Os caldos foram diluidos com agua destilada até a
concentracéao final de 14 °Brix. Estas concentracdes de solidos soluveis foram
avaliadas utilizando um aparelho refratbmetro analégico portatil (modelo RT-30
ATC / fabricante Instrutherm).
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4.2 - Microrganismo e meios de cultura

Utilizou-se a linhagem de levedura Saflager W-34/70 (baixa
fermentacdo), levedura etanologénica (Saccharomyces), fornecida pela
empresa Agromalte Ltda. Esta levedura liofilizada foi preparada antes da
inoculacéo, realizando-se uma reidratagdo de 3 g do fermento em 20 mL de
agua esterilizada a 28 °C. Posteriormente, foi retirado 1 mL da cultura
reidratada, que foi assepticamente inoculada no meio sdlido YPD (2 % Agar),
em placa de petri. Em seguida, a placa foi colocada em estufa a 28 °C durante
72 horas, para crescimento das células, sendo observada a placa em
microscépio O6ptico, visando a obtencdo de leveduras puras (isentas de
contaminacao) e, apo0s mantida a 4 °C. Posteriormente, num Erlenmeyer com
volume de 50 mL, foi colocado o meio YPD (1 % extrato de levedura, 2 %
peptona e 2 % glicose) e realizou-se a inoculacdo, para proceder a
propagacéo. Foi utilizado um agitador orbital (modelo TE-422 / fabricante

Tecnal) a 28 °C por 12 horas.

4.3 - Solubilizagédo dos compostos fendlicos

4.3.1 - Escolha do solvente

A solubilizacdo do &cido ferulico, quercetina, resveratrol e rutina foi
realizada de duas formas: na primeira, chamada dipersao, foi utilizado um
agitador vortex (modelo VM 3000 / fabricante Vixar), a temperatura ambiente,
velocidade de rotacdo de 300 rpm e tempo de 30 segundos, para 0S quatro
compostos fendlicos. Foram pesados 0,2 mg de cada composto, e
separadamente colocados em tubos Eppendorf, sendo adicionado um volume
de 1 mL de etanol. Na segunda, chamada solubilizacdo, os quatros compostos
foram solubilizados utilizando um agitador orbital (modelo TE-422 / fabricante
Tecnal) 180 rpm a 28 °C, por 12 horas, para dois primeiros; e 36 horas, para

os dois ultimos compostos fendlicos (Tabela 2).

Imagens de microscopia Otica foram obtidas, para verificacdo da
solubilidade dos compostos fendlicos nas solugdes. O equipamento utilizado foi
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0 microscopio invertido Nikon Ti-S com objetiva de 100X, N.A. 1.4, com
imersdo a 6leo e uma camera CCD JAI (modelo BM500-GE) e a resolucédo do

sistema 29 pixels/micrémetro.
Os compostos fendlicos, antes de serem adicionados aos meios de
crescimento, foram solubilizados conforme se segue:

4.3.2 - Preparo das solu¢des com o solvente selecio  nado

= Preparacéo das solucées (concentragdes de 100 pmol.mL™):
| — Solucédo de acido ferdlico:

e 194,18 mg de C10H1004;

* 10 mL de etanol.

A mistura resultante foi agitada moderadamente por 12 horas a temperatura

de (28 + 0,5) °C, para que a completa dissolucdo ocorresse.
Il - Solucéo de quercetina:

* 302,24 mg de Ci5H1007

* 10 mL de etanol.

A mistura resultante foi agitada moderadamente por 12 horas a temperatura
de (28 + 0,5) °C, até ser completamente dissolvido.

[l - Solugéo de resveratrol:
e 45,65 mg de C14H1203;
e 2 mL de etanol.

A mistura foi agitada moderadamente por 36 horas a temperatura de (28 +

0,5) °C, para que possa ser homogeneizada.
IV - Solucéo de rutina:

e 610,52 mg de C27H30016;
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¢ 10 mL de etanol.

A mistura foi agitada moderadamente por 36 horas a temperatura de (28 +
0,5) °C, para que possa ser homogeneizada.

A partir destas solugdes (100 pmol.mL™) para cada um dos compostos
acima, foram realizadas diluicbes para obtencdo de solucbes para cada

composto com a concentracdo de 5 (umol.mL™).
= Preparacéo das solucoes:

« Concentracdes de 5 pmol.mL™: As solucées de &cido fertlico, quercetina e
rutina foram diluidas separadamente, sendo colocados num Erlenmeyer (50
mL) um volume de 2 mL da solugéo (100 pmol.mL™) e um volume de 38mL
de etanol. A solucdo de resveratrol foi diluida em Erlenmeyer (50 mL), sendo
adicionados um volume de 1 mL da solucdo (100 pmol.mL™) e um volume

de 19 mL de etanol.
4.4 - Avaliacao do crescimento da levedura

4.4.1 - Analise do crescimento com adi¢do de solven tes dos compostos

fendlicos

Trés solventes (metanol, etanol e acetato de etila) foram avaliados,
guanto a sua influéncia no crescimento da levedura etanologénica no meio de
crescimento YPD (2 % glicose) sendo estes ensaios realizados em microplaca
com 96 pocos, nas concentracbes de 0, 2, 4, 8 e 16 %, para cada um,
separadamente. A linhagem Saccharomyces cerevisiae (Saflager W-34/70) foi
previamente crescida em meio YPD (2 % glicose), sob agitacdo de 180 rpm a
28 °C. Diluigbes foram realizadas em solucédo salina para ajustar a D.O. o0 nm)
inicial para 0,1 e apoés, inoculada em meio YPD liquido (2 % glicose). Cada
ensaio foi realizado em triplica e com volume final de 200 pL. A microplaca foi
incubada na leitora Versamax (microplate reader, Molecular Devices) a
temperatura de 28 °C por 16 horas e vedada usando plastico (Platemax-axysel
sealing film, Axygen). A intervalos de 15 minutos foram medidas as densidades

Oticas.
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4.4.2 - Analise do crescimento com adicdo dos compo  stos fendlicos

Os quatro compostos fendlicos avaliados neste estudo (acido ferdlico,
guercetina, resveratrol e rutina) foram adicionados separadamente ao meio de
crescimento YPD (2 % glicose) com concentracdes 5, 25, 50 e 100 pg.mL*,
bem como solug¢des controle 0 % etanol e com 2 % etanol e outro experimento
foi realizado com 0 mesmo procedimento, utilizando as concentragfes 1,0 x 10
415 x10% 2,0 x 10* e 2,5 x 10* pmol.mL™. Em seguida, foram inoculados
com a levedura Saccharomyces (Saflager W-34/70), previamente crescida em
meio YPD (2 % glicose), sob agitacdo de 180 rpm a 28 °C e realizadas
diluicbes em solugdo salina para ajustar a D.O.@g00 nm) inicial para 0,1. Cada
ensaio realizado em triplica, com volume final de 200 pL. A microplaca com 96
pocos foi vedada usando plastico (Platemax-axysel sealing film, Axygen) e
incubada na leitora Versamax (microplate reader, Molecular Devices) a
temperatura de 28 °C por 16 horas, medindo-se a densidade otica nos

intervalos de 15 minutos.

4.4.3 - Analise de crescimento e atividade fermenta tiva em mostos de

caldo de cana-de-acucar com adi¢do de rutina

Para os ensaios de crescimento e atividade fermentativa, foram
preparados volumes de 100 mL de mosto de caldo de cana-de-acuUcar das
variedades RB 867515 (menor teor de compostos fendlicos) e RB 92579 (maior
teor de compostos fendlicos), que foram inoculados com o fermento
previamente preparado.

Estes mostos foram obtidos dos caldos de cana-de-acUcar, recém-
cortadas, sendo congelados, e posteriormente, diluidos para teor de solidos
sollveis de 14 °Brix. Procedeu-se a inoculacdo com a levedura nos meios
adicionados com a devida concentracdo do composto fendlico selecionado,
para cada variedade, e realizou-se 0 mesmo procedimento sem adicdo do
composto selecionado.

O processo fermentativo foi conduzido a temperatura de 28 °C. Um

volume de 1 mL dos mostos fermentados foi coletado no inicio da fermentacao
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e apos 6, 12, 24, 36 e 48 horas de fermentacao, para a realizacdo das analises:

teor alcoolico, densidade 6tica e sélidos soluveis.
4.4.3.1- Método de andlise do teor alcodlico

As concentracdes de etanol foram determinadas por cromatografia em
fase gasosa, utilizando um padrdo com grau cromatografico da marca Merck.
As amostras foram previamente destiladas em destilador analitico (marca
Gibertini) e as identificagcbes foram feitas por comparacdo do tempo de
retencdo do pico das amostras com o padrdo e injetadas na mesma condi¢cdo

no cromatografo a gas. Todos os volumes injetados foram de 1 L.

As amostras dos fermentados foram analisadas, utlizando-se um
cromatografo de fase gasosa (Modelo — GC-172 / Fabricante - Shimadzu) com
detector de ionizagcdo de chama (GC-FID), coluna capilar de silica fundida
PAG, dimensbes (30 m de comprimento x 0.25 mm de espessura de filme x
0.25 um de didmetro interno), tendo sido utilizados os seguintes gases: hélio
(gas de arraste), ar sintético e hidrogénio, todos com alto grau de pureza
(99,999 %). As condi¢cOes das analises cromatograficas para as amostras dos
fermentados foram: temperatura inicial 35 °C por 5 minutos, elevando-se até
100°C, a taxa de 10 °C por minuto. Esta temperatura foi entdo mantida por 10

minutos. Outros parametros operacionais relevantes foram:

Temperatura do injetor: 180 °C

e Temperatura do detector: 200 °C

* Vazdao do gas de arraste (He): 1 mL/min.
* Vazao da chama (H): 20 mL/min.

* Vazao do ar sintético: 175 mL/min.

Razao de divisao: 10

Estas determinacdes de teor alcodlico de etanol foram obtidas a partir de
curva analitica de etanol e expressas em gramas por litro. A faixa de

concentracdo de etanol estabelecida para a curva analitica foi de 0 a 140 g.L™
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em seis interacoes, sendo a equacao da reta y = 177,72x + 150575 e R2 =
0,9947.

4.4.3.2 - Determinacado dos solidos soluveis (expres  sos como °Brix)

Os teores de solidos soluveis das amostras dos fermentados foram
obtidos, utilizando-se um refratbmetro analdgico portéatil (modelo RT- 30 ATC /
fabricante Instrutherm), com escala (0 a 32) °Brix. Foram retiradas algumas
gotas de cada amostra para obtencdo da leitura. Os resultados foram

expressos como a média de trés medidas para cada amostra retirada.
4.4.3.3 - Determinacédo da densidade ética

Os valores de densidade oOtica das amostras dos fermentados, foram
determinados com a utilizacdo de um espectrofotometro (modelo Ultrospec
2100 PRO / fabricante Amersham Biosciences), com a finalidade de determinar
a biomassa celular. Foram retirados volumes de 1 mL de cada amostra, sendo
0os mesmos colocados em tubos Eppendorf (1 mL) e centrifugados
(microcentrifuga / modelo CT 14000 / fabricante Cientec). Em seguida, estes
volumes foram ressuspendidos no mesmo volume de agua destilada. Foram
realizadas diluicbes para possibilitar a verificagdo do crescimento celular e
obteve-se as leituras das densidades 6ticas (D.O.g00 nm) de cada amostra.

4.4.4 - Analise de crescimento em meio YPS

Os experimentos de andlise de crescimento da levedura foram
preparados com volume 50 mL de meio YP (2 % peptona e 1 % extrato de
levedura), adicionados 2 % sacarose e esterilizados. Os ensaios foram
realizados em duplicata, com e sem adicdo de rutina, na concentracdo de
0,410 pmol.mL™, totalizando-se 4 ensaios. Foram coletadas amostras de 1 mL
em intervalos de 2 horas até a estabilizacdo da densidade otica, 0 que ocorreu

apos 60 horas de fermentacao (Figura 18).

4.45 - Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados para avaliar o efeito da adicdo de

compostos fendlicos no crescimento de levedura etanologénica nas diferentes
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concentracdes (0, 5, 25, 50 e 100) pg.mL™* e com 0 mesmo procedimento, nas
concentracdes 1,0 x 10* 1,5 x 10%, 2,0 x 10* e 2,5 x 10* pmol.mL™ de
compostos fendlicos (ac. ferdlico, quercetina, resveratrol e rutina), sendo
realizados com trés repeticbes. Curvas de crescimento foram tracadas na
presenca e auséncia dos compostos fendlicos. As comparacdes entre as
concentracbes foram efetuadas a partir dos dados correspondentes a fase
exponencial de crescimento determinado pelos coeficientes angulares da
equacdao da reta (b), através da equacédo Y = a + bX. Conforme Monod (1949) a
taxa de crescimento (1) corresponde ao mesmo valor do coeficiente angular da
equacao da reta. As comparacdes de médias das densidades oticas estimando
o crescimento da levedura em diferentes concentracdes de compostos
fendlicos e também, as comparacbes dos coeficientes angulares de médias
das repeticdes para diferentes concentragcdes em pg.mL™ e umol.mL?, foram
realizadas por andlise de variancia (ANOVA) com aplicagéo do teste F ao nivel
de 5 % de significancia e teste de Tukey a 5 % de significancia, utilizando o

programa SAS (versao 9.0).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Avaliacao do crescimento da levedura em difer  entes solventes

As concentracbes de etanol, metanol e acetato de etila a 16 %
promoveram um baixo crescimento, com a densidade otica (D.O.soonm) da
ordem de 0,2 ao final dos crescimentos celulares (Figura 11 e 12). Dentre os
solventes avaliados nos experimentos, o etanol proporcionou uma boa
solubilidade dos compostos fendlicos, semelhante aos demais em baixa
concentracdo, podendo ser considerado de menor influéncia no crescimento;
devido ao fato de ser um produto principal da fermentacdo. De acordo com
Chanjirakul et al., 2007, o etanol aumenta a atividade antioxidante de
compostos fendlicos, reforcando assim, a escolha deste solvente para as
etapas posteriores. Com estas consideracdes, selecionou-se o etanol na
concentracdo de 2 % para solubilizacdo dos compostos fendlicos para as
etapas posteriores.

Curva de crescimento em diferentes concentra¢gdes de etanol

1,0

0,8

0,6

D.O.

04

0,2

0,0 -1 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (h)

—&— 0 % etanol
—— 2 % etanol
—w— 4 % etanol
—%*— 8 % etanol
—— 16 % etanol

Figura 11 - Curvas de crescimento da levedura em meio de crescimento com
diferentes concentracdes (etanol)
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Curva de crescimento em diferentes concentragfes de acetato de etila

1,0

D.O.

16

Tempo (h)

—8— 0 % acetato de etila
—&— 2 % acetato de etila
—w— 4 % acetato de etila
—&— 8 % acetato de etila
—&— 16 % acetato de etila

Curva de crescimento em diferentes concentracées de metanol

1,0

14 16

Tempo (h)

—8— 0 % metanol
—— 2 % metanol
—¥— 4 % metanol
—*— 8 % metanol
—&— 16 % metanol

Figura 12 - Curvas de crescimento da levedura em meio de crescimento com
diferentes concentracfes (acetato de etila e metanol)
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5.2 - Anadlise por microscopia Otica da solubilizacd o dos compostos
fendlicos em etanol

A figura 13 mostra as imagens da rutina dispersa em duas condicfes
diferentes (disperséo e solubilizacédo). A rutina € um polifenol que possui muitas
hidroxilas em sua molécula, que favorecem as intera¢des intermoleculares.
Estas interacbes formam estruturas complexas, que mesmo estando em
contato com solventes apropriados, podem apresentar cristais em meio
solvente e, portanto, ndo estarem completamente solubilizadas e, por
conseguinte, ndo estdo biodisponiveis. E o que se observa na figura 13, onde
na imagem a esquerda vé-se os cristais de rutina insolubilizados (dispersédo) e
na imagem da direita a forma totalmente solubilizada, sem cristais, onde a
biodisponibilidade é efetiva.

Figura 13 - As imagens de microscopia otica (ampliacdo de 100 vezes) da
solucao de rutina em dispersao (a) e apos solubilizacéo (b).

O acido ferulico € um monofenol que apresenta poucas hidroxilas em
sua molécula, ndo favorecendo as interacdes intermoleculares e sendo assim,
nao formam estruturas complexas. Este composto apresenta uma boa
solubilidade em solventes apropriados (Tabela 2). Observou-se nas imagens
de microscopia 6tica para este composto fenélico que ndo havia formacao de
cristais. Em funcdo desta ndo formacdo de cristais as imagens nao estédo

apresentadas.
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Nas solucdes de quercetina preparadas com dispersao e solubilizacao,
ndo foram observadas a presenca de cristais, situacdo semelhante ao &cido
ferdlico. Solucdes de resveratrol ndo foram preparadas para analise em
microscopia Otica, devido a indisponibilidade deste composto puro no

laboratorio.

5.3 - Avaliacao de crescimento da levedura em meio  YPD com adicdo dos
compostos fenolicos

5.3.1 - Influéncia dos compostos fendlicos em dispe rsdo sobre o

crescimento da levedura em meio YPD
5.3.1.1 - Andlise de densidade 6tica do meio

As curvas de crescimento da levedura em meio YPD com adicdo dos
compostos fenodlicos ao final da fermentacdo (tempo - 14 horas), séo
apresentadas a seguir:

Curvas de crescim. ¢/ adigéo de acido ferdlico Curvas de crescim. ¢/ adi¢éo de quercetina

12 12

1,0 4

0,8

0,6

D.O.

0,4 4

T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 16
Tempo (h) Tempo (h)

—8— controle 0 % etanol
—w¥— controle 2 % etanol
—— 5 pg/mL

—*— 25 pg/mL

—0— 50 pg/mL

—&— 100 pg/mL

—8— controle 0 % etanol
—v¥— controle 2 % etanol
—0— 5 pg/mL
—k— 25 pg/mL.
—O— 50 pg/mL
—&— 100 pug/mL

Figura 14 - Curvas de crescimento da levedura com adigdo de compostos fendlicos em

dispersdo em meio YPD.
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Curva de crescim. ¢/ adigéo de resveratrol

12

Tempo (h)

—8— controle 0 % etanol
—¥— controle 2 % etanol
—O— 5 pg/mL

—&— 25 pg/mL

—O— 50 pg/mL

—=&— 100 pg/mL

Curvas de crescim. ¢/ adi¢éo de rutina

Tempo (h)

—0— 5pg/mL

—e— controle 0 % etanol
—¥— controle 2 % etanol

—*— 25 pg/mL
—O— 50 pg/mL
—&— 100 pg/mL

16

Figura 15 - Curvas de crescimento da levedura com adigdo de compostos fendlicos em

dispersdo em meio YPD.

Rutina e quercetina promoveram um maior crescimento da levedura,

com densidade otica (D.O. 600 nm) superior a 1,0 no final dos crescimentos

celulares (Fig.14 e 15). Realizou-se as comparacdes de médias, por analise

estatistica Anova (a=0,05) e teste de Tukey das densidades oOticas dos

compostos fendlicos acido ferulico, quercetina, resveratrol e rutina. Estes

resultados estao expressos na tabela 5.

Compostos fenolicos em fermentados - primeiro experimento

Concent.(ug.mL™) ac. ferulico | quercetina | resveratrol rutina

controle 0 % etanol |0,9352 @ 0,9395 # |1,0448 @ 0,85114 2P

controle 2 % etanol  |0,7784 *° |0,7536 ® |0,7045 *° |0,71678 P°
5 0,8224 ** 10,8570 * |0,8469 ** |0,57034 °©
25 0,8946 ® ]1,0438 ® |0,7881 #" |1,07954 2@
50 0,3168 © [0,8325 * |0,5775 ** |0,71541 °°
100 0,5875 ** |0,6360 * |0,5349 ° |0,67928 "¢

Tabela 5 - Concentragdo final das células, estimadas por densidade 6tica (D.O.), nas
fermentacdes em meio YPD com compostos fendélicos. Médias seguidas com a mesma
letra nas colunas nao diferem entre si, ao nivel de significancia de 5 %.
* As andlises de variagcGes sdo apresentadas nos anexos 1, 2, 3 e 4.
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Rutina na concentracdo de 25 pg.mL™ e 5 pg.mL™?, promoveu um maior
e menor crescimento, respectivamente. Nas curvas de crescimento em meio
com acido ferulico, resveratrol e quercetina, as concentragcbfes nao
apresentaram diferencas significativas (Tabela 5). A partir dos compostos
analisados nestes experimentos, foi selecionada rutina na concentracédo de 25
ng.mL? para as etapas posteriores, por ser o composto fendlico e a
concentracdo que apresentou o maior crescimento dentre todos o0s

tratamentos.

5.3.1.2 - Analise da velocidade especifica de cresc  imento (U)

A partir das velocidades especificas de crescimento (Tabela 6) dos
compostos fendlicos adicionados ao meio sintético, pbode-se analisar a
influéncia destes compostos sobre o crescimento da levedura. Estes resultados
foram avaliados por comparacdo de médias. Dentre os compostos, a levedura
em crescimento com acido ferulico apresentou velocidade especifica de
crescimento (1) maior e menor nas concentracdes, respectivamente, controle 0
% etanol e 100 ug.mL™ (Tabela 6). J4 o crescimento da levedura em meio com
guercetina, resveratrol e rutina, as velocidades especificas de crescimento nédo
apresentaram diferencga significativa nas diferentes concentracoes (Tabela 6).
Estas velocidades especificas de crescimento (1) foram obtidas da fase

logaritmica das curvas de crescimento.

Portanto, dentre os compostos fendlicos, o acido ferulico ndo contribuiu
significativamente para o crescimento da levedura, pois a velocidade especifica
de crescimento (i) € maior na auséncia do composto e o contrario, ocorre na
presenca nas diferentes concentragbes. Quercetina ndo contribuiu para o
crescimento nas diferentes concentracfes, pois ndo ha diferenca significativa
entre as velocidades especificas de crescimento (). Resveratrol e rutina nédo
contribuiram para o crescimento, pois ndo ha diferenca significativa entre as
velocidades especificas de crescimento (1) nas diferentes concentracdes.
Neste experimento de crescimento da levedura, rutina apresentou a maior
velocidade especifica de crescimento (4) na concentracdo de 25 pg.mL*
(Tabela 6).
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Dessa forma rutina foi selecionada para ser utilizada nos experimentos

posteriores,

crescimento.

uma vez que apresentou um melhor

resultado sobre o

Velocidade especifica de crescimento ()
concent.
(ug.mL™ ac. ferulico quercetina resveratrol rutina
Controle 0 %
etanol 0,437 +0,03% |0,394+0,03% |0,381+0,03 #[0,416 +0,03 ?
Controle 2 %
etanol 0,335+0,03 ® |0,314+0,032" | 0,264+0,03 °[0,286 +0,03 2P
5 0,279 +0,03 ®°|0,303+0,03 3" |0,317 +0,03 *°[0,325 + 0,03 2P
25 0,323+0,03 ® [0,293+0,03 " [0,307 + 0,03 (0,381 + 0,03 2°
50 0,253+ 0,03 °|0,215+0,03 ® |0,301+0,03 (0,299 + 0,03 2°
100 0,232+0,03 ¢ |0,239+0,03 ° |0,37+0,03 2°[0,274+0,03 °

Tabela 6 - Velocidade de crescimento da linhagem de Saccharomyces sp. em meio YPD,
acrescidos de diferentes concentracdes de compostos fendlicos a 28 °C. Médias seguidas
com a mesma letra nas colunas nao diferem entre si, ao nivel de significancia de 5 %.

* As andlises de variacdes sdo apresentadas nos anexos 5, 6, 7 e 8.

5.3.2 - Influéncia dos compostos fendlicos em solub

crescimento da levedura em meio YPD

ilizacdo sobre o

As curvas de crescimento da levedura em meio YPD com adicdo dos

compostos fenodlicos ao final da fermentacdo (tempo - 16 horas), séo

apresentadas a seguir:

Curvas de crescimento com adigéo de acido ferulico

Curvas de crescimento com adigéo de quercetina

D.O. (600 nm)

D.O. (600 nm)

0,0

Tempo (h)

—@— controle 0 % etanol
—v— controle 2 % etanol
—O— 1,0x10-4 pmol/mL
—— 1,5x10-4 pmol/mL
—0— 2,0x10-4 pmol/mL
—&— 2,5x10-4pmol/mL

Tempo (h)

—8— controle 0 % etanol
—¥— controle 2 % etanol
—O— 1,0x10-4 pmol/mL
—%— 1,5x10-4 pmol/mL
—O— 2,0x10-4 umol/mL
—&— 2,5x10-4 pmol/mL

18

Figura 16 - Curvas de crescimento da levedura com adicdo de compostos fendlicos

em solubilizacdo em meio YPD
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Curvas de crescimento com adicdo de resveratrol Curvas de crescimento com adig&o de rutina

D.O. (600 nm)
D.O. (600 nm)

18
Tempo (h) Tempo (h)

—&— controle 0 % etanol —&— controle 0 % etanol
—w— controle 2 % etanol —¥— controle 2 % etanol
—0— 1,0x10-4 pmol/mL —0O— 1,0x10-4 pmol/mL
—%— 1,5x10-4 pmol/mL —%— 1,5x10-4 pmol/mL
—0— 2,0x10-4 pmol/mL —O— 2,0x10-4 pmol/mL
—&— 2,5x10-4 pmol/mL —&— 2,5x10-4 pmol/mL

Figura 17 - Curvas de crescimento da levedura com adicdo de compostos fendlicos

em solubilizacdo em meio YPD

Outros ensaios foram realizados com adi¢cdo de compostos fendlicos em
meio sintético (YPD), efetuando-se a solubilizacdo (item 4.3) destes

compostos, possibilitando uma maior biodisponibilidade.

Nestes ensaios, grande parte dos compostos fendlicos e suas
concentracbes apresentaram uma influéncia positiva no crescimento da
levedura. Ocorreram maiores crescimentos com quercetina, resveratrol e
rutina, com densidade 6tica (D.O.s00 nm) superior ou igual a 1,0 no final dos
crescimentos celulares. Todas as concentragcdes controle (0 % etanol; com
glicose e sem composto fendlico) ndo apresentaram diferenca significativa de
crescimento para as diferentes concentracbes nos ensaios e 0 contrario,
verificou-se com o controle 2 % etanol (com glicose, etanol e sem composto

fendlico).

Os compostos fendlicos nas quatro concentracdes apresentam efeitos
intermediarios e a cinética de crescimento, parece nao ser afetada nas

primeiras seis horas.
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Compostos fendlicos em fermentados - segundo experimento

Concent.(umol.mL™) | 4c. ferllico | quercetina | resveratrol rutina

controle 0 % etanol 1,2955 @ 1,2955 & |1,2955 @ 1,2955 @

controle 2 % etanol 0,2536 ¢ 0,2536 ° |0,2536 ° 0,2536 °

1,0 x 10" 0,8856 *° [1,2446 ® [1,07293 ** |1,1144 2P
1,5 x 10 0,9108 ** 11,1977 ® [1,02360 ° |1,0096 *P
2,0 x10* 0,8710 ** 11,0819 * [1,04513 ** |0,8583 °
2,5x10* 0,745 ° 10,9865 * [0,88817 " 0,8279°

Tabela 7 - Concentragdo final das células, estimadas por densidade 6tica (D.O.), nas
fermentacdes em meio YPD com compostos fendlicos. Médias seguidas com a mesma
letra nas colunas nédo diferem entre si, ao nivel de significancia de 5%.

* As analises de variagdes sao apresentadas nos anexos 9, 10, 11 e 12.

Acido ferdlico ndo promoveu o crescimento nas diferentes
concentracbes (Tabela 7). Nas curvas de crescimento com quercetina, as
concentracbes n&o apresentaram diferencas significativas. Nas curvas de
crescimento com resveratrol e rutina, verificou-se que nao ha diferenca
significativa entre as diferentes concentracbes. Foram realizadas as
comparacdes de médias das densidades oticas dos compostos fendlicos para

0s seis tratamentos do acido ferulico, quercetina, resveratrol e rutina.

Analisando as velocidades especificas de crescimento (1) (Tabela 8) dos
compostos fendlicos adicionados ao meio sintético, pode-se avaliar a influéncia
destes compostos. Todos os compostos, acido ferudlico, quercetina, resveratrol
e rutina, ndo apresentaram diferencas significativas para as diferentes
concentracdes. Entre os compostos, acido ferulico e quercetina, apresentaram
maiores velocidades especificas de crescimento, nas respectivas
concentracdes, 1,0 x10™ pumolmL™ | 2,5 x10* pmol.mL™t e 1,5 x10™

pmolmL™?, 2,0 x10* pmol.mL™.

Analisando o0s resultados, todos os quatro compostos fendlicos
contribuem para o crescimento, pois as velocidades especificas (1) séo

maiores na presenca e O contrario, ocorre na auséncia. A partir das
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concentracdes 2,0x10™ e 2,5x10™ umol.mL™ para os compostos resveratrol e

rutina, verifica-se uma reducao das velocidades especificas (l).

Velocidade especifica de crescimento (W)
concent.
(umol/mL) | &c. ferdlico | quercetina resveratrol rutina
controle 0 %
etanol 0,199+ 0,04 {0,199 + 0,04 2 |0,199 + 0,04 * |0,199 + 0,04 2
controle 2 %
etanol 0,135+ 0,06 {0,135 + 0,06 2 | 0,135 + 0,06 *° | 0,135 + 0,06 2P
1,0 x10* [0,182+0,012 (0,138 + 0,05 2 [ 0,138 + 0,01 ° | 0,151 + 0,03 2P
1,5x10% 10,138 +0,02 20,161 +0,01 2 |0,129 + 0,03 ** |0,122 + 0,02 2P
2,0x10% |0,116+0,042 (0,148 + 0,02 2 |0,096 +0,03° |0,067+0,02 °
2,5x10% |0,125+0,042 (0,108 +0,04 2 |0,072+0,03° |0,091+0,04 °

Tabela 8 - Velocidade de crescimento da linhagem de Saccharomyces sp. em meio YPD,
acrescidos de diferentes concentracdes de compostos fendlicos a 28°C.
* As analises de variagdes sao apresentadas nos anexos 13, 14, 15 e 16.

5.3.3 - Influéncia dos compostos fendlicos em solub

crescimento da levedura em meio YPS

Curva de crescimento (sacarose - 2%)

ilizagdo sobre o

Ln (D.O. 00 nm)

T
0 10

T T
20 30

T T T
40 50 60

Tempo (h)

—&— ¢/ rutina
—%— s/ rutina

70

Figura 18 - Curva de crescimento da levedura em meio YPS adiocionado com e sem
rutina.

Esta parte experimental foi realizada em meio YP com sacarose como
substrato, rutina em solubilizagdo. A adicdo de rutina foi efetuada na
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concentracdo de 0,410 pmol.mL™?, sendo equivalente a 25 pg.mL™. De acordo
com a figura 18, pode-se observar que a levedura ndo apresentou diferenca de

crescimento com e sem adigcao de rutina.

Estudos mais completos em meio com sacarose devem ser realizados
para comprovar se 0s mesmos efeitos identificados em meio com glicose se
repetem. Sabe-se que a levedura fermenta preferencialmente a glicose e
posteriormente, 0s agucares que necessitam de um meio mais complexo de

transporte, embora, alguns sejam também altamente fermentesciveis.

5.4 - Avaliagao do crescimento da levedura em caldo de cana-de-agucar
com e sem adicdo de rutina, expressos em densidade Otica e solidos
solaveis (°Brix)

Nestes experimentos em caldos de cana-de-acucar das variedades RB
867515 e RB 92579 com e sem adicao de rutina, observou-se que, ao final dos
crescimentos celulares os valores de densidades 6ticas ficaram muito proximos
sempre no intervalo entre 8,5 a 10, aparentemente ndo ocorrendo um efeito
diferenciado no crescimento celular quanto a adicdo ou ndo do composto
fendlicos (Figura 18). Na Tabela 9, encontram-se os valores de densidade
Otica, brix e das concentracdes de etanol obtidas, referentes as variedades de

cana-de-acucar destes experimentos.

Variedades com adicao de rutina sem adicao
°Brix etanol D.O. | °Brix etanol D.O.
RB 867515 6,1 | 528g.L" | 96 | 43 | 583¢g.Lt | 91
RB 92579 47 | 662gL* | 98 | 39 | 641gL* | 88
Tabela 9 - Final das fermentacdes em caldos de cana-de-agucar nas duas variedades
com e sem adicao de rutina.

Com relacdo a producao de etanol, observou-se que ocorreu uma maior
producdo ao final da fermentacédo, nas fermentacdes da variedade RB 92579
com e sem adicdo de rutina. Naturalmente, a variedade RB 92579 apresenta
uma maior concentracdo de compostos fendlicos, sendo uma caracteristica
intrinseca desta variedade e, portanto, podendo favorecer a maior producao de

etanol.
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Curva de fermentacéo do caldo de cana-de-aglcar (RB 92579- ¢/ adi¢do de rutina)

7

D.O. (600 nm)

20

10

60

Tempo (h)

—&— Lewedura
—O— Brix
[ etanol

Curva de crescimento do caldo de cana-de-agticar (RB92579 - s/ adi¢éo de rutina)

16 7
14 L 60
12
t 50
10
s (5 t a0
3 8
F 30
6
F20
4 =
2 t 10
0 T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)
—8— Lewedura
—o— Brix
[ etanol

gL

glL

Curva de crescimento com caldo de cana-de-agticar (RB 867515 - ¢/ adi¢&o de rutina)

Curvas de fermentagéo de caldo de cana-de-agucar (RB 867515 - s/ adigéo de rutina)

—®— Lewedura
—0— Brix

[ etanol

Tempo (h)

40

alL

g/L
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6 - CONCLUSOES:

Dentre os solventes avaliados numa primeira etapa deste trabalho para
se definir qual seria 0 melhor para solubilizacdo dos compostos fenélicos que
seriam avaliados sobre o crescimento da levedura Saccharomyces sp, o etanol
foi selecionado em comparacédo com acetato de etila e metanol, por apresentar
boa solubilidade, ndo muito diferenciado em relagcdo aos demais. Por ser um
produto da prépria fermentacdo alcodlica e, possivelmente potencializador da
acdo antioxidante dos compostos fendlicos foi selecionado para as etapas

posteriores deste trabalho.

Para os compostos fendlicos acido ferulico, quercetina e resveratrol, a
adicdo em meio YPD ndo proporcionou um maior crescimento da levedura,
expresso em velocidade especifica de crescimento, na primeira etapa dos
experimentos com dispersdo. A rutina propiciou, nesta primeira etapa, em
relacdo aos demais compostos, uma maior velocidade especifica de
crescimento. Nos experimentos realizados com estes quatro compostos
fendlicos em segunda etapa com solubilizacdo, observou-se que todos os
compostos apresentaram maiores velocidades especificas de crescimento.
Sendo assim, todos pareceram contribuir para o crescimento da levedura e o
composto quercetina propiciou maiores velocidades especificas de
crescimento. Dentre 0s compostos avaliados, foi selecionada rutina a
concentracdo de 25 pg.mL™ para as etapas posteriores, por apresentar nestes

primeiros ensaios, um melhor crescimento celular da levedura Saccharomyces

sp.

Desta forma, a rutina foi adicionada em caldos de cana-de-agucar de
duas variedades (RB 867515 e RB 92579). O crescimento celular da levedura
Saccharomyces sp nao foi diferenciado nos caldos de cana-de-aglUcar das
duas variedades, quanto a adi¢cdo de rutina. O caldo de cana-de-agucar da
variedade (RB 92579) apresentou uma elevacdo na producdo de etanol com

adicao de rutina em comparacdo com a outra variedade (RB 867515).

Os compostos fenolicos analisados neste trabalho, quando presentes no

processo fermentativo, parecem conferir uma protecdo ou “inibicdo” do efeito
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oxidativo do etanol sobre a levedura Saccharomyces sp., proporcionando um
maior crescimento celular no final deste processo. Estes compostos, para
poderem desempenhar esta funcao de protecédo, precisam estar solubilizados,
sendo este fator importante para torna-los biodisponiveis e assim serem
absorvidos e metabolizados pela levedura para exercerem a funcéo
antioxidante. Os valores de velocidades especificas de crescimento mais
elevados nas fermentagbes com solubilizacdo dos compostos fendlicos

comprovam este efeito.

Nos experimentos realizados com adicdo de rutina nos caldo de
cana-de-acucar de duas variedades (RB 867515 e RB 92579) pode-se
observar que, as fermentacdes apresentaram um maior intervalo de tempo
para atingir o final do processo em comparagédo com experimentos sem adi¢céo
deste composto. A partir da analise estatistica dos experimentos realizadas nos
primeiros ensaios, rutina, que foi selecionada dentre os quatro compostos
fenodlicos, pode ser adicionada & concentracdo de 5 pg.mL™, para se obter um

melhor crescimento celular da levedura Saccharomyces sp.
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ANEXOS

Anexo 1 - Analise de variancia das médias das concentracfes de acido
ferdlico com seis tratamentos para o crescimento (nug.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 0.57702303 0.11540461 417  0.0307
Error 9 0.24885120 0.02765013

Corrected Total 14 0.82587422
R2=0.698681 C.V.= 22.33904

Anexo 2 - Andlise de variancia das médias das concentracdes de quercetina
com seis tratamentos para o crescimento (ug.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 0.28500705 0.05700141 1.42 0.3032
Error 9 0.36004256 0.04000473

Corrected Total 14 0.64504960

R2=0.441837 C.V.=23.69466

Anexo 3 - Analise de variancia das médias das concentracdes de resveratrol
com seis tratamentos para o crescimento (ug.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 5 0.41842826  0.08368565 412 0.0317
Error 9 0.18266721 0.02029636

Corrected Total 14 0.60109547

R2=0.696109 C.V.= 18.23979
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Anexo 4 - Anadlise de variancia das médias das concentracdes de rutina com
seis tratamentos para o crescimento (pug.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 5 0.42189990 0.08437998 10.65 0.0009
Error 10 0.07920474  0.00792047

Corrected Total 15 0.50110464

R2=0.841940 C.V.=11.46872

Anexo 5 - Andlise de variancia das meédias de velocidade especifica de
crescimento com adic&o de &cido ferdlico em seis tratamentos (ug.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 0.05251500 0.01050300 18.05 0.0004
Error 8 0.00465620 0.00058203

Corrected Total 13 0.05717121

R2=0.918557 C.V.=7.672715

Anexo 6 - Andlise de variancia das médias de velocidade especifica de
crescimento com adicdo de quercetina em seis tratamentos (ng.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square  FValue Pr>F
Model 5 0.04226631  0.00845326 6.83 0.0068
Error 9 0.01113539  0.00123727

Corrected Total 14 0.05340170

R2 =0.791479 C.V.=12.12673
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Anexo 7 - Andlise de variancia das médias de velocidade especifica de
crescimento com adic&o de resveratrol em seis tratamentos (pug.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 0.02342642  0.00468528 3.77 0.0404
Error 9 0.01117193  0.00124133

Corrected Total 14 0.03459835

R2=0.677096 C.V.=10.81502

Anexo 8 - Andlise de variancia das médias de velocidade especifica de
crescimento com adicdo de rutina em seis tratamentos (ug.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square  FValue Pr>F
Model 5 0.04025861 0.00805172 3.97 0.0304
Error 10 0.02029322 0.00202932

Corrected Total 15 0.06055184

R2= 0.664862 C.V.=13.86146

Anexo 9 - Analise de variancia das médias das concentracdes de acido ferulico
com seis tratamentos para o crescimento (umol.mL™)

Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 1.70222293  0.34044459 14.05 0.0001
Error 12 0.29081515 0.02423460

Corrected Total 17 1.99303808

R2=0.854084 C.V.=18.82630
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Anexo 10 - Andlise de variancia das médias das concentracfes de quercetina
com seis tratamentos para o crescimento (umol.mL™)

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 2.24899964  0.44979993 24.25 <.0001
Error 12 0.22258068  0.01854839

Corrected Total 17 2.47158032

R2=0.909944 C.V.=13.48515

Anexo 11 - Andlise de variancia das médias das concentracdes de resveratrol
com seis tratamentos para o crescimento (umol.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 5 1.90597300 0.38119460 40.79 <.0001
Error 12 0.11213981  0.00934498

Corrected Total 17 2.01811282

R2=0.944433 C.V.=10.39668

Anexo 12 - Analise de variancia das médias das concentra¢cfes de rutina com
seis tratamentos para o crescimento (umol.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 1.91675637 0.38335127 20.68 <.0001
Error 12 0.22244584  0.01853715

Corrected Total 17 2.13920221

R2=0.896015 C.V.=15.24299
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Anexo 13 - Analise de variancia das médias de velocidade especifica de
crescimento com adic&o de &cido ferdlico em seis tratamentos (umol.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 0.01538157  0.00307631 1.94 0.1677
Error 11 0.01747663  0.00158878

Corrected Total 16 0.03285820

R2=0.468120 C.V.=27.08500

Anexo 14 - Analise de variancia das médias de velocidade especifica de
crescimento com adicdo de quercetina em seis tratamentos (umol.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 5 0.01383663  0.00276733 1.83 0.1808
Error 12 0.01812021  0.00151002

Corrected Total 17 0.03195685

R2=0.432979 C.V.=26.25309

Anexo 15 - Analise de variancia das médias de velocidade especifica de
crescimento com adic&o de resveratrol em seis tratamentos (umol.mL™)

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 0.02794587  0.00558917 4.28 0.0182
Error 12 0.01566620  0.00130552

Corrected Total 17 0.04361207

R2=0.640783 C.V.=28.18892
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Anexo 16 - Analise de variancia das médias de velocidade especifica de
crescimento com adic&o de rutina em seis tratamentos (umol.mL™)

Sum of
Source DF  Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 0.03225966  0.00645193 484 0.0118
Error 12 0.01599531 0.00133294

Corrected Total 17 0.04825497

R2=0.668525 C.V.=28.65362
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