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RESUMO

O Brasil é considerado o principal produtor mundial de maméao (Carica papaya L.) e
detém 25% da produgéo, sendo os residuos do processamento da fruta destinados
ao lixo em sua maioria. O aproveitamento destes residuos na alimentacdo humana é
uma alternativa viavel, visto que estes possuem grande valor nutricional. O objetivo
deste estudo foi elaborar uma barra de cereais com sementes de mamao
desidratadas. Foram desenvolvidas trés formulagdes utilizando-se concentracdes
diferentes de sementes de maméo desidratadas em 5%, 10% e 15%. Foram
determinadas, através de calculos, a composicdo centesimal das barras, e estas
foram avaliadas quanto a aceitagdo sensorial, utilizando escala hedbnica de nove
pontos e intencdo de compra. Os resultados mostraram que o teor de fibras das
barras variou de 6,57 a 8,05%. Na analise sensorial ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as barras de cereais com 5%, 10% e 15% de sementes de mamao
desidratadas, considerando os atributos avaliados sendo que as trés formulagcbes
apresentaram notas médias acima de 5,0. A utilizacdo das sementes de maméao na
elaboragdo de barras de cereais, além de aumentar os teores de fibras totais,
favorece ainda a menor eliminacdo de residuos industriais e domésticos no
ambiente.

Palavras-Chave: Carica papaya L., sementes, reaproveitamento, fibras.
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SENSORY ANALYSIS OF CEREAL BAR FOR ADDED PAPAYA
SEEDS (Carica papaya L.)

ABSTRACT

Brazil is considered the leading global producer of papaya (Carica papaya L.) and
holds 25% of production, and the fruit processing waste for the garbage for the most
part. The use of these residues in food is a viable alternative, since they have high
nutritional value. The aim of this study was to develop a cereal bar with dried papaya
seeds. The use of these residues in food is a viable alternative, since they have high
nutritional value. The aim of this study was to prepare a cereal bar with dried papaya
seeds. Three formulations were prepared using different concentrations of papaya
seeds dried at 5%, 10% and 15%. Were determined by calculation, the chemical
composition of the bars, and these were evaluated for sensory acceptance, using
nine-point hedonic scale and purchase intent. The results showed that the fiber
content of the bars ranged from 6.57 to 8.05%. In sensory analysis there were no
statistically significant differences between the cereal bars with 5%, 10% and 15% of
dried papaya seeds, considering the attributes evaluated and all three formulations
had average scores above 5.0. The use of papaya seeds in the development of
granola bars, in addition to increasing the levels of total fiber, also helps to lower the
disposal of industrial and domestic environment.

Key words: Carica papaya L., seeds, reuse, fiber



1- INTRODUCAO

Frutas e hortalicas sdo importantes componentes de uma dieta saudavel e
seu consumo em quantidades adequadas pode auxiliar no controle de fatores de
risco para doengas cronico-degenerativas, como disturbios cardiovasculares,
obesidade, sindrome metabdlica e alguns tipos de cancer (DEVALARAJA et al,
2011; JAIME et al, 2009). As cascas, peles, sementes e sobras do processo de
despolpamento sido considerados residuos, sendo que estes s&do geralmente
descartados pelas industrias alimenticias e pelo uso domeéstico em quantidades
significativas, contribuindo ainda para aumento do impacto ambiental (LIMA et al.,
2006; PEREIRA et al, 2003).

Estudos tem demonstrado que os residuos agroindustriais muitas vezes
possuem alto teor de proteinas, carboidratos, lipidios poli-insaturados e fibras, além
de componentes fisiolégicos ou metabodlicos benéficos ao organismo, como
compostos fendlicos e substancias antioxidantes (NUNES et al, 2009), podendo ser
utilizados na incorporacao de produtos alimenticios e de baixo custo (SOUZA et al.,
2008).

O mamoeiro (Carica papaya L.) é originario da América tropical e € uma das
plantas frutiferas mais cultivadas do mundo, especialmente em areas tropicais onde
a temperatura média anual é de 25°C. Em funcao de suas caracteristicas sensoriais,
nutricionais (sais minerais, vitaminas e fibras) e propriedades funcionais (digestiva e
laxativa), o mamao é um fruto de grande aceitabilidade, sendo o Brasil considerado
0 seu maior produtor mundial e terceiro maior exportador dessa fruta (JORGE e
MALACRIDA, 2008).

As sementes, que correspondem em média a 14% do peso do fruto,
constituem geralmente material de descarte tanto da industria de alimentos como do
consumo domestico, embora estudos demonstrem em sua composicdo valores
elevados de fibras totais, que variam de 14,28 a 29,89%, dependendo do estagio de
maturacao dos frutos (SILVA et al, 2007).

Considerando o crescente interesse da populacédo por alimentos naturais e
com apelo de saudabilidade, a industria processadora tem se adaptado a partir da
elaboracdo de produtos com caracteristicas nutricionais mais relevantes, como os
alimentos ricos em fibras, quando comparados aos produtos convencionais.

Estudos indicam que uma alimentagado rica em fibras diminui os riscos

relacionados ao consumo de dietas inadequadas, contribui para o melhor



funcionamento do trato gastrintestinal, previnem a constipagdo e auxiliam a
aquisicao de habitos de vida mais saudaveis, além de reduzir fatores de risco
relacionados ao estilo de vida (DAMIAO et al, 2011; SALES et al, 2010).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi elaborar barras de cereais a partir da
substituicdo de ingredientes convencionais por sementes de maméao (Carica papaya

L.) desidratadas e avaliar sua aceitabilidade.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — Desidratagcédo das sementes de mamao (Carica papaya L.)

Os frutos utilizados foram mamdes da espécie Carica papaya adquiridos no
CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo) unidade
em Marilia/SP, em estagio 6timo de maturagao.

Os frutos foram lavados em agua corrente, cortados transversalmente e
retiradas as sementes, as quais, foram lavadas com agua para remocido da
placenta. Em seguida, foram homogeneizadas e separadas onde receberam o
seguinte tratamento: em peneira de malha de aco de didmetro inferior ao tamanho
da semente, sendo pressionadas contra esta com o auxilio das maos até o
rompimento da sarcotesta. Durante esta operacdo, a peneira estava sob uma
torneira com jato de agua corrente, para facilitar a separagdo. Em seguida foi
retirado o excesso de agua e encaminhadas para dessecagédo a 70°C + 2 por 3

horas em estufa de circulagéo e renovagao de ar (Marconi MA035).

2.2 — Elaboragao das barras de cereais

As barras de cereais com sementes de mamao foram elaboradas no
Laboratério de Processamento de Alimentos da Fatec de Marilia/SP. Os ingredientes
utilizados nas formulagdes foram obtidos no comércio local da cidade. Foram
desenvolvidas trés formulagdes utilizando as sementes de mamao desidratadas, nas
proporcdes de 5%, 10% e 15% (tabela 1).



Tabela 1 — Ingredientes utilizados na elaboragéo de barras de cereais com 5%, 10%

e 15% de sementes de mamao desidratadas.

Ingredientes do xarope de aglutinagéo

Acucar cristal 28%
Xarope de glicose (DE45) 8%
Maltodextrina 8%
Gordura vegetal 2,5%
Lecitina de soja 2,5%
Mel 6%

Ingredientes Secos

Formulacado A Formulagao B Formulagao C

Sementes de mamao 5% 10% 15%
Farinha de Linhaga

dourada 0% 0% 4%
Aveia em Flocos 8% 6% 6%
Castanha do Para 7% 6% 6%
Proteina de Soja 8% 6% 6%
Canela em po6 1% 1% 1%
Banana Passa 10% 10% 7%

As barras de cereais foram preparadas seguindo metodologia descrita por
FREITAS & MORETTI (2006). O xarope de aglutinagao foi preparado em recipiente
de aco inoxidavel, com fusdo e dissolugcdo dos agucares e posterior adicdo de
maltodextrina previamente dissolvida, gordura vegetal e lecitina de soja. Os
ingredientes ficaram sob agitagdo constante, aferindo-se o teor de sdlidos soluveis
totais em refratbmetro de mesa até a obtengdo de um xarope de 86°Brix. Os
ingredientes secos foram incorporados ao xarope de aglutinagéo a temperatura de
aproximadamente 95°C, sob agitacdo constante da massa até total
homogeneizacado. A massa foi laminada em molde de aco inox, utilizando um cilindro
de inox até espessura de 1 cm da manta. Esta massa foi resfriada por 10 minutos,
em temperatura de 9°C. A manta foi cortada em tamanhos retangulares, originando
barras de 15g cada unidade e tamanho padronizado (10x3x1), que foram

desenformadas e embaladas em filme flexivel.



2.2 Composigao Centesimal

A composicao centesimal das barras de cereais com 5%, 10% e 15% foi
realizada através do calculo aproximado de ingredientes, utilizando tabelas de
composi¢gao quimica de alimentos para carboidratos, proteinas, gorduras totais,

fibras e valor energético (kcal).
2.3 Analise Sensorial

A analise sensorial foi realizada no laboratério de Analise Sensorial da
Universidade de Marilia (UNIMAR), localizada na cidade de Marilia-SP. As amostras
foram avaliadas por 50 provadores sendo docentes e discentes nao treinados, com
idade entre 20 a 40 anos, de ambos o0s sexos, 0s quais avaliaram os atributos cor,
aroma, sabor e textura, por meio de escala hedbnica nao estruturada de 9 pontos,
onde a nota minima 1 representa desgostei muitissimo e a nota maxima 9
representa gostei muitissimo, e quanto a intencdo de compra pelos provadores
(COHEN et al., 2005).

Para a analise, as trés amostras foram dispostas casualizadas em bandejas,
com codigos de trés digitos aleatérios. Durante o teste sensorial, foram
disponibilizados para os provadores agua e biscoito agua e sal para minimizar o
efeito de residuos entre uma amostra e outra. Os provadores realizaram as
avaliacbes em cabines apropriadas, isolados, com luz branca e em temperatura
ambiente (SAMPAIQO, 2009).

2.4 Analise Estatistica

Os resultados da analise sensorial das barras de cereais foram expressos por
meio de média, desvio-padrédo e submetidos a analise de variancia (ANOVA). A
analise comparativa dos resultados foi realizada por meio do teste t de Student,
utilizando-se o software estatistico BioEstat (AYRES et al, 2007).

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados da composicao centesimal das barras de cereais elaboradas com

sementes de mamao estdo descritos na tabela 2.



Tabela 2 - Composicao centesimal das barras de cereais elaboradas com 5%, 10 e

15% de sementes de maméao desidratadas.

Valor Carboidratos | Proteinas Gorduras Fibras
energético | (g/100g) (g/100g) totais totais
(Kcal) (9/100g) (9/100g)
Formulagdo | 351,4 63,21 6,84 9,57 6,57
A (5%)
Formulagdo | 344,22 61,86 6,6 9,38 7,35
B (10%)
Formulagdo | 346,4 61,11 7,18 9,63 8,05
C (25%)

*TACO — Tabela Brasileira de Composigao de Alimentos — TACO/UNICAMP; SILVA et al, 2007

Os valores energéticos das barras de cereais elaboradas com sementes de
mamao (Caricas papaya L.) variaram de 351,4Kcal a 346,4Kcal por 100g do produto.
Valores maiores foram encontrados por DESSIMONI-PINTO et al (2010) em barras
de cereais elaboradas com 15% de sementes de macauba (396,28kcal).

Os teores de fibras totais das barras de cereais variaram de 6,57 a 8,05%,
sendo que numericamente o aumento das concentragbes de sementes induziu a
maiores valores de fibras totais nas formulacoes. Resultados semelhantes foram
encontrados por Bueno (2005) que obteve teores de 7,86% de fibras totais em
barras de cereais elaboradas com 8% de sementes de néspera (Eriobotrya japonica
L.) tostadas. SILVA et al (2007) encontraram valores de 14,58% a 29,89% de fibras
em sementes de maméao em diferentes estagios de maturagao.

Estudos tém demonstrado que as fibras alimentares apresentam efeitos
fisiolégicos e metabdlicos benéficos na prevengdo de disturbios crénico-
degenerativos que afetam a qualidade de vida da populagdo, como constipagao
intestinal e diverticulite, hipercolesterolemia, hiperglicemia, obesidade e cancer de
mama e intestino grosso (HJERN et al, 2011; MELLO & LAAKSONEN, 2009).
Assim, o consumo de barras de cereais com sementes de mamao (Caricas papaya
L.) tende a favorecer o aumento do consumo diario de fibras totais, contribuindo com
a manutencao da saude da populacgao.

Os resultados da analise sensorial mostram que nao houve diferenga

estatistica significativa entre as barras de cereais com 5%, 10% e 15% de sementes




de mamao desidratadas, considerando os atributos avaliados (tabela 3), sendo que

as trés formulagdes apresentaram notas médias acima de 5,0.

Tabela 3 - Resultados da analise sensorial das formulagcdes de barras de cereais

com 5%, 10% e 15% de sementes de mamao desidratadas.

Impresséo

Formulacdes Cor Aroma Sabor Textura global
A (5%) 58+1,94 6,42+1,63 6,28 + 1,70 5,82+ 1,83 6,08 + 1,56
B (10%) 532+190 6,36+1,75 6,12 + 1,86 554 + 1,74 5,81+ 1,41
C (15%) 4,98 £+2,07 6,28+1,57 5,62 + 2,14 5,28 + 2,05 5,54 + 1,65

p — valor* 0.1135 0.9129 0.1980 0.3589 0.2177

*Quando p-valor < 0,05, a diferenca entre os valores médios foi significativo - Teste ANOVA (Analise

de Variancia)

Guimaraes & Silva (2009) utilizaram murici passa (Byrsonima verbascifoli) em
substituicdo a banana desidratada na fabricacdo de barras de cereais, identificando
que as formulagbes com maiores teores de murici apresentaram as menores notas
nos resultados da analise sensorial.

Numericamente, observou-se neste estudo que a formulagdo A (5%) obteve
melhores resultados quando comparada as demais formulagdes onde a impressao
global foi de 6,08 (x 1,56) correspondendo a gostei ligeiramente e gostei
moderadamente (6,0 e 7,0). Estes dados corroboram com o estudo de GARCIA
(2010) que ao desenvolver trés formulagcdes de barras de cereais com farelo de
arroz tostado, observou que as barras com menor teor do farelo, apresentaram
maiores notas atribuidas quanto & impressao global. ESTEVEZ et al (2000) também
obtiveram notas préximas de 6,0 para a aceitabilidade de barras de cereais
acrescidas de cotilédones de algarobo. DESSIMONI-PINTO et al (2010) avaliando
sensorialmente barras de cerais com améndoas de macauba, observaram que estas
apresentaram notas mais altas pelos provadores do que a formulagéo controle.

Os resultados da analise sensorial para o atributo cor (figura 1) apresentaram
valores maiores (média 5,8) para a formulacdo A contendo 5% de sementes de

mamao em relacdo as outras formulagbes avaliadas. Justifica-se tal fato pela



coloragao escura das sementes acrescidas em maior quantidade (10 e 15%) nas

outras barras, consequentemente escurecendo o produto final.
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Figura 1- Resultados da avaliagdo do atributo cor para as barras de cereais com sementes de

mamao.

Considerando a avaliagcdo do atributo aroma nao foi observada diferenga

estatistica significativa para as formulagdes A (5%), B (10%) e C (15%) (figura 2).
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Figura 2- Resultados da avaliagdo do atributo aroma para as barras de cereais com sementes de

mamao

Em relacdo ao sabor das barras de cereais ndo houve diferencga significativa
entre as formulagdes (figura 3), mas pelas consideragdes feitas pelos provadores,
observou-se que a maior concentracéo de sementes de mamao no produto (15%) foi

responsavel pelas menores notas influenciadas pelo sabor residual das sementes.



Bueno (2005) observou em seu estudo que as sementes de néspera
(Eriobotrya japonica L.) tostadas influenciaram significativamente apenas o atributo
sabor quando adicionadas em barras de cereais nas concentracoes de 4% e 8%.
Balestro et al (2011) elaboraram barras de cereais com farinha de bagaco de uva e
maga, observando que o aumento nas concentragcdes do bagaco de uva nas
formulagdes, ainda que tenha potencial antioxidante, influenciou negativamente nas
notas atribuidas ao sabor das barras, em fungdo do residual amargo deste
ingrediente.

O sabor das barras de cereais também foi influenciado por concentragbes
elevadas de albedo de maracuja amarelo (Passiflora edulis) em trabalho realizado
por Gomes et al (2010). Neste estudo, os pesquisadores identificaram diferencga
estatistica significativa para o atributo sabor nas barras que receberam 12% de
farinha de albedo de maracuja. Por outro lado, Matsuura (2005), utilizando o albedo
de maracuja também na elaboracdo de barras de cereais demonstrou que na

concentracao de 7,8% néo ha interferéncia significativa no sabor do produto.
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Figura 3- Resultados da avaliagdo do atributo sabor para as barras de cereais com sementes de

mamao.

As notas dadas a textura das barras de cereais nao diferiram
significativamente entre as trés formulacdes (figura 4). Balestro et al (2011) em seu
estudo observou que as barras de cereais com maior concentragdo de bagago de
uva escura apresentaram menores notas na aceitacdo global, influenciadas pela
alteracdo na textura quando comparadas as barras com teores menores deste

ingrediente. Medeiros et al (2011) elaboraram barras de cereais com cenoura



desidratada e acrescida na forma de cubos, triturada e moida em diferentes
formulagdes. Os autores observaram que as menores notas para o atributo textura
foram dadas a formulagdo cuja cenoura estava na forma de cubos desidratados,
interferindo significativamente na mastigabilidade do produto. Por outro lado, o
aumento da quantidade de sementes de mamao neste estudo nao interferiu de

forma significativa na textura das barras.
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Figura 4- Resultados da avaliagdo do atributo textura para as barras de cereais com sementes de

mamao.

Quanto a impresséao global, os provadores deram notas maiores, porém nao
significativas a formulacdo A (6,08) quando comparada as outras (figura 5),
corroborando com Silva et al (2009) que observaram que as notas atribuidas a
impressao global por provadores que avaliaram barras de cereais acrescidas de
residuos industriais de maracuja amarelo (Passiflora edulis) diminuiram com o

aumento dos residuos na formulagao da barra.



Avaliagdo da impressao global
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Figura 5- Resultados da avaliagdo do atributo impressédo global para as barras de cereais com

sementes de mamao.

MATSUURA (2005) obteve nota 7 na aceitacao global das barras elaboradas
com albedo de maracuja (Passiflora edulis), e COELHO (2006) que desenvolveu
barras com amaranto (Amaranthus cruentus L) observou notas que variaram de 6,7
a 7,1 na impressao global.

Quanto a intencdo de compra, os resultados mostraram que 42% dos
provadores certamente comprariam a barra de cereais com 5% de sementes de
mamao e 25% afirmaram que possivelmente comprariam este produto. Ao contrario,
39% dos provadores disseram que certamente ndo comprariam a barra com 15% de
sementes de mamao, o que comprova as menores notas atribuidas a esta

formulacao.
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Figura 6- Resultados da intencdo de compra dos provadores para as barras de cereais com

sementes de mamaéao.

COSTA et al (2005) observaram que na formulagdo de barras de cereais com
residuo da fabricagdo de mandioca, considerando a intengcdo de compra, o0s
resultados apontaram possibilidades de comercializagdo do produto, visto que 39%
dos que “certamente comprariam” somados aos que “possivelmente comprariam”,

perfizeram aproximadamente 78% do total dos julgamentos.

4 - CONCLUSAO

A utilizacdo de crescentes proporcdes de sementes de mamao na elaboracéo
das barras de cereais nao provocou diferengas significativas nas caracteristicas
sensoriais dos produtos, embora numericamente a formulagdo A, com 5% de
sementes, obteve valores mais altos na avaliagdo sensorial.

As barras apresentaram altos teores de fibras totais, sugerindo que seu
consumo possa contribuir para a melhora da qualidade de vida da populacao,
associada a um estilo de vida saudavel, tendo em vista seus efeitos benéficos no
organismo. A utilizacdo das sementes de maméao na elaboragdo de barras de
cereais favorece ainda a menor eliminacao de residuos industriais e domésticos no

ambiente.
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM POLPA DE Vitis sp.
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RESUMO

As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos
guando comparadas a outras frutas e vegetais, porém a grande diversidade entre as
cultivares resulta em uvas com diferentes caracteristicas, tanto de sabor quanto de
coloragao, o que certamente esta associado com o conteudo e o perfil dos polifendis.
Foram utilizadas amostras de uva no ponto de consumo ‘ltalia’, ‘Brasil’, ‘Rubi’,
‘Thompson’ e ‘Niagara Rosada’ da regido de Campinas e Jundiai — SP com o objetivo
de avaliar a atividade oxidante, atividade enzimatica da peroxidase e da
polifenoloxidase, compostos fendlicos e acido ascorbico de diferentes variedades de
Vitis na polpa. Os resultados mostram que a variedade Thompson foi superior as
demais, principalmente quando avaliamos o indice de atividade oxidante que é um
parametro que nos indica a capacidade do produto em agir contra a presenca de
radicais livres. Portanto, pode-se concluir que para a maioria dos parametros
avaliados, a ‘Thompson’ foi a que apresentou maiores valores de indice de atividade
antioxidante na polpa, maiores teores de acido ascérbico e compostos fendlicos

seguido pela Niagara.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY IN PULP OF Vitis sp.

ABSTRACT

The grapes are considered a major source of phenolic compounds when
compared to other fruits and vegetables, but the great diversity among the cultivars
result in grapes with different characteristics of taste and color, what certainly is
associated with the content and profile of polyphenols. Were used samples of grapes
in point of consumption 'ltalia’, 'Brasil', 'Rubi', 'Thompson' and 'Niagara Rosada' of the
region of Campinas and Jundiai — SP state - Brazil, with objective to evaluate the
oxidant and enzymatic activity of peroxidase and polyphenoloxidase, phenolic
compounds and ascorbic acid from different varieties of Vitis in the pulp. The results
show that the Thompson variety was superior to others, especially when
evaluating oxidant activity index is a parameter that shows us the product's ability to
act against the presence of free radicals. So, it can be concluded that for most of the
parameters evaluated, 'Thompson' showed the highest values of antioxidant activity
index in the pulp, higher levels of ascorbic acid and phenolic compounds followed

by Niagara.

Keywords: grapes, antioxidants, nutrition.



INTRODUGAO

Os vegetais, em particular, as frutas tém importante papel na manutencao do
equilibrio fisioldgico. Esses alimentos suprem os niveis ideais de antioxidantes, como
a vitamina C e os compostos fendlicos para o organismo humano. As uvas sao ricas
em compostos fendlicos, como os flavondides (catequina, epicatequina, quercitina,
antocianinas e procianidinas) e resveratrol (trans-3,5,4-trihidroxiistilbeno),
principalmente nos produtos de uvas tintas (WANG et al., 2002; FULEKI e SILVA,
2003). Esses compostos tém sido descritos como auxiliares na eliminagéo de radicais

livres.

As moléculas orgéanicas e inorganicas e os atomos que contém um ou mais
elétrons nao pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres (HALLIWELL, 1994). Essa configuracdo faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito
reativas. A presenca dos radicais é critica para a manutengdo de muitas fungdes
fisiolégicas normais (POMPELLA, 1997). A formacéao desses radicais ocorre via agao
catalitica de enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem
no metabolismo celular e pela exposicao a fatores exdégenos. Contudo, na condigao
de pré-oxidante a concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior
geracao intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (CERUTTI,
1994).

Assim, a diminuicao do estresse oxidativo pode ocorrer através de dietas ricas
em antioxidantes. E nesta agdo que os compostos fendlicos naturais da uva sdo
responsaveis pela acao antioxidante de protecao das doencas cardiovasculares e do
cancer por intermédio de diversos mecanismos (WENZEL e SOMOZA, 2005). Entre
esses mecanismos podem ser citados a captura direta dos radicais livres, a redugao
da atividade enzimatica oxidativa e a reducdo da concentracdo de lipideos
peroxidasicos no plasma sanguineo (OAK et al., 2005). Os compostos fendlicos sédo
responsaveis pela cor, adstringéncia e estrutura, sendo as antocianinas, os taninos e

os acidos fendlicos, os mais importantes (MIELE et al., 1990).

Assim como os compostos fendlicos, a vitamina C também esta presente nas

uvas. Ela promove protecdo contra espécies reativas produzidas durante os



processos de fotossintese e de respiracao e esta envolvida no crescimento celular e
atua como co-fator de importantes enzimas, na sintese de antocianidina e outros
metabdlitos secundarios (SOARES et al., 2004).

Em algumas situacdes pode ocorrer uma adaptagdo do organismo em resposta
a geracao desses radicais com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes. Os
organismos possuem enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, a catalase
e a glutationa peroxidase que reagem com os compostos oxidantes e protegem as
células e os tecidos do estresse oxidativo (TRABER, 1997). Além de atuarem na
diminuicdo da atividade antioxidante, as enzimas promovem o escurecimento
enzimatico das bagas, que tém sido um sério problema de conservagéo dos frutos.
No suco, este fendbmeno é de origem essencialmente enzimatica (VALERO et al,,
1989) sendo afetado pelos niveis de fendis endégenos e das enzimas que o oxidam
(ZAPATA et al., 1995). Na presencga de oxigénio atmosfeérico, a polifenoloxidase (PPO)
catalisa a oxidacao de certos compostos fendlicos naturais, formando pigmentos

marrons, as melanoproteinas (VALERO et al., 1989).

Em uvas, o escurecimento oxidativo pode ocorrer também quando a PPO e
fendis entram em contato quando as bagas sofreram danos (AWAD, 1993). Ha ainda,
a oxidacao de fendis resultante da atividade de peroxidases (POD) ou mesmo sem
participacdo de enzimas e este conhecimento é fundamental para a viabilizagao de
técnicas que reduzam as perdas decorrentes do escurecimento das bagas de uvas
armazenadas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante, a
quantidade de compostos fendlicos e vitamina C e a atividade enzimatica de diferentes

variedades de uvas na polpa.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas polpa de frutos maduros das variedades ‘ltalia’, ‘Brasil’, ‘Rubi’,
‘Thompson Seedless’ e ‘Niagara Rosada’ da regido de Campinas-Sao Paulo (Latitude:
S 22° 53' 20", Longitude: W 47° 04' 40" e altitude de 680m).



A analise de compostos fendlicos totais foi realizada na matéria fresca, de acordo
com o método espectrofotométrico Folin—Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI, 1965) e

os resultados foram expressos em mg de acido galico g'.

A atividade enzimatica foi determinada a partir de 0,5 g de tecido vegetal fresco
(polpa) triturado, em gral de porcelana com N2 contendo 5 ml de tampao-fosfato de
sédio 0,1 M, pH 6,0, sendo o homogenado resultante, centrifugado 10 minutos a
10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado como fonte de enzimas. A
atividade da POD foi determinada seguindo o método descrito por Lima (1999). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro Ultrospec 2000/Pharmacia Biotech
utilizando o comprimento de onda de 505nm. Uma unidade de atividade de peroxidase
foi definida como o correspondente a variagdo de uma unidade de absorbancia por

minuto/mL de amostra.

A atividade da PPO foi determinada de acordo com o método descrito por Cano
et al., 1997. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 395nm. Uma unidade de
atividade de PPO foi definida como o correspondente a variagcdo de uma unidade de

absorbancia por minuto/mL de amostra.

Para a determinacgédo do contetdo de acido ascorbico (mg 100 g-' de polpa) foi
utilizado o meétodo proposto por Terada et al. 1979. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro Ultrospec 2000/Pharmacia Biotech a 540nm. Uma soluc¢ao padrao

de acido ascorbico foi utilizada para a elaboragao da curva padréao.

O método de inibicao de radicais DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons
de um composto antioxidante para um oxidante. O valor estimado para 50% da
inibicdo, CEso (mg/mL), foi calculado por regresséo linear segundo. Este método se
baseia na reducdo deste radical livre, relativamente estavel, DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazila) em solugao alcodlica, que na presenca de antioxidantes doadores de
hidrogénio, captura estes elétrons mudando a coloragéo de violeta para amarelo,
passando para sua forma estavel, DPPH-H (MENSOR, 2001). Para facilitar a
visualizagdo dos dados, um indice de Atividade Antioxidante (IAA), proposto pelos
pesquisadores Scherer e Godoy (2009), foi utilizado neste trabalho. Este indice é a
razdo entre a concentragio final de DPPH de 118,296 ug.mL"' 0,3 mM e o indice de
50% de inibigdo (CEso) calculado pela regresséo linear de cada uma das leituras. Os

autores demonstraram que extratos de plantas com IAA menor que 0,5 foram pobres



em atividade antioxidante, as do intervalo de 0,5 a 1,0 foram classificadas como
moderadas, as de indice 1,0 a 2,0 apresentaram forte atividade antioxidante e as de

razao > que 2,0 foram classificadas como plantas de atividade antioxidante muito forte.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (D.I.C.),
composto por cinco variedades de uva em dois locais. Cada tratamento foi composto
de trés repeti¢cdes, cada uma com 10 frutos. As analises foram realizadas em triplicata
Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (FERREIRA, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos fendlicos sao os maiores responsaveis pela atividade antioxidante
em frutos (HEIM et al., 2002) e as uvas sao consideradas uma das maiores fontes
destes compostos quando comparadas a outras frutas e vegetais, porém a grande
diversidade entre as cultivares resulta em uvas com diferentes caracteristicas, tanto
de sabor quanto de coloragao, o que certamente esta associado com o conteudo e o
perfil dos polifendlicos (MAXCHEIX et al., 1990).

As polpas de uvas tintas apresentavam valores superiores de compostos
fendlicos quando comparado com as uvas brancas, exceto a ‘Thompson Seedless’, ja
que os pigmentos naturais, como as antocianinas, presentes em uvas tintas, sao
compostos fendlicos e a sua correlagédo com a atividade antioxidante em alimentos é
objeto de interesse tanto para a industria como para os consumidores. Os compostos
fendlicos apresentaram variagdo de 20,3 a 30,3mg de acido galico g' em polpa de
‘Italia’ e ‘Rubi’ (Tabela 1) respectivamente.

A polifenol oxidase (EC 1.10.3.1) e a peroxidase (EC 1.11.1.7) fazem parte de
um grande numero de enzimas conhecidas como oxiredutases, podendo promover
uma variedade de reacdes. A investigacdo desse grupo de enzimas tem sido de
grande importancia para a tecnologia de alimentos, uma vez que a continuidade da
atividade enzimatica pode ocasionar mudanca na cor, variacbes de aroma, alteracdes
no teor de vitaminas e até modificagdes na textura (LAURENTE e CLEMENTE, 2005).

A polifenol oxidase apresentou variagao de 3,25 a 7,98umol catecol oxidado mg



proteina min"! para as variedades ‘Niagara’ e ‘Brasil’ porém esta diferenga nao foi
estatistica (Tabela 1). As maiores atividades de PPO foram encontradas para as
variedades ‘Brasil’ e ‘Thompson Seedless’ que apresentaram altos valores de
compostos fendlicos e vitamina C. A peroxidase apresentou variagao de 0,7071 nas
variedades ‘Thompson Seedless’ e ‘Niagara’, e 0,7245umol H202 decomposto mg
proteina min"' na variedade ‘Rubi’ (Tabela 1), porém estas diferengas nio foram
significativas.

Para os valores de acido ascorbico, em todas as variedades analisadas os
resultados encontrados nas variedades ‘Niagara’ e ‘Thompson Seedless’ foi de 4,02

a 8,54mg 100g-" respectivamente (tabela 1).

Antioxidantes s&o substancias capazes de inibir a oxidacdo, diminuindo a
concentragao dos radicais livres no organismo e/ou quelando ions metalicos,
prevenindo a peroxidacao lipidica. As variedades ‘Italia’, ‘Brasil’ e ‘Rubi’ apresentaram
atividade antioxidante variando de 1,76 a 1,38 e as variedades ‘Thompson Seedless’
e ‘Niagara’ apresentam atividade antioxidante muito alta, de 2,91 a 2,54 (Tabela 1). A
variedade ‘Thompson Seedless’ apesar de ser branca e ndo conter pigmentos que
fazem parte dos compostos fendlicos apresentou muito forte atividade antioxidante
em polpa quando comparada as outras variedades devido a grande quantidade de
compostos fendlicos e acido ascérbico que é considerada assim como os compostos
fendlicos, excelentes antioxidantes, sendo capazes de sequestrar os radicais livres

com grande eficiéncia.

Tabela 1: Valores médios de compostos fendlicos, polifenol oxidase, peroxidase, indice de atividade
antioxidante e acido ascorbico em polpa de uvas das variedades ‘Italia’, ‘Brasil’, ‘Rubi’, ‘Thompson
Seedless’ e ‘Niagara’.



Table 1: Mean values of phenolic compounds, polyphenol oxidase, peroxidase, indexof antioxidant
activity and ascorbic acid in grape pulp varieties: 'ltalia’, 'Brasil', 'Rubi', "Thompson Seedless' and
‘Niagara’.

Polifenol . -
Compostos oxidase Peroxidase indice de Acido
. fenodlicos (umol H202 - P
Variedades e (umol catecol Atividade ascorbico
(mg de acido . decomposto/mg s 1
" 1 oxidado/mg ; - antioxidante (mg.100g™)
galico.g™) . . proteina/min)
proteina/min)
‘Italia’ 20,3 a 4,27 b 0,7113 a 1,76 a 5,06 b
‘Brasil’ 28,8 a 7,98 a 0,7117 a 1,47 a 555b
‘Rubi’ 30,3 a 4,64 b 0,7245 a 1,38 a 5,14 b
‘Thompson’ 27,7 a 7,24 a 0,7071 a 291a 8,54 a
‘Niagara’ 29,4 a 3,25b 0,7071 a 2,54 a 402c
CV (%) 14,02 14,15 1,07 23,59 3,94

* Mesma letra na coluna as médias nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
** Variedade transformada (Raiz quadrada de Y + 0.5 - SQRT (Y + 0.5))

* Same letter in the column averages don’t differ by Tukey test (P> 0.05)
** Variety transformed (square root of Y + 0.5 - SQRT (Y + 0.5))

CONCLUSAO

O estudo mostrou que no geral, as uvas apresentam alta atividade antioxidante
principalmente devido a grande quantidade de compostos fendlicos. Dentre as
variedades analisadas, a ‘Thompson Seedless’ foi a que apresentou maiores valores
de Indice de Atividade Antioxidante em polpa, maiores teores de Acido Ascérbico e

Compostos Fendlicos.
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RESUMO

As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos
guando comparadas a outras frutas e vegetais, porém a grande diversidade entre as
cultivares resulta em uvas com diferentes caracteristicas, tanto de sabor quanto de
coloragcao, o que certamente esta associado com o conteudo e o perfil dos
polifendlicos.

Amostras de uva no ponto de consumo ‘ltalia’, ‘Brasil’, ‘Rubi’, “Thompson’ e
‘Niagara Rosada’ da regido de Campinas e Jundiai — SP foram utilizadas com o
objetivo de avaliar a atividade oxidante, atividade enzimatica da peroxidase e da
polifenoloxidase, compostos fendlicos e acido ascorbico de diferentes variedades de
Vitis na casca.

A partir dos resultados encontrados, pode-se concluir que para a maioria dos
parametros avaliados a ‘Thompson’ foi a que apresentou maiores valores de indice
de atividade antioxidante em casca, maiores teores de acido ascorbico e compostos

fendlicos.

Palavras-chave: variedades de uva, indice de atividade antioxidante, frutas.
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EVALUATION OF ANTIOXIDANTS IN PEEL OF Vitis sp.

ABSTRACT

The grapes are considered a major source of phenolic compounds when
compared to other fruits and vegetables, but the great diversity among the cultivars
result in grapes with different characteristics of taste and color, what certainly is
associated with the content and profile of antioxidants, such as polyphenolic.

Samples of grapes in point of consumption 'ltalia’, '‘Brasil', 'Rubi', "Thompson' and
'Niagara Rosada' of the region of Campinas and Jundiai — SP state - Brazil, were used
to evaluate the oxidant and enzymatic activity of peroxidase and polyphenoloxidase,
phenolic compounds and ascorbic acid from different varieties of Vitis in the peel.

From the results, can be conclude that for most of the parameters measured
the 'Thompson' showed the highest values of antioxidant activity index in pell, higher

levels of ascorbicacid and phenolic compounds.

Key-words: grape varieties, antioxidant activity index, fruits.

INTRODUCAO



O homem necessita de uma alimentagao sadia, rica em nutrientes e isto pode
ser alcangado com partes de alimentos que normalmente sdo desprezadas. Sendo
assim, & importante a utilizacdo de cascas, talos e folhas, pois o aproveitamento
integral dos alimentos, além de diminuir os gastos com alimentacdo e melhorar a
qualidade nutricional do cardapio, reduz o desperdicio e torna possivel a criacdo de
novas receitas, como, por exemplo, sucos, doces, geléias e farinhas (GODIM et al,
2005).

Os vegetais, em particular, as frutas tém importante papel na manutencao do
equilibrio fisiologico. Esses alimentos suprem os niveis ideais de antioxidantes, como
a vitamina C e os compostos fendlicos para o organismo humano. As uvas sao ricas
em compostos fendlicos, como os flavondides (catequina, epicatequina, quercitina,
antocianinas e procianidinas) e resveratrol (trans-3,5,4-trihidroxiistilbeno),
principalmente nos produtos de uvas tintas (WANG et al., 2002; FULEKI & SILVA,
2003).

A diminuigdo do estresse oxidativo pode ocorrer através de dietas ricas em
antioxidantes. E nesta acdo que os compostos fendlicos naturais da uva sdo
responsaveis pela acao antioxidante de protecao das doencas cardiovasculares e do
cancer por intermédio de diversos mecanismos (WENZEL & SOMOZA, 2005). Entre
esses mecanismos podem ser citados a captura direta dos radicais livres, a redugao
da atividade enzimatica oxidativa e a reducdo da concentracdo de lipideos
peroxidasicos no plasma sanguineo (OAK et al., 2005). Os compostos fendlicos sédo
responsaveis pela cor, adstringéncia e estrutura, sendo as antocianinas, os taninos e
os acidos fendlicos, os mais importantes (MIELE et al., 1990).

Assim como os compostos fendlicos, a vitamina C também esta presente nas
uvas. Ela promove protecdo contra espécies reativas produzidas durante os
processos de fotossintese e de respiragao e esta envolvida no crescimento celular e
atua como co-fator de importantes enzimas, na sintese de antocianidina e outros
metabdlitos secundarios (SOARES et al., 2004).

Em algumas situagdes pode ocorrer uma adaptagao do organismo em resposta
a geracgao desses radicais com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes. Os
organismos possuem enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, a catalase
e a glutationa peroxidase que reagem com os compostos oxidantes e protegem as

células e os tecidos do estresse oxidativo (TRABER, 1997). Além de atuarem na



diminuicdo da atividade antioxidante, as enzimas promovem o escurecimento
enzimatico das bagas, que tém sido um sério problema de conservagéo dos frutos.
No suco, este fenbmeno é de origem essencialmente enzimatica (VALERO et al,,
1989) sendo afetado pelos niveis de fendis endégenos e das enzimas que o oxidam
(ZAPATA et al., 1995). Na presencga de oxigénio atmosférico, a polifenoloxidase (PPO)
catalisa a oxidagao de certos compostos fendlicos naturais, formando pigmentos
marrons, as melanoproteinas (VALERO et al., 1989).

Em uvas, o escurecimento oxidativo pode ocorrer também quando a PPO e
fendis entram em contato quando as bagas sofreram danos (AWAD, 1993). Ha ainda,
a oxidacao de fendis resultante da atividade de peroxidases (POD) ou mesmo sem
participacdo de enzimas e este conhecimento é fundamental para a viabilizagao de
técnicas que reduzam as perdas decorrentes do escurecimento das bagas de uvas
armazenadas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante, a
quantidade de compostos fendlicos e vitamina C e a atividade enzimatica de diferentes

variedades de uvas (casca).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas casca de frutos maduros das variedades ‘Italia’, ‘Brasil’, ‘Rubf’,
‘Thompson Seedless’ e ‘Niagara Rosada’ da regido de Campinas-Sao Paulo (Latitude:
S 22° 53' 20", Longitude: W 47° 04' 40" e altitude de 680m).

A analise de compostos fendlicos totais foi realizada na matéria fresca, de acordo
com o método espectrofotométrico Folin—Ciocalteu (SINGLETON & ROSSI, 1965) e
os resultados foram expressos em mg de acido galico g™'.

A atividade enzimatica foi determinada a partir de 0,5 g de tecido vegetal fresco
(casca e polpa) triturado, em gral de porcelana com N2 contendo 5 ml de tampao-
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0, sendo o homogenado resultante, centrifugado 10
minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado como fonte de
enzimas. A atividade da POD foi determinada seguindo o método descrito por Lima
(1999). A leitura foi realizada em espectrofotometro Ultrospec 2000/Pharmacia
Biotech utilizando o comprimento de onda de 505nm. Uma unidade de atividade de
peroxidase foi definida como o correspondente a variagdo de uma unidade de

absorbancia por minuto/mL de amostra.



A atividade da PPO foi determinada de acordo com o método descrito por Cano
et al, 1997. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 395nm. Uma unidade de
atividade de PPO foi definida como o correspondente a variagcao de uma unidade de
absorbancia por minuto/mL de amostra.

Para a determinacgédo do contetudo de acido ascorbico (mg 100 g-' de polpa) foi
utilizado o método proposto por Terada et al. 1979. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro Ultrospec 2000/Pharmacia Biotech a 540nm. Uma solug¢ao padrao
de acido ascorbico foi utilizada para a elaboragao da curva padréao.

O método de inibicao de radicais DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons
de um composto antioxidante para um oxidante. O valor estimado para 50% da
inibicdo, CEso (mg/mL), foi calculado por regressao linear segundo. Este método se
baseia na reducado deste radical livre, relativamente estavel, DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazila) em solugao alcodlica, que na presencga de antioxidantes doadores de
hidrogénio, captura estes elétrons mudando a coloragdo de violeta para amarelo,
passando para sua forma estavel, DPPH-H. Para facilitar a visualizacdo dos dados,
um Iindice de Atividade Antioxidante (IAA), proposto pelos pesquisadores Scherer &
Godoy (2009), foi utilizado neste trabalho. Este indice é a raz&do entre a concentragao
final de DPPH de 118,296 ug.mL" 0,3 mM e o indice de 50% de inibigdo (CEso)
calculado pela regressao linear de cada uma das leituras. Os autores demonstraram
que extratos de plantas com IAA menor que 0.5 foram pobres em atividade
antioxidante, as do intervalo de 0.5 a 1.0 foram classificadas como moderadas, as de
indice 1.0 a 2.0 apresentaram forte atividade antioxidante e as de razao > que 2.0
foram classificadas como plantas de atividade antioxidante muito forte.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (D.I.C.),
composto por cinco variedades de uva (casca). Cada tratamento foi composto de trés
repeticoes, cada uma com 10 frutos. As analises foram realizadas em triplicata. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Os compostos fendlicos sao os maiores responsaveis pela atividade antioxidante
em frutos (HEIM et al., 2002) e as uvas séo consideradas uma das maiores fontes
destes compostos quando comparadas a outras frutas e vegetais, porém a grande
diversidade entre as cultivares resulta em uvas com diferentes caracteristicas, tanto
de sabor quanto de coloragao, o que certamente esta associado com o conteudo e o
perfil dos polifendlicos (MAXCHEIX et al., 1990).

As polpas de uvas tintas apresentavam valores superiores de compostos
fendlicos quando comparado com as uvas brancas, exceto a ‘Thompson Seedless’, ja
que os pigmentos naturais, como as antocianinas, presentes em uvas tintas, sdo
compostos fendlicos e a sua correlagdo com a atividade antioxidante em alimentos é
objeto de interesse tanto para a industria como para os consumidores. Dados estes
concordantes com DANI et al., 2007. Os compostos fendlicos apresentaram variagao
de 22,7 a 48,2mg &c. galico g' peso fresco nas cascas das variedades ‘Italia’ e
‘Thompson Seedless’ (Tabela 1). A variedade ‘Thompson Seedless’ apesar de ser
branca, apresentou valores semelhantes aos das uvas tintas. Dados estes superiores
aos encontrados por Soares et al. (2008) que observou que o conteudo de fendlicos
totais obtidos nas cascas da variedade tinta ‘Isabel’ foi de 21,95mg 100g-" peso fresco.
Ja Kim et al.(2003) encontraram valores inferiores em outros frutos quando
comparado as uvas de 17,4mg 100g-' peso fresco em diversas variedades de acerola
e 11,8 £ 1,4 mg100g™" peso fresco em macga ‘Gala’.

A polifenol oxidase (EC 1.10.3.1) e a peroxidase (EC 1.11.1.7) fazem parte de
um grande numero de enzimas conhecidas como oxiredutases, podendo promover
uma variedade de reacdes. A investigacdo desse grupo de enzimas tem sido de
grande importancia para a tecnologia de alimentos, uma vez que a continuidade da
atividade enzimatica pode ocasionar mudanca na cor, variacbes de aroma, alteracdes
no teor de vitaminas e até modificagdes na textura (LAURENTE & CLEMENTE, 2005).
Nas cascas, a polifenol oxidase apresentou variagao de 6,6 na variedade ‘Rubi’ e
14,2umol catecol oxidado mg proteina min-' para ‘Brasil’ (Tabela 1). As maiores
atividades de PPO foram encontradas para as variedades ‘Brasil’ e ‘Thompson
Seedless’ que apresentaram altos valores de compostos fendlicos e vitamina C. A
peroxidase apresentou valores que variaram de 0,7071 nas cascas das variedades
‘Italia’, “Thompson Seedless’ e ‘Niagara’ a 0,7087umol H202 decomposto mg proteina
min-! na variedade ‘Brasil’ (Tabela 1).



Os resultados encontrados nas cascas foram de 4,9 a 12,2mg 100g~" de acido
ascorbico nas variedades ‘Niagara’ e ‘Thompson Seedless’ (tabela 1). Antioxidantes
sao substancias capazes de inibir a oxidacao, diminuindo a concentracio dos radicais
livres no organismo e/ou quelando ions metalicos, prevenindo a peroxidagao lipidica.
As variedades ‘ltalia’, ‘Brasil’ e ‘Rubi’ apresentaram forte atividade antioxidante
variando de 1,36 a 1,62 e as variedades ‘Thompson Seedless’ e ‘Niagara’ apresentam
atividade antioxidante muito alta, de 2,94 a 3,38 (Tabela 1). A variedade ‘Thompson
Seedless’ apesar de ser branca e nao conter pigmentos que fazem parte dos
compostos fendlicos apresentou muito forte atividade antioxidante quando comparada
as outras variedades devido a grande quantidade de compostos fendlicos e acido
ascorbico que é considerada assim como os compostos fendlicos, excelentes

antioxidantes, sendo capazes de sequestrar os radicais livres com grande eficiéncia.

Tabela 1: Valores médios de compostos fendlicos, polifenol oxidase, peroxidase, indice de atividade
antioxidante e acido ascorbico em casca de uvas das variedades ‘ltalia’, ‘Brasil’, ‘Rubi’, ‘Thompson
Seedless’ e ‘Niagara’.

Table 1: Mean values of phenolic compounds, polyphenol oxidase, peroxidase, indexof antioxidant
activity and ascorbic acid in skin of grapes of the varieties 'ltalia’, 'Brasil', 'Rubi’, 'Thompson Seedless
and 'Niagara'.

Polifenol .
Compostos Peroxidase** Indice de h
oxidase Acido
fendlicos (umol H202 atividade
Variedades ] (umol catecol L. ascorbico
(mg de éac. ) decomposto/mg  antioxidant
o oxidado/mg ) ) (mg.100g")
Gélico.g™") . ) proteina/min) e
proteina/min)
‘Italia’ 22,7b 8,8 bc 0,7113 1,36 b 8,7b
‘Brasil’ 418 a 14,02 a 0,7087 1,41b 11,6 a
‘Rubi’ 450a 6,6 c 0,7076 1,62 ab 6,2¢c
T.
Seedless’ 48,2 a 10,7 ab 0,7071 3,38 a 12,2 a
‘Niagara’ 26,2b 8,4 bc 0,7071 2,94 ab 49d
CV (%) 11,60 13,31 0,08 30,10 3,16

* Mesma letra na coluna as médias nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
** Variedade transformada (Raiz quadrada de Y + 0.5 - SQRT (Y + 0.5))

* Same letter in the column averages don’t differ by Tukey test (P> 0.05)
** Variety transformed (square root of Y + 0.5 - SQRT (Y + 0.5))

CONCLUSAO



O estudo mostrou que no geral, as uvas quando comparadas com outras frutas,
apresentam alta atividade antioxidante principalmente devido a grande quantidade de
compostos fendlicos presentes principalmente nas cascas. Dentre as variedades
analisadas, a ‘Thompson Seedless’ foi a que apresentou maiores valores de indice de

Atividade Antioxidante, maiores teores de Acido Ascérbico e Compostos Fendlicos.
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RESUMO

Considerando os efeitos benéficos das fibras na prevencao de fatores de risco
para doencgas crénicas e visando a busca de uma nova alternativa para os rejeitos
da industria de agua de coco, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
suplementacao de fibra de coco verde crua e torrada no metabolismo de ratos
Wistar, a fim de verificar a possibilidade de sua utilizagdo como alimento. Foram
utilizados 30 animais, por um periodo de 40 dias, realizando pesagens semanais no
biotério da Universidade de Marilia/SP (UNIMAR), onde foram randomizados em 6
(seis) grupos de 5 (cinco) animais e identificados de acordo com a ragdo a ser
administrada: dez animais tratados com fibra de coco crua (FCC), dez animais com
fibra de coco torrada (FCT), e dez animais constituindo o grupo controle (C). Foi
coletado sangue para delineamento do perfil bioquimico: colesterol total, colesterol
da lipoproteina de alta densidade (HDL-c), triglicérides (TG), glicose, creatinina,
proteina C-reativa (PCR), aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT). Os animais alimentados com a ragdo suplementada com
fibra de coco tiveram aumento nos niveis de HDL-c e diminuicdo dos niveis de
glicemia, parametros importantes na prevengao e controle de doengas crénicas nao

transmissiveis.

Palavras — chave: Cocos nucifera; fibras; doengas crénicas; HDL-c

EFFECTS OF FIBER SUPPLEMENTATION OF GREEN COCONUT (Cocos
nucifera) RAW AND ROASTED IN THE METABOLIC PROFILE OF WISTAR RATS

ABSTRACT

Considering the beneficial effects of fiber in the prevention of risk factors for
chronic diseases and focusing on the search for a new alternative for the waste of
coconut water industry, the purpose of this study was to evaluate the effects of
supplementation of green coconut fiber raw and roasted in the metabolism of Wistar
rats in order to verify the possibility of their use as food. It was used 30 animals for a
period of 40 days, performing weighed every week in the vivarium of the University of
Marilia / SP (UNIMAR) where they were randomized into six (6) groups of five (5)

animals and identified according to the ration be administered: ten animals treated



with raw green coconut fiber, ten animals treated with toasted coconut fiber, and ten
animals as the control group. Blood was collected for delineation of the biochemical
profile: total cholesterol, high density lipoprotein (HDL-C), triglycerides (TG), glucose,
creatinine, C-reactive protein (CRP), aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT). Animals fed the diet supplemented with green coconut fiber
had an increase in HDL-C levels and decrease of blood glucose levels, important

parameters in the prevention and control of chronic non-communicable diseases.

Key words: Cocos nucifera; fiber; chronic diseases; HDL-C

1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas a sociedade moderna esta passando por um rapido
processo de transigao nutricional (SUAREZ-HERRERA et al., 2009), conceituado
como um fenémeno no qual ocorrem mudangas nos padrdes de distribuicdo dos
problemas alimentares de uma populacao, referindo-se a passagem da desnutricdo
para a obesidade (KAC e VELASQUEZ- MELENDEZ, 2003).

Em diversos paises, com destaque para os paises desenvolvidos, a adog¢ao
de dietas relacionadas com doencas crdnicas nao-transmissiveis tem aumentado
substancialmente (POPKIN, 2009) e, o reflexo dessas profundas mudangas nos
habitos de vida da populagao é o desenvolvimento de tais doencas - que constituem
a principal causa de mortalidade em todo o mundo. Destacam-se dentre elas as
doencas cardiovasculares, o diabetes, a obesidade e o cancer (MUNARI et al.,
2009). O aumento no consumo de agucares, de alimentos de origem animal e 6leos
comestiveis, associados ao sedentarismo e ao baixo gasto de energia (POPKIN,

2009) séao fatores pré-expositivos.

Isto representa um desafio para os 6rgaos da saude publica (SUAREZ-
HERRERA et al., 2009), uma vez que as doengas cronicas nao transmissiveis
demandam custos elevadissimos aos cofres publicos para o seu tratamento. E a
alimentagéao, por ser um parametro modificavel, entra como um veiculo promissor na
intervengcdo da evolugdo dessas doencas, bem como de sua prevencao
(HENRIQUES et al., 2008), sendo imprescindivel o uso da tecnologia na pesquisa
de novos compostos bioativos (fibras, fitoesterois, fitoestrégenos, flavondides,
carotendides, licopeno).



E reconhecido que alguns alimentos, particularmente frutas e hortalicas
possuam estes compostos bioativos. E as fibras, especificamente, por seus efeitos
fisiolégicos, além das propriedades fisicas inerentes ao alimento, tém sido foco de
atengao na prevengao do diabetes melito tipo 2 (MELLO e LAAKSONEN, 2009), de
doencas cardiovasculares, além de serem coadjuvantes no controle do sobrepeso,
devido a sensacao de saciedade que promovem e, também, por sua capacidade de
reduzir certos tipos de canceres ( como de colon). Sdo classificadas de acordo com
sua solubilidade em agua em: fibras sollveis, como substancias pécticas, glucanas,
gomas e mucilagens, algumas hemiceluloses e o psyllium; e em insoluveis, como
celulose, hemicelulose e lignina, que sdo encontradas no farelo de trigo, cereais

integrais, raizes e hortalicas (MIRA et al., 2009).

A casca do coco verde, assim como a do coco maduro, € constituida por uma
fracdo de fibras e outra denominada de pd. As fibras de coco sdao materiais
lignoceluldsicos obtidos do mesocarpo de cocos e caracterizam-se pela sua dureza
atribuida ao alto teor de lignina (41 a 45%), quando comparadas com outras fibras
naturais (SENHORAS, 2003; ROSA et al., 2002).

Considerando o fruto imaturo ou coco verde para consumo de agua, 80 a 85%
do seu peso bruto representam residuo (cascas), que nao vem sendo aproveitado
pela industria devido a falta de conhecimento de suas propriedades, sendo, portanto,
descartado nos aterros e vazadouros a céu aberto (lixdes). Sdo, como toda matéria
organica, potenciais emissores de gases, além de contribuir para que a vida util
desses depodsitos seja diminuida, proliferando focos de vetores transmissores de
doengas, mau cheiro, possiveis contaminagdes do solo e corpos d'agua, além da

inevitavel destruicao da paisagem urbana (ROSA et al., 2001).

Como a minimizagdo da geragdo desse residuo implicaria a redugdo da
atividade produtiva associada, o seu aproveitamento torna-se uma necessidade. No
entanto, poucos estudos tém sido realizados visando a caracterizacédo e utilizagao
da fibra e do p6 da casca do coco verde (ROSA et al., 2002).

Assim, considerando os efeitos benéficos das fibras na prevencao de fatores
de risco para doencgas crbnicas e, visando a busca de uma nova alternativa para os

rejeitos da industria de agua de coco, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da



suplementacao de fibra de coco verde, crua e torrada, no metabolismo de ratos

Wistar, a fim de verificar a possibilidade de sua utilizagdo como alimento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Grupos de ratos

Foram utilizados 30 animais da linhagem Wistar, pesando + 250g, mantidos
pelo biotério da UNIMAR (Universidade de Marilia) com ciclo claro/escuro 12/12
horas e temperatura ambiente de 22 + 2°C, ciclo e umidade relativa de 60 £ 5% e
agua e racao peletizadas ad libitum sendo tratados de acordo com o “Guide to the

care and use of experimental animals”,

Os animais passaram por um periodo de adaptacao de sete dias (periodo pré-
experimental) na sala onde o experimento foi delineado. Apds este periodo, os
animais foram randomizados em 6 (seis) grupos de 5 (cinco) animais e identificados
de acordo com a racdo a ser administrada, sendo destes: dez animais tratados com
fibra de coco crua (FCC), dez animais com fibra de coco torrada (FCT), e dez

animais constituindo o grupo controle (C).

O experimento foi conduzido por um periodo de 40 dias, realizando-se
pesagens semanais, registrando os pesos corporais dos animais no 1°, 8°, 15°, 23°,
31° e 39° dias experimentais. Os ratos do grupo controle e dos grupos tratados
foram alimentados diariamente com racdo comercial e ragao suplementada,
respectivamente, sendo o consumo registrado a partir das sobras verificadas em

cada dia seguinte.

2.2.Principios éticos

Este trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UNIMAR
(Protocolo 226).

2.3.Preparo da racao

A ragao administrada foi preparada na proporcao 1:1 de fibra de coco e de

ragdo peletizada comercial (Marca Purina®) e agua, sendo estas preparadas



diariamente no Laboratério de Processamento de Alimentos da Faculdade
“Estudante Rafael Almeida Camarinha” (FATEC - Campus Marilia).

A fibra de coco em po6 foi obtida no Laboratério de Processamento de

Alimentos da respectiva faculdade.

A ragao comercial foi, inicialmente, submetida a trituragdo manual com o
auxilio de um pistilo plastico e, posteriormente, moida no moinho elétrico (marca
Marconi) a 4500 rpm. Os ingredientes foram pesados em balanga semi-analitica e

misturados utilizando-se agua como solvente.

A mistura foi modelada manualmente com o auxilio de um recheador de
carnes de modo que o formato fosse semelhante a ragcdo comercial e a mesma foi
seca em estufa de circulagdo de ar a temperatura de 65°C por 5 horas. A ragéo ja
processada e devidamente identificada foi mantida em refrigeracao (5°C) até a sua

utilizacao a fim de se evitar a sua degradagéo microbioldgica.

Para o preparo da racdo com fibra de coco torrada, a fibra crua foi submetida
a aquecimento em forno industrial numa temperatura de 120°C por 10 minutos,

sendo esta homogeneizada a cada 5 minutos.

2.4.Coleta de sangue e determinagao do perfil bioquimico

Apos 40 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com pentobarbital
sodico até completa sedacdo e, com auxilio de material cirurgico, o sangue foi
coletado com agulha e seringa para delineamento do perfil bioquimico: colesterol
total, colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-c), triglicérides (TG), glicose,
creatinina, proteina C-reativa (PCR), aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT).

Os exames foram realizados no laboratério do HU (Hospital Universitario) da
UNIMAR (Laboratério — Hospital Sdo Francisco). Os resultados foram interpretados
segundo SBD (2007) e ADA (2010).

2.5.Analises Estatisticas

As variaveis foram apresentadas em médias e respectivos desvios - padrao. A

analise dos dados foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA), sendo a



comparagao do peso médio entre grupo controle e grupos tratados complementada
pelo Teste de Tukey e, para a comparagdo entre os momentos (inicial e final),
utilizou-se o Teste t de Student. Para o perfil bioquimico, o mesmo foi
complementado pelo Teste de Mann-Whitney U e o nivel de significancia adotado de
5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 estdo descritas a média e o desvio—padrao referentes ao
consumo de agua e ragao para os grupos: controle (C) e tratados com fibra de coco
crua (FCC) e fibra de coco torrada (FCT) conforme o momento. Sendo estes
divididos em inicial — abrangendo os 1°, 8° e 15° dias experimentais; e o final — os

23°, 31° e 39° dias experimentais.

Nesta, ao compararem-se os momentos, os grupos suplementados com fibra
de coco apresentaram maior consumo de ragdo e agua em relagdo ao grupo
controle. Por outro lado, comparando-se estes mesmos grupos entre si (FCC e
FCT), dentro do mesmo parametro, na variavel ragao, a fibra de coco torrada (FCT)
apresentou maior consumo do que o grupo FCC; e na variavel agua, o0 consumo nao
apresentou variagcdo no momento inicial, entretanto, no momento final o grupo FCT
teve um aumento significativo, possivelmente correlacionado com o aumento no

consumo da racgao.

Tabela 1. Média, desvio-padrdo e resultado do teste estatistico do consumo de
racao (g) e agua (ml) nos grupos controle e tratado segundo o momento.
Table 1. Mean, standard deviation and statistical test results of feed intake (g) and

water (ml) in control and treated groups according to the moment.

Grupo

Variavel Momento Controle FCC FCT p-valor
Inicial 115,0A§ 48,2 297,981 34,4 322,85 39,0 0,0000
Daran
final 108,8 £+ 38,8 377,9+91,5 380,3+71,4 0,0000
A B C
p-valor 0,1533 0,0003 0,0010
Inicial 145,5: 56,7 373,581 35,2 409,7581 451 0,0000
Aﬂl [Fa)
final 141 ,2: 38,8 376,881 88,0 413,85 64,7 0,0000




p-valor 0,2565 0,4366 0,4038
"(FCC) = Fibra de Coco Crua (FCT) = Fibra de Coco Torrada.
' (FCC) = Raw fiber of coconut (FCT) = Roasted fiber of coconut

2 Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si.
2 Means followed by same letter do not differ

A tabela 2 apresenta os pesos corporais dos animais registrados no 1°, 8°,
15°, 23°, 31° e 39° dias experimentais, sendo considerados o 1°, 8°, 15° como inicial

e 0 23°, 31° e 39° como final.

Observou-se que os grupos suplementados com a fibra de coco crua e
torrada apresentaram reducao significativa no peso corpéreo, sendo inversamente
proporcional ao consumo da ragdo conforme descrito na tabela 1. Conhecendo-se
as propriedades das fibras e sua capacidade de interferir no transito gastrintestinal,
sugere-se essa agdo como possivel causa do consumo elevado de racdo e o baixo

peso dos animais.

Tabela 2. Média, desvio-padrao e resultado do peso corporal (g) dos grupos controle

e tratado segundo o momento.

Table 2. Mean, standard deviation and result in body weight (g) of control and treated

groups according to the moment.

Grupo
Momento p-valor
Controle FCC? FCT
361,6 +44,2 2255+ 28,4 2243 + 37,9
Inicial 0,0000
B2 A A
] 405,5 + 33,2 316,56 + 48,2 322,2 + 38,5
final 0,0000
B A A
p-valor 0,0000 0,0000 0,0000

' (FCC) = Fibra de Coco Crua (FCT) = Fibra de Coco Torrada.
' (FCC) = Raw fiber of coconut (FCT) = Roasted fiber of coconut

2 Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si.

2 Means followed by same letter do not differ.

Foi observado no perfil metabdlico dos ratos, que o grupo tratado com fibra de
coco apresentou uma redugado significativa nos niveis de glicemia e aumento
significativo nos niveis de triglicérides, HDL-c, colesterol, creatinina e ALT quando
comparados com o grupo controle. A PCR e o AST apresentaram variagdes, porém
nao significativas (tabela 3).



Comparando-se os grupos tratados - FCT e FCC, observa-se que para todas
as analises realizadas, os valores obtidos ndo apresentaram variagdo significativa.
Isso mostra que o tratamento térmico empregado no processamento da fibra de
coco torrada nao provocou danos que ocasionassem interferéncia na sua agao. A
temperatura utilizada (120°C) é similar a utilizada no processamento de produtos de
panificagdo, podendo com isso, a fibra de coco ser utilizada na elaboragdo dos

mesmos.

Sabe-se que as fibras alimentares (FA) exercem fungdes benéficas no trato
gastrintestinal, além de influenciar no metabolismo de certos componentes como
lipidios circulantes e glicemia (MIRA et al., 2009). As fibras soluveis promovem um
efeito favoravel no metabolismo da glicose e da insulina se administradas em
quantidades suficientes (10 a 25g) por retardar a absorgao de glicose, evitando picos
glicémicos no periodo poés-prandial (MELLO e LAAKSONEN, 2009). Pelo fato da
fibra de coco conter em sua constituicado a pectina (SENHORAS, 2003), associam-se
suas propriedades hipoglicemiantes aos resultados obtidos neste experimento,

tendo em vista a reducao de glicemia do grupo tratado com fibra de coco (tabela 3).

Corroborando com os resultados deste experimento, Queiroz et al. (2008),
através de um estudo sobre o efeito da farinha da casca de maracuja em ratos, por
30 dias, verificaram que a utilizacdo da farinha nas propor¢cdes de 50 e 100% da
ingestao diaria recomendavel, proporcionou um efeito hipoglicemiante em roedores,

possivelmente pela presenga e agao das fibras soluveis da casca do maracuja.

Tabela 3. Média, desvio-padrdo e resultado das variaveis analisadas no perfil

bioguimico dos grupos experimentais ao final do estudo.

Table 3. Mean, standard deviation and result of biochemical variables in the

experimental group in the end of the study.

Variave Grupos p — valor®
is

Controle FCC’ FCT CvsFCT CvsFCC FCT vs
FCC

Glicemi 152,00+16, 125,70+23 118,50+25 0,0027**  0,0257* 0,5452ns
a 51 ,87 ,66
(mg/dL) B A A




HDL-C 24,90+2,88 35,30+5,3 34,20+4,8 0, 004*** 0,0003*** 0,8793ns
(mg/dL) A 8 5
B B

Coleste 61,3047, 71,70+14, 76,30+14, 0,0139* 0,0694ns  0,248ns
rol 99 69 91

(mg/dL) A B C
TG 66,30+32,3 79,30+17, 105,80+53 0,0057** 0,0341* 0,2404ns
(mg/dL) 6 96 ,99

A2 B B

ALT  74,00£12,4 105,60+29 119,00+47 0,0081*** 0,0256* 0,7911ns

U/L 8 71 ,36

A B B
AST  145,00+34, 150,90+25 176,40+77 0,3150ns 0,3845ns 0,5702ns
U/L 59 ,02 J7

A A A

PCR 0,96+0,44 0,85+0,21 1,04+0,38 0,6468ns 0,6199ns 0,3183ns
(ng/mL) A A A

Creatini  0,52+0,08 0,59+0,12 0,59+0,07 0,0441* 0,1434ns 0,9683ns
na A B B
(mg/dL)

" (FCC) = Fibra de Coco Crua (FCT) = Fibra de Coco Torrada (C) = Controle
' (FCC) = Raw coconut fiber (FCT) = Roasted coconut fiber ( C) = Control

2 Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si.
2 Means followed by same letter do not differ.

3 Teste de Mann-Whitney U e nivel de significancia de 5%.
¥ Mann-Whitney U test and significance level of 5%.

Observou-se neste experimento, o aumento significativo dos niveis de HDL-c
para os grupos tratados, comparando-o com o grupo controle (tabela 3). Valores
estes equivalentes ou proximos aos considerados como desejaveis para 0s
humanos, que sao valores acima de 35 mg/dL . Estudos evidenciam que o aumento
de 1mg/dl nos niveis séricos de HDL-c diminui o risco relativo para eventos
coronarianos em 2 a 3% (RABELO, 2001). O HDL-c além de iniciar o transporte
reverso do colesterol, ou seja, a remogao do colesterol das células e seu transporte

ao figado para posterior excregao pode prevenir a agregagao das particulas de LDL-



c na parede arterial e sua oxidagado diminuindo, assim, seu potencial aterogénico
(RAGBIR e FARMER, 2009; RABELO, 2001).

Ainda, as fibras da dieta influenciam as concentragcbes de colesterol.
Normalmente, as fibras insollveis possuem efeitos limitados sobre seus niveis, isso
porque a sintese de colesterol hepatico pode compensar a ma absor¢ao de
colesterol reservando, portanto, as fibras soluveis propriedades mais intensas de
reducdo de sua concentragdo (HENRIQUES et al., 2008). Foi observado neste
experimento (tabela 3) aumento significativo do colesterol, tendo o grupo FCT a
maior média, porém, estes niveis se comparados aos requeridos para humanos
estdo dentro do que é considerado como desejavel ou normal (abaixo de 200mg/dL).
As fibras de coco tém em sua constituicdo uma pequena quantidade de pectina — em
média 3% (SENHORAS, 2003), o que impossibilita uma agao efetiva. Portanto,
sugere-se que o0 aumento observado se deve a quantidade elevada de racao

consumida (tabela 1) pelos roedores.

Pascoal et al. (2010), por meio de estudo da inclusdo de farelo de coco em
dietas para suinos em crescimento, observaram que a adicdo do ingrediente
promoveu o aumento do colesterol. Os autores consideram que este aumento esta
relacionado as quantidades de energia e de gordura saturada ingeridas. Também
Omena (2008), ao utilizar o farelo de coco na alimentagédo de tilapia do Nilo, nas
proporcoes de 0, 10, 20 e 30%, por 90 dias, observou que o0s animais que
consumiram ragdo com o maior percentual apresentaram os maiores valores de
colesterol no filé, onde esses valores podem ser reflexos do teor de extrato etéreo
presente no farelo de coco.

O aumento do nivel de ftriglicerideos (TG) encontrado neste experimento
(tabela 3), possivelmente, se deve ao alto consumo de ragao (tabela 1) pelos
roedores, de forma que ao observar seus niveis, o aumento foi proporcional ao
consumo de ragdo para os grupos tratados, em que: FCT apresentou maior
consumo do que FCC e, consequentemente, maiores niveis de TG. Niveis elevados
de triglicerideos correlacionam uma maior incidéncia de doencga arterial coronaria
(GERAIX, 2008), entretanto, os niveis obtidos estdo dentro do que é classificado

como normal para humanos (até 150mg/dL).

Dentre as transaminases, se destacam a alanina aminotransferase (ALT) e o

aspartato aminotransferase (AST), importantes no diagndstico clinico de diversas



alteracbes metabodlicas. Como pode ser observada na tabela 3, a AST neste
experimento apresentou variancia, mas nao a ponto de apresentar significancia. Ja
ALT aumentou significativamente e por estar intimamente ligada a lesdes hepaticas,
pode-se sugerir que, possivelmente, houve algum dano aos tecidos do figado dos

animais e liberagdo desta enzima na corrente sanguinea.

Conforme descrito por Brigida e Rosa (2003) e Carrijo et al. (2002), a casca
de coco verde pode apresentar niveis elevados de taninos - compostos fendlicos de
alto peso molecular, podendo ser hidrolisaveis ou condensados e que tém
capacidade de se combinar com proteinas e outros polimeros (celulose,
hemicelulose e pectinas) para formar complexos estaveis, impedindo a absor¢ao dos
nutrientes. Esse composto, quando presente em niveis elevados, pode apresentar

toxicidade, além de ser um composto antinutricional (PINTO, 2004).

Corroborando com este experimento, Hervas et al. (2003) ao estudarem a
toxicidade de extratos de taninos do vegetal Quebrancho,em cabras, nas proporgoes
0; 0,5; 1,5 e 3 g de tanino/kg do peso corporal, administrados intra-ruminalmente
uma vez ao dia, por um periodo de 21 dias, observaram que as atividades das
enzimas AST nao sofreram alteracbes em todos os niveis de taninos. Ja a atividade
da ALT aumentou significativamente para o grupo que recebeu a dose 1,5 g de
tanino/kg de peso corporal. Também, Melo et al. (2008) ao estudarem os efeitos da
farinha de folhas de mandioca (FFM) em ratos nas proporgdes 0, 5, 10 e 15% de
FFM acrescidos de 1% de colesterol, administrados ad libitum, por um periodo de 49
dias, observaram que na dieta contendo FFM houve o aumento apenas na atividade
da enzima ALT, provavelmente, este decorrente de uma lesdo dos hepatdcitos do
figado destes animais contribuido pela duragdo do estudo, mas ndo sendo grave o
bastante para provocar o aumento também da enzima AST e ressaltando que na

FFM contém tanino.

Com isso, sugere-se uma associagcao da agao dos taninos presentes na fibra
de coco sobre as enzimas hepaticas dos roedores para este experimento,
considerando também o periodo experimental (de 40 dias) e a porcentagem da fibra
administrada (50%).

A PCR neste experimento apresentou variagdo, porém, nao significativa

(tabela 3). A proteina C-reativa € uma proteina de fase aguda que tem sido



associada nao so6 a efeitos inflamatérios, como também ao risco aumentado para
doencas cardiovasculares (FERNANDES, 2008).

Para a creatinina, observou-se o aumento dos seus niveis (tabela 3).
Conforme KOZLOSKI (2001), os teores de creatinina estdo relacionados com as
fungdes fisioldgicas normais do sistema visceral e com os rins. Valores aumentados

de creatinina podem indicar a deterioragdo da funcao renal (MOTTA, 2003).

4. CONCLUSAO

Os animais alimentados com a racao suplementada com fibra de coco tiveram
aumento nos niveis de HDL-c e diminuigdo dos niveis de glicemia, parametros
importantes na prevengao e controle de doengas cronicas ndo transmissiveis. No
entanto, por terem apresentado efeitos negativos (alteragcdo de enzimas hepaticas e
creatinina) na proporcao de 50% de fibra de coco, sugere-se a realizagdo de outros
estudos utilizando porcentagens menores de fibra, assim como a lavagem das

mesmas, visando a reducao dos compostos nela presentes.

Observou-se também que nao houve diferenga significativa entre as fibras de
coco crua e torrada sobre as variaveis bioquimicas do estudo, parametro importante
do ponto de vista tecnoldgico. Sugere-se também que a fibra de coco verde é uma
alternativa viavel para a industria de agua de coco, diminuindo assim o impacto

ambiental que o descarte da casca do fruto acarreta.
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QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DA AGUA FORNECIDA PELA REDE DE
ABASTECIMENTO DA CIDADE DE MARILIA - SP
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RESUMO

O presente trabalho traz informagdes da qualidade fisico-quimica da agua de
abastecimento na rede de distribuicao da cidade de Marilia-SP. Foram determinados
os valores de pH, teores de cloro residual, cor aparente e turbidez em amostras da
agua consumida pela populacdo. Foram coletadas amostras durante sete dias
consecutivos, pela manha e a tarde, em sete residéncias, escolhidas aleatoriamente
em diversas regides da cidade. Com os resultados obtidos, verificaram-se valores
acima do maximo permitido para cada caracteristica fisica da agua de diferentes
regides da cidade, e apresentaram-se valores de cloro abaixo do minimo permitido,
asseguradas de acordo com o Padrao de Potabilidade.
Palavras - chave: controle de cloro, potabilidade da agua, caracteristicas fisicas da

agua.

ABSTRACT

This study provides the physico-chemical quality data of the potable water
collected from the public distribution system of Marilia City (SP). Values of pH,
residual chlorine, apparent color or turbidity in water samples consumed by the
population were determined by physico-chemical methods. The samples were
collected at random during seven consecutive days. Seven houses located at
different regions in the town were chosen for that. The results showed that the pH,
color and turbidity values were higher than the maximum permitted and the chlorine
amount lower than the minimum specified by the potable water pattern.

Key works: Chlorine control, potable water pattern, physical characteristics of water.
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INTRODUGAO

A &gua para consumo humano é definida nos Guias de Qualidade da Agua da
Organizagdo Mundial da Saude, como “adequada para consumo humano e para
todo uso domeéstico habitual, inclusive a higiene pessoal(Garcia et. al., 1998)(
Portaria n° 518/GM, 2004). Estd implicito nesta definigdo, que agua nao deve
apresentar nenhum tipo de risco que possa causar irritacdo quimica, intoxicagao ou
infeccao microbioldgica que seja prejudicial a saude humana.

Assim, a qualidade da agua para consumo humano é de grande importancia,
e as caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas quando investigados podem
definir a aceitabilidade (Garcia et. al., 1998)( DI BERNARDO, 2002).

No Brasil, através do decreto Federal n°79637 de 09/03/1977 e da Portaria
56/BSB de 13/03/1977, o Ministério da Saude estabeleceu as normas e o padrao de
potabilidade da agua para todo o territério nacional (Tabela 1.1), que foram utilizados
até janeiro de 1992, quando entrou em vigor a Portaria n°36/GM de 19/01/1990
(Portaria n°® 36/GM, 1990) ( Portaria n° 56 / BSB, 1977). Esta foi revogada pela

Portaria n® 518, de 25 de margo de 2004, que é a legislagado aplicada atualmente.

TABELA 1. Caracteristicas fisicas e os valores maximos permitidos (VMP) da agua
potavel.

TABLE 1. Physical characteristics and the maximum allowed (VMP) of water.

Caracteristica Portaria 56/BSB de Portaria 36/GM de Portaria 518/GM de

1977 1990 2004
Cor Aparente 20 15% 15
(uC)
Turbidez (uT) 5 5% 5
pH a20°C - 6,5-385 6,5-9,5

* para a Cor Aparente e Turbidez, um valor de até 15uC e 5uC, respectivamente, sdo
permitidos em pontos da rede de distribuigao.
Fonte: Portaria n° 36/GM, 1990. Portaria n°® 56 / BSB, 1977. Portaria n°518/GM, 2004.

A turbidez das aguas é devida a presenga de particulas em estado coloidal
em suspensao, de matéria organica finamente dividida, de plancton e de outros
organismos microscopicos. As solugdes podem ser tanto dispersao de particulas

muito pequenas, quanto substancias dissolvidas na agua. No primeiro caso, existe



uma dispersao coloidal, em que as particulas se sedimentam com velocidade muito
pequena e, no segundo, hd uma solugdo em que as moléculas de substancias
humicas e tanino sado responsaveis pela cor verdadeira, conforme sera visto em
seguida.

A cor aparente é devido a presenca de matéria organica nas aguas e pode
ser decorrente de varias fontes. Os compostos orgénicos naturais nas aguas sao
oriundos da degradacédo de plantas e de animais e sdo denominados substancias

hamicas (Figura 1.1).
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FIGURA 1. Representacido esquematica do acido humico.

PICTURE 1. Schematic representation of humic acid
Fonte: Schulten et. al., 1994

Antigamente, a medida da cor era feita apenas por motivo estético, porém,
com a descoberta de que tais substancias sao precursoras de formacido de
trihalometanos (THM), nos que incluem triclorometano (cloroférmio),
dibromoclorometano, diclorobromometano e bromoférmio; os de iodo raramente tém
sido observados nas aguas cloradas, quando formados, esses compostos sao
considerados cancerigenos, desta forma, se a desinfecgéo for feita com cloro livre, a
quantificacao da cor passa a ser muito importante. Geralmente, é usado método de

comparacao visual, em aparelho que dispde de discos padronizados. A unidade de



cor, também conhecida como unidade Hazen — uH, é obtida quando se dissolvem
1mg de cloroplatinato de potassio e 0,5mg de cloreto de cobalto em um litro de agua
destilada com pH = 7,0 ( Di Bernardo, 1993) (AWWA, 1990).

O cloro disponivel na agua apresenta-se sob duas formas: HCIO ou CIOr,
dependendo dos valores do pH. Com o tempo, ha uma transformacao destas duas
formas em 4acido cloridrico e consequente perda do cloro disponivel. Chamamos
cloro residual ao cloro que ainda nao se transformou em acido cloridrico. Por isso,
devido a instabilidade do cloro em solugdo, as amostras para a determinacédo de
cloro residual deverao ser analisadas imediatamente apds a coleta ( IAL, 2005).

Recomenda-se a concentragdo minima de 0,2mg/L de cloro residual livre em
qualquer ponto de distribuicdo, e também que a agua potavel ndo devera apresentar
quaisquer teores de substancia que Ihe confiram odor caracteristico.

De acordo com a Portaria 518/GM de 2004, o numero minimo de amostras e
a frequéncia minima de amostragem para analise das caracteristicas fisicas e
quimicas da &gua distribuida a populagdo, na rede de distribuicdo, sao
apresentados, em funcdo da populagao abastecida, conforme mostrado na tabela
1.2.

TABELA 2. Frequéncia minima de amostragem da agua tratada.

TABLE 2. Minimum sampling of treated water.

Discriminag¢ao Rede de Distribuicao
Populacao Abastecida (hab.)
50.001 - 250.000

1 amostra a cada 50.000

Caracteristicas Fisicas Mensal
Componentes  Inorganicos  que Semestral

afetam a saude *

*mensal para cloro residual na rede de distribui¢do.
Fonte: Portaria n® 518/GM, 2004.

E muito importante a diferenciacdo entre critérios e padrées de qualidade das
aguas. Enquanto os critérios representam os requisitos cientificos, com carater de

propostas, de sugestdes ou tentativas a serem testadas quanto a sua



exequibilidade; os padrdes consistem nos critérios transformados em lei, sendo,
portanto, inapelaveis( Di Bernardo et. al., 2002).

A ABNT - Associacao Brasileira de Normas Técnicas, através da NB — 592 “
Projeto de Estacdo de Tratamento de Aguas para Abastecimento Publico’( DI
BERNARDO, 1993) ( Nascimento et. al., 1998), considera os seguintes tipos de
aguas naturais: Tipo A : dguas subterraneas ou superficiais, provenientes de bacias
sanitariamente protegidas, com caracteristicas basicas, de acordo com o padrdo de
potabilidade; Tipo B : aguas superficiais ou subterraneas, provenientes de bacias
nao protegidas, que possam atender ao padrao de potabilidade com tecnologias de
tratamentos que ndo exijam a coagulagdo quimica; Tipo C : aguas superficiais,
provenientes de bacias ndo protegidas, com caracteristicas que exijam tecnologias
com coagulacdo quimicas para atender ao padrdo de potabilidade e Tipo D : aguas
superficiais de bacias ndo protegidas, sujeitas a poluicdo e cujas caracteristicas
basicas sdo apresentadas e requerem tratamento especiais para atender ao padrao
de potabilidade.

As caracteristicas das técnicas de tratamento recomendadas para cada tipo
de 4gua sao: Tipo A : desinfecgao e correcao de pH; Tipo B : desinfecgdo, corregcao
de pH e decantagéo simples para aguas contendo sélidos sedimentaveis, de modo a
atender ao padrdo de potabilidade; filtracdo, procedida ou nao de decantacgao,
quando a turbidez e cor aparente forem inferiores a, respectivamente, 40 UT e 20
UH; Tipo C : coagulagdo, seguida ou nado de decantagao, filtracdo rapida,
desinfeccao e correcdo de pH e Tipo D : tratamento minimo da agua tipo C e
tratamento complementar apropriado a cada caso.

Segundo se constatou em visita realizada na Estacdo de Tratamento de Agua
(ETA) do Departamento de Agua e Esgoto de Marilia (DAEM), a 4gua natural é
oriunda do Rio do Peixe, caracterizada como Tipo D, que envolve tratamento

peculiar além de dosagem de carvao ativado em pé.

2. MATERIAIS E METODOS



2.1 MATERIAL

Durante 7 dias consecutivos foram coletadas amostras de agua de torneiras
diretamente ligadas a rede de distribuigdo de sete residéncias, escolhidas
aleatoriamente em funcao das regides da cidade de Marilia, como mostra a figura
2.1. Foram feitas duas coletas por dia, uma pela manha (7:00 horas) e outra a tarde

(19:00 horas), horarios estes em que ha um maior consumo por parte da populagao.
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FIGURA 2. Mapa da cidade de Marilia, dividido em regides de coleta da agua,
aleatoriamente.

PICTURE 2.Map of the city of Marilia, divided into areas of water collection at

random.
Fonte: Marilia, 2010

2.2 METODOS

2.2.1 DETERMINAGAO DO CLORO RESIDUAL

O cloro residual foi determinado pela reagdo com N,N-dietil-p-fenilenodiamina
(DPD), utilizando Chlor-test im Schwimmbad (Microquant ® 14801 — Merck), na qual,



em presenga de cloro (Clz2), acido hipocloroso (HCIO) e ions hipoclorito (CIO"), o
reagente é oxidado a um composto vermelho-violeta e a leitura do resultado é feita
com aparelho comparador de cor para cloro ( WHO, 1997).

2.2.2 DETERMINAGAO DO pH

O pH a 20°C foi determinado diretamente em potencidmetro Micronal, modelo
B 374 segundo normas ja fixadas ( IAL, 2005).

2.2.3 DETERMINAGAO DA COR APARENTE

A determinagao da cor aparente foi verificada a 455nm em espectrofotémetro
Hach, modelo DR/4000U ( WHO, 1997).

2.2.4 DETERMINAGAO DA TURBIDEZ

A turbidez foi determinada em turbidimetro Hach, modelo 2100N ( WHO,

1997).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises de pH a 20°C, cloro residual, cor aparente e

turbidez estdo dispostos nas tabelas abaixo.



TABELA 3. Valores de pH (20°C) observados em amostras coletadas em diferentes

regides de Marilia.

TABLE 3. pH (20 ° C) observed in samples collected in different regions of Marilia.
REGIOES JARDIM JARDIM CENTRO JARDIM STA. | PROLONG. JARDIM
CONQUISTA CAVALARI AEROPORT ANTONIETA PALMITAL TROPICAL
(o]
HORARIO 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00
/| DATA
29/04/99 7.36 7.52 7.40 7.89 732 7.52 7.75 8.19 8.42 7.83 729 7.56 7.56 7.68
30/04/99 8.07 8.04 7.31 6.93 7.80 7.38 8.03 7.20 8.28 8.35 7.88 7.22 7.66 7.30
01/05/99 742 7.40 7.40 7.39 7.33 7.28 7.15 8.54 8.28 8.46 719 7.31 722 7.40
02/05/99 721 7.38 7.05 7.1 7.33 7.30 7.52 7.69 8.41 8.46 744 7.37 756 7.34
03/05/99 711 743 7.45 7.58 7.34 7.20 8.72 8.85 8.54 8.20 720 7.41 740 7.70
04/05/99 7.30 7.54 719 7.44 728 7.40 728 7.37 8.08 8.27 7.18 7.36 7.33 7.46
05/05/99 757 7.35 771 717 751 7.37 7.03 835 791 7.89 7.33 7.23 7.30 7.39

Fonte: Marilia, 2010.

TABELA 4.Dados observados da concentragao de cloro residual, segundo as

localidades de coleta.

TABLE 4. Observed data of the residual chlorine concentration according to the

collecting localities.

REGIGES JARDIM JARDIM CENTRO JARDIM STA1 PROLONG. JARDIM
CONQUISTA  CAVALARI AEROPORT ANTONIETA  PALMITAL TROPICAL
o
HORARIO / 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00
DATA
29/04/99 005 005 00 01 015 00 005 005 02 00 01 00 00 0.0
30/04/99 02 00 02 03 02 015 02 125 02 02 02 04 01 1,25
01/05/99 04 03 00 02 015 01 15 05 025 03 125 03 10 07
02/05/99 03 03 05 03 005 005 00 045 04 035 025 04 015 00
03/05/99 04 02 03 035 01 005 07 03 06 02 04 05 025 025
04/05/99 02 035 05 06 00 02 03 05 02 02 03 05 01 035
05/05/99 o5 08 005 03 03 05 05 06 03 02 05 08 03 1,0

Fonte: Marilia, 2010.



TABELA 5. Valores verificados de cor aparente, segundo as localidades de coleta.

TABLE 5. Actual values of apparent color, depending on location of collection.

REGIOES JARDIM JARDIM CENTRO JARDIM STA. I PROLONG. JARDIM
CONQUISTA CAVALARI AEROPORTO ANTONIETA PALMITAL TROPICAL

HORARIO 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00

| DATA

29/04/99 7 6 1 1 26 7 13 23 4 2 9 27 4 7

30/04/99 21 5 8 12 62 4 5 8 7 3 11 10 4 18

01/05/99 8 4 8 10 10 13 5 124 4 2 9 5 4 9

02/05/99 8 4 13 8 78 3 6 5 4 5 4 4 0,53 5

03/05/99 13 7 1 10 6 5 71 11 3 6 21 6 7 27

04/05/99 5 6 9 8 33 12 4 4 5 4 8 7 4 8

05/05/99 8 10 10 6 21 6 8 16 2 3 16 6 12 13

Fonte: Marilia, 2010.

TABELA 6. Valores verificados de turbidez, segundo as localidades de coleta.
TABLE 6. Actual values of turbidity, depending on location of collection.

REGIOES JARDIM JARDIM CENTRO JARDIM STA. I PROLONG. JARDIM
CONQUISTA CAVALARI AEROPORT ANTONIETA PALMITAL TROPICAL

HORARIO / 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:00 7:00 19:0 7:00 19:00

DATA 0

29/04/99 0,102 0,098 0,096 0,124 1,83 0,148 0,107 4,98 0,096 0,075 0,107 0,415 0,085 0,118

30/04/99 6,17 0,083 0,085 0,109 3,93 0,093 0,110 0,151 0,097 0,068 0,150 0,122 0,095 2,20

01/05/99 0,128 0,089 0,110 0,094 0,106 0,399 0,076 41,4 0,078 0,074 0,148 0,118 0,130 0,118

02/05/99 0,098 0,087 0,137 0,091 0,101 0,066 0,072 0,089 0,082 0,106 0,104 0,085 0,53 0,099

03/05/99 0,116 0,122 0,116 0,128 0,098 0,094 19,3 34,7 0,090 0,054 1,72 0,096 0,093 285

04/05/99 0,126 0,092 0,131 0,111 4,22 0,148 0,090 0,093 0,061 0,099 0,105 0,111 0,117 0,108

05/05/99 0,100 0,093 0,121 0,091 0,153 0,093 0,105 3,22 0,092 0,111 1,28 0,114 0,110 1,96

Fonte: Marilia, 2010.

3.1 DISCUSSAO

3.1.1 pH a 20°C

Em referéncia a Portaria numero 518/ GM de 25 de margo de 2004, apenas

trés amostras (3,06%) apresentaram valores de pH superiores a 8,50; sendo assim

todas as amostras encontram—-se no intervalo de 6,0 a 9,5 especificado pela



legislacdo, estando as amostras de acordo com as especificacdes do Padrdo de

Potabilidade, conforme ilustra a figura 3.1 abaixo.
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FIGURA 3. Valores de pH (20°C) em funcgao das diferentes regides de Marilia.

PICTURE 3. pH (20 ° C) due to the different regions of Marilia.
Fonte: Marilia, 2010

3.1.2 Cloro Residual

A partir da concentragdo minima permitida para qualquer ponto da rede de
distribuicdo, nota-se que 29,6% das amostras coletadas apresentaram valores
abaixo de 0,2mg/L de cloro residual livre, sendo que em 34,5% deste percentual nao
foi constatada a presenca de cloro, e 70,4% das amostras estdo dentro dos Padrdes
de Potabilidade, como pode ser visto na figura 3.2 abaixo.

Nesta determinagao além do controle da adigao, o teor de cloro residual vai
depender de todo processo de tratamento, pois o cloro reage com impurezas

organicas porventura presentes.
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FIGURA 4. Valores de Cloro Residual em fungéo das diferentes regides de Marilia.

PICTURE 4. Chlorine Residual values according to different regions of Marilia.
Fonte: Marilia, 2010

3.1.3 Cor Aparente

Os valores encontrados nesta analise permitem dizer que 16,3% das
amostras coletadas indicam valores acima do maximo permitido, bem como o
restante das amostras atendem aos Padrdes de Potabilidade.

Nota-se que, na regido Centro, dos sete dias de coleta, cinco apresentaram
valores de cor aparente acima do permitido as 7:00 horas, talvez devido a esta
regiao apresentar tubulagdes antigas, nas quais podem aumentar a concentragéo de
particulas (ferrugem — Fe*?, Fe*3) durante a noite.

E oportuno mencionar que no Jardim Aeroporto apresentaram os dois
maiores valores de cor aparente 124uC e 111uC, nos dias 01 e 03/05/10,

respectivamente, ambos as 19:00hrs, como mostra a figura 3.3 abaixo.
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FIGURA 5. Valores de Cor Aparente em funcéo das diferentes regides de Marilia.

PICTURE 5. Values of apparent color due to the different regions of Marilia.
Fonte: Marilia, 2010

3.1.4 Turbidez

No caso da turbidez, a andlise dos resultados informa que apenas 4,1% das
amostras coletadas estdo acima do maximo permitido.
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PICTURE 6. Turbidity values according to different regions of Marilia.
Fonte: Marilia, 2010

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos verificar que o controle de
qualidade da agua oferecida a populagcao mariliense tem garantido em média de
85% os padrdes desejados no tangente a pH, cloro residual, cor aparente e turbidez.
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REAPROVEITAMENTO DO SORO DE LEITE BOVINO PARA PRODUCAO DE
BIOMASSA POR KLUYVEROMYCES MARXIANUS 229.

REUSE OF BOVINE WHEY FOR PRODUCTION OF BIOMASS
BY KLUYVEROMYCES MARXIANUS 229.

JUFNER CELESTINO VAZ TONI', KELY BRAGA IMAMURA, CLAUDIA DORTA?

RESUMO

Um dos desafios da biotecnologia € o desenvolvimento de novos processos para o
tratamento de residuos agroindustriais, contribuindo para a diminuicdo dos
problemas ambientais. O soro de leite € um subproduto riquissimo em proteinas,
gorduras e lactose de excelentes propriedades funcionais, nutricionais e
tecnoldgicas, que pode ser utilizado como substrato para producdo de biomassa
microbiana. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi produzir biomassa microbiana
de Kluyveromyces marxianus 229 que é rica em nutrientes a partir do soro de leite
doce bovino e ainda uma forma de reduzir a poluicdo ambiental causada quando
este é descartado em corpos receptores de agua. Testou-se neste trabalho a
influéncia de diferentes diluicbes de soro de leite doce de origem bovina no
crescimento celular, concentracédo protéica e producdo de biomassa. Desse modo,
fez-se analises de carboidratos, proteinas, cinzas e pH do soro de leite bruto e do
sobrenadante (do fermentado), verificando o crescimento microbiano e biomassa
produzida, avaliando a proteina intracelular e massa seca. Apds o cultivo da
levedura Kluyveromyces marxianus 229 o maior crescimento celular em ciclos
logaritmicos foi obtido no meio diluido 1:5. A maior obtengdo de biomassa foi no
meio diluido 1:4. Quanto a producao de proteina celular houve, no meio diluido 1:2,
maior consumo de proteina pela levedura e consequentemente maior produtividade
protéica. Quanto a concentracao residual de lactose, nao houve diferenca estatistica
entre os quatro meios testados. No meio diluido 1:4 houve maior consumo de
minerais. Este tipo de aproveitamento do soro de leite se mostrou eficiente, sendo
uma alternativa viavel para a diminuicdo da poluicdo ambiental, ja que houve, a
reducdo de cinzas, proteina e carboidrato neste subproduto.”

Palavras-Chave: Residuos, levedura, crescimento e proteina .
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ABSTRACT

One of the challenges of biotechnology is the development of new processes for the
treatment of industrial residues, contributing to the reduction of environmental
problems. Whey is a byproduct rich in protein, lipids and lactose excellent functional
properties, nutritional and technological, which can be used as substrate for microbial
biomass production. Therefore, the objective was to produce microbial biomass
Kluyveromyces marxianus 229 which is rich in nutrients from the sweet whey and
bovine still a way to reduce environmental pollution when it is dropped into receiving
bodies of water. This study tested in this study the influence of different dilutions of
sweet whey from cattle in cell growth, protein concentration and biomass production.
Thus analysis was made of carbohydrates, protein, minerals and pH of whey and the
crude supernatant by checking the microbial growth and biomass produced by
evaluating the intracellular protein and dry mass. After growing the yeast
Kluyveromyces marxianus 229 cell growth in the largest log cycles was obtained
between diluted 1:5. The greatest achievement of biomass was diluted 1:4 in the
middle. As the production of cellular protein was diluted in the middle 1:2 higher
intake of protein by the yeast protein and consequently increased productivity. As the
residual concentration of lactose, there was no statistical difference among the four
media tested. In the middle was diluted 1:4 higher intake of minerals. This type of
utilization of whey was efficient, being a viable alternative to the reduction of
environmental pollution, since there was a reduction of ash, protein and carbohydrate

in this product.”

Keywords: Waste, yeast, growth and protein.



1. INTRODUGAO

No escopo das aplicagbes biotecnoldgicas, um dos presentes desafios da
biotecnologia € o desenvolvimento de novos processos para o tratamento de
residuos agroindustriais, contribuindo para a diminuicdo dos potenciais problemas
ambientais (SERPA, et al. 2009). Diferentes processos industriais produzem
residuos que necessitam de destino adequado (PELIZER et al. 2007), mas que na
maioria das vezes sdo descartados sem nenhum tratamento prévio em corpos
d’agua (rios, lagos, mares), acarretando morte dos peixes e outros organismos
aquaticos, comprometendo ainda, a estrutura fisico-quimica dos solos, acentuando,
a poluicdo ambiental (ALMEIDA & CABALLERO, 2004; DELLAMATRICE, 2005;
OGRODOWSKI, 2006).

Dentre os setores que podem causar danos ambientais, encontram-se as
industrias laticinias e as queijarias. Da produgao do queijo resulta o soro de leite, um
subproduto riquissimo em proteinas, gorduras e lactose de excelentes propriedades
funcionais, nutricionais e tecnoldgicas, (PELEGRINE & CARRASQUEIRA, 2008) que
podem ser utilizados como substrato para producdo de proteina microbiana
(CAZETTA et al., 2005).

O soro de leite, também conhecido como soro de queijo pode ser definido
como um liquido opaco, amarelo-esverdeado, remanescente do processo de
fabricacdo de queijos, apds a precipitagdo da caseina por meio de coagulagao acida
ou enzimatica, retendo cerca de 55 % dos nutrientes contidos naturalmente no leite
(ALVES & MARTINS, 2005; SGARBIERI, 2008 e LIRA, et al., 2009). Dependendo da
sua forma de obtengéo, o soro pode distinguir-se em dois tipos, sendo eles, o soro
acido, resultante da coagulagéo acida, originando-se dos queijos tipo frescal, como o
queijo Cottage, de menor utilizagao pelas industrias, devido ao seu baixo conteudo
protéico e alto grau de cinzas; e o soro doce, procedente da coagulagdo enzimatica,
proveniente da produgdo de queijos como Cheddar, Mozarela, Suigo, e Monterey
(ORDONEZ, 2005; BONATO, et al. 2006; PELEGRINE & CARRASQUEIRA, 2008).

Com o avango da tecnologia, a produgéo de queijos passou de um processo
estritamente tradicional, onde existiam apenas pequenas queijarias, sem meios
econdmicos ou tecnoldgicos disponiveis para o reaproveitamento do soro de leite,
(ALMEIDA & CABALLERO, 2004) para um processo industrial, onde as Industrias de



grande porte o reutilizam para a produgédo de bebidas lacteas e principalmente no
enriquecimento de seus préprios produtos, gerando em contrapartida, um bioproduto
de interesse econbmico. Mas, este tipo de reaproveitamento atinge apenas as
grandes industrias, que representam 15% do total de soro produzido, necessitando
com isso de alternativas economicamente mais viaveis para o reaproveitamento
deste subproduto. (OLIVEIRA, 2006; ROEPCKE & SOCCOL, 2007).

Pronunciado pela sua grande producdo, elevada carga organica e
principalmente por ser de dificil biodegradabilidade, o soro de queijo se torna um
substrato atraente para utilizagcdo em processos fermentativos por microrganismos,
devido ao seu alto teor de lactose (COSTA, 2008; DINIZ, 2009). Através da
fermentacao, por bactérias ou fungos, a lactose pode ser convertida em biomassa
ou etanol, apresentando-se, desse modo, como uma alternativa mais simples e de
menor custo para diminuicdo da poluigdo ambiental (SABRA, et al., 2004;
DELLAMATRICE, 2005; COSTA, 2008).

As leveduras sdo fungos unicelulares muito estudados e utilizados em
processos fermentativos, como a producdo de etanol combustivel ou bebidas
alcodlicas. Estes fungos sao raramente tdxicos ou patogénicos, e podem ser
utilizadas em dietas humanas, pois em sua maioria apresentam-se segundo a FDA —
Norte Americana (Food and Drug Administration) sob o Padrdo — GRAS (Generally
Recognized as Safe), ou seja, trata-se de um microrganismo seguro do ponto de
vista da seguranca alimentar e da saude publica (OGRODOWSKI, 2006;
BEKATOROU et al., 2006).

Dentre as diversas linhagens de leveduras existentes, e utilizadas para esse
fim, a levedura Kluyveromyces marxianus, recebeu destaque e é comumente
utilizada para diminuir a carga poluente do soro de queijo devido ao seu rapido
crescimento em um meio com lactose como fonte carbonacea basica (DINIZ, 2009),
por fazer parte da categoria de microrganismos de consumo humano seguro
(Padrao GRAS) e principalmente por possuir a enzima B-galactosidase, fermentando
naturalmente a lactose, hidrolisando-a em glicose e galactose, acucares com
melhores propriedades fisicas, quimicas e nutricionais (LACHANCE, 2007;
FONSECA et al; 2008). A Kluyveromyces marxianus, pode ainda sintetizar
bioprodutos como enzimas hidroliticas, produzir biomassa rica em proteinas,

ribonucleotideos e oligossacarideos para industria alimenticia (SILVEIRA, 2006).



Desse modo, a produgao de biomassa através do cultivo de leveduras a partir
do soro de queijo, € uma opgao biotecnoldgica, que permite a produgao de extratos
de levedura perfeitamente passiveis de serem incluidos na alimentacdao humana
(REVILLION et, al, 2000) transformando assim, um residuo poluente em um
subproduto estavel de valor comercial (COSTA, 2008).

De acordo com Ogrodowski, (2006) esta biomassa produzida pelas leveduras
encontra-se apta a enriquecer varios setores alimenticios, como: embutidos,
biscoitos, sopas, molhos, iogurtes, complemento nutritivo na formulagdo de
alimentos saudaveis, complemento flavorizante e funcional, (REFFATTI, et al., 2007)
no enriqguecimento de paes, em produtos tipo snacks, alimentagdo animal,
espessantes, realgcadores de sabor e substituto de gorduras (MOHORCIC, et al.,
2007).

Diante dessas consideragdes objetivou-se, neste trabalho, o emprego do soro
de leite bovino em diferentes concentragdes na producao de biomassa e proteina
microbiana a partir da levedura Kluyveromyces marxianus 229, avaliando a

influéncia do cultivo do microrganismo na diminuigdo da carga poluidora do soro.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtengao do soro doce de leite Bovino:

Todo o experimento foi conduzido nos laboratérios de fisico-quimica e
microbiologia da Faculdade de Tecnologia de Alimentos, FATEC-Marilia/SP.

O soro de leite bovino foi obtido a partir do leite em pdé integral e
industrializado, adquirido no comércio local, a partir da coagulagdo das caseinas a
35°C utilizando coalho produzido por cepa de Aspergillus niger (quimosina),
obtido também, comercialmente.

* O seu uso na industria alimenticia, € considerado seguro segundo o FDA (Food

and Drug Administration).



2.2, Linhagem de microrganismos:

O microrganismo utilizado para estudo da produgédo de biomassa foi a
linhagem da levedura Kluyveromyces marxianus 229 adquirida junto ao
Departamento Bioquimico e Microbiolégico da Unesp de Rio Claro-SP. Com o
objetivo de manter viaveis as células da levedura, realizou-se repiques a cada 20
dias, em média, desde a sua obtencado; incubando-as em tubo de ensaio com
agar inclinado contendo meio de cultura PCA (Plate Count Agar) em incubadora,
a 28°C por 24 horas, conforme o indicado no Manual e Métodos de Analises

microbiolégicas (Silva, et al., 2007).

2.3. Diluigées:

Baseando-se em estudo anterior (MURARI et al. 2011) testou-se as diluigcbes
1:2; 1:3; 1:4 e 1:5, de soro doce bovino em agua destilada, a fim de selecionar
qual a melhor concentragao deste para a obtengdo mais eficiente de biomassa

pela levedura Kluyveromyces marxianus 229.

2.4. Analise Centesimal e Fisica do soro de leite bruto:

Anadlise de cinzas
A analise de cinzas (utilizando mufla 550°C), foi realizada conforme descrito
no Instituto Adolfo Lutz, ( 2005).

Determinacgao de proteinas
A determinacgao de proteinas foi realizada pelo método de Biureto, com leitura
em espectrofotdmetro (FEMTO MOD 700S) a 540nm segundo Instituto Adolfo Lutz,

(2005), acrescentando lodeto de potassio a solugédo de NaoH 10%.

Determinacgéao de carboidratos
A determinagdo de carboidratos foi realizado pelo método de ADNS, acido
3,5-dinitrossalicilico, com leitura em espectrofotdmetro a 540nm de acordo com o
indicado por Miller (1959).



2.5. Obtencao da Biomassa microbiana:

2.5.1. Fermentacgao do soro de leite Bovino:

Padronizou-se o pH dos meios de cultura (soro de leite) para 3,50 antes da
esterilizacdo em autoclave a 121°C por 5 minutos para evitar a reacao de
Maillard com acido sulfurico 1 mol/L, e este também serve de fonte de enxofre,
conforme o indicado por Ogrodowski (2006).

A levedura Kluyveromyces marxianus foi cultivada em soro de leite nas
diferentes diluigbes descritas no item 2.3.

As fermentagdes foram conduzidas em incubadora (MARCONI MA R20) com
agitacado orbital a 180 rpm a 28°C. Iniciando-se a fermentagcdo em tubos de
ensaio com uma quantidade de soro de leite diluido de 5 mL e concentracio de
in6culo na ordem de 10% cel/mL. Apds 48 horas de fermentagdo o meio
fermentado contido nos tubos de ensaio foi transferido para frascos erlenmeyers
contendo 30 mL do soro de leite estéril e apds 24 horas estes foram passados,
para frascos erlenmeyers contendo 300 mL do soro estéril. Totalizando 120
horas de fermentacao.

Apods o término das fermentacbes foram feitas coletas de amostras para a
contagem através da camara de Neubauer das leveduras nos soros
fermentados. Estes foram submetidos a centrifugacédo (3500 rpm por 10
minutos), obtendo-se o sobrenadante e a biomassa microbiana. A biomassa total
obtida de cada diluicdo foi lavada com solugdo de EDTA 0,05% e agua
destilada, centrifugada novamente e em seguida pesada em balanca semi-
analitica (VEHAKA AG-200) para a realizacdo das analises de proteina e

biomassa seca.



2.6. Analise de crescimento Microbiano:

2.6.1 Contagem através de plaqueamento em profundidade e em camara de

Neubauer:

A contagem do indculo inicial foi realizada através de plaqueamento em
profundidade em meio PCA, conforme descrito no Manual de Métodos de
Andlise Microbiologica de Alimentos, 2007. A contagem das células apds a
fermentagdo do soro de leite pela levedura Kluyveromyces marxianus foi
realizada através da técnica de contagem em camara de Neubauer, utilizando

corante azul de metileno.

2.6.2. Biomassa Seca:

Para a caracterizacdo da biomassa seca obtida apdés a fermentagdao foram
realizadas andlises de massa seca (estufa 105°C), conforme o descrito pela
AOAC (Association of Analytical Chemistry, Official methods of Analysis), 2002.

2.7. Proteina Intracelular, obtida por digestao da célula:

A analise de proteinas por Kjeldahl baseou-se na metodologia da ANFAR
(Métodos Analiticos de Controle de Alimentos para uso Animal, 1992), adaptada
pelo método de Kjeldahl modificado (Instituto Adolfo Lutz, 2005), a partir da

hidrolise prévia da célula de levedura seguida de quantificagao protéica.

2.8. Sobrenadante apos a fermentacao:

Para a caracterizagdo do sobrenadante obtido pds fermentacdo foram
realizadas andlises de Cinzas (mufla 550°C), conforme Instituto Adolfo Lutz,
(2005), Proteinas pelo método de Biureto, com leitura em espectrofotdmetro
(FEMTO MOD 700S) a 540nm) como descrito no Instituto Adolfo Lutz (2005), e
Carboidratos (ADNS, acido 3,5-dinitrossalicilico, com leitura em espectrofotémetro
a 540nm) segundo Miller, (1959).



2.9. Anadlise estatistica:

Todos os procedimentos foram realizados em ftriplicata, para todas as
amostras. Os dados amostrais foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
e as médias comparadas pelo teste de Tukey e Kramer através do programa
GRAPHPAD INSTAT (Rutgers University, Camden, New Jersey, 1995). Os

tratamentos foram considerados significativos para p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise Centesimal e Fisica do Soro de Leite

Tabela 1. Caracterizacao dos parametros fisicos e quimicos do soro de leite doce bovino obtido antes
da fermentacao.

Table 1. Characterization of physical and chemical parameters of the bovine sweet whey obtained
before fermentation.

Parametros Soro Doce Bovino
Diluigao 1:2 Diluigao 1:3 Diluigao 1:4 Diluicao 1:5
pH Inicial 6,20 £ 0,10 6,19 £ 010 6,18+ 0,10 6,16 £ 0,10
Carboidratos 3,2% + 0,10 2,5% + 0,05 1,9% + 0,01 1,6% + 0,04
Proteinas 0,59% + 0,03  0,44% +0,005 0,35% + 0,005 0,29% + 0,01
Cinzas 0,54% + 0,07 0,445% + 0,005 0,44% +0,01 0,26% + 0,03
*Base seca

De acordo com Antunes, (2003), o soro de leite &€ considerado um subproduto
de elevado valor nutricional, sendo composto por aproximadamente 4,6% lactose,
0,8% de proteina, 0,5% de gordura, 0,5 - 0,8% de matéria mineral e 0,2 - 0,8% de
acido latico.

O pH do soro de leite doce bovino, encontrou-se semelhante ao da literatura,
apresentando-se em torno de 6,0. Valores semelhantes foram discutidos por Murari,

et al. (2011) ao analisarem o soro doce de leite bovino e bubalino.



O teor protéico encontrou-se semelhante ao descrito por Antunes, (2003),
embora abaixo do citado pelos autores Murari, et al. (2011), que encontraram
valores de 2,00% de proteina, utilizando metodologia de quantificacdo protéica
diferente do presente estudo.

Em relacdo a concentracdo de carboidratos, o soro de leite doce bovino
apresentou resultados maiores quando comparados com Murari, et al. (2011), que
encontraram 1,5% de lactose no meio 3x diluido.

O soro doce bovino apresentou teor de cinzas maior (0,54%) quando
comparado ao trabalho de Murari et al. (2011), que encontraram 0,20%, resultado
que pode ter sido influenciado pela diferenca na padronizagéo do leite industrializado
utilizado.

Todos os resultados apresentados na Tabela 1 foram diminuindo sua

concentracao conforme a diluicdo do meio, o que era esperado.

3.2. Cultivo da levedura Kluyveromyces marxianus 229 em meios formulados

com soro doce de leite bovino.

Tabela 2. Concentragdo inicial, final e consumo de lactose em meios formulados com soro de leite e

fermentados por Kluyveromyces marxianus 229.

Table 2. Initial concentration,final and consumption of lactose in media formulated with whey and

fermented by Kluyveromyces marxianus 229.

= i Concentragao
Concentragao Inicial Fi Consumo
. inal
A (Soro de leite) Total
Diluigoes o (Sobrenadante) o
(%) %) (%)
1:2 3,2+0,10 0,043 £ 0,002 98,60
1:3 2,5+0,05 0,032 + 0,0005 98,72
1:4 1,9 +£0,01 0,0265 £ 0,001 98,60
1:5 1,6 £ 0,04 0,023 + 0,002 98,56

A Tabela 2 mostra que nao houve diferenca estatistica entre os quatro meios
testados, quanto ao consumo de lactose realizado pela levedura Kluyveromyces

marxianus 229, apos a fermentacao (Tukey, P>0,05).



Murari et al. (2011), também trabalhando com soro doce de leite bovino (ndo
diluido, diluido 1:1 e 1:2) para o cultivo de Kluyveromyces marxianus 229 obtiveram

como melhor resultado o consumo de 96,8% da lactose no soro diluido 1:2.

Tabela 3. Concentragao inicial, final e consumo de proteina em meios formulados com soro de leite e

fermentados por Kluyveromyces marxianus 229.

Table 3. Initial concentration, final and consumption of protein in media formulated with whey and

fermented by Kluyveromyces marxianus 229.

. Concentragao
Concentragao Inicial .
L (Soro de leite) Residual Consumo
Diluicoes (%) (Sobrenadante) (%)
’ (%)
1:2 0,59 + 0,03 0,20 £ 0,005 66,10 £ 0,005
1:3 0,44 + 0,005 0,18 £ 0,005 59,09 £ 0,005
1:4 0,35+ 0,005 0,14 £ 0,005 60,00 £ 0,005
1:5 0,29 + 0,01 0,11 £ 0,005 62,06 £ 0,03

Na diluigdo 1:2 a concentragdo inicial de proteina foi 103% maior quando
comparada a diluicdo 1:5 (Tabela 3). Na menor diluicdo a célula produziu maior
quantidade de proteina e teve um consumo protéico 6,5% maior quando comparado
a diluicdo 1:5 e 10% maior quando comparado a diluicao 1:4, sendo essa diferenga
significativa (Tukey, p < 0,05). Murari et al. (2011), mostraram resultado semelhante
ao consumo protéico em soro de leite diluido 1:2. Esse fato pode ser explicado,
pois, de acordo com Rech, (1998), em um meio com maior concentragdo de
substratos, a levedura pode realizar protedlise mais intensamente a fim de suprir

suas necessidades metabdlicas.



Tabela 4. Concentragao inicial, final e consumo de minerais em meios formulados com soro de leite e

fermentados por Kluyveromyces marxianus 229.

Table 4. Initial concentration, final and consumption ash in media formulated with whey and fermented
by Kluyveromyces marxianus 229.

~ . . Concentragao
Concentragao Inicial .
(Soro de leite) Residual Consumo
Diluigoes (Sobrenadante) (%)
(%) o
(%)

1:2 0,54 £ 0,07 0,22 + 0,02 59,25 + 0,005
1:3 0,445 £ 0,005 0,16 £ 0,04 64,04 + 0,005
1:4 0,44 £ 0,01 0,11 £ 0,02 75,00 £ 0,005
1:5 0,26 + 0,03 0,12+ 0,02 53,84 + 0,005

De acordo com a Tabela 4, na diluicdo 1:4 houve o maior consumo de
conteudo mineral pela Kluyveromyces marxianus 229, sendo este de 75%. Nesta
diluicdo o consumo de minerais foi 39% maior, quando comparado a diluicdo 1:5.

Sendo assim, o reaproveitamento do soro de leite doce bovino, se mostrou
eficiente, sendo uma alternativa viavel para a diminuigdo da poluigdo ambiental, ja
qgue houve, reducao de cinzas, proteina e carboidrato neste subproduto, conforme o

indicado nas tabelas, 2; 3 e 4.

Tabela 5. Crescimento Celular Inicial; Final e Crescimento Total em ciclos logaritmicos da levedura

Kluyveromyces marxianus 229 apos ser cultivada em diferentes diluigdes de soro bovino.

Table 5. Initial cell growth; endl and total logarithmic cycles in the yeast Kluyveromyces marxianus

229 after being grown in different dilutions of bovine serum.

Inéculo Inicial Inéculo Final .
. Crescimento Total
Diluicées (Soro de Leite) (Sobrenadante) (Ciclos Logaritmicos)
¢ (x10°.UFC/ mL) (x10% UFC/ mL) 9
1:2 1,63 1,98 2,28
1:3 1,44 1,99 2,24
1:4 1,15 2,03 2,29
1:5 1,49 1,27 2,10

O indculo inicial do soro de leite doce bovino foi na ordem de 108 células/mL e

apos a fermentagdo o indculo atingiu a ordem de 108 células/mL de meio. Resultado



proporcional foi encontrado por Silva & Castro-Gomes (1995), onde houve um
aumento de 107 células/g do produto para 10° células/g, durante o processo
fermentativo.

A Tabela 5 mostra a média do crescimento do numero de células microbianas
pela levedura Kluyveromyces marxianus 229. O maior valor absoluto expresso em
ciclos logaritimicos foi obtido na diluicao 1:4. Entretanto, a diluicdo 1:5 corresponde a
apenas 83% de solutos no meio de cultivo quando comparada com 1:4, assim o
crescimento proporcional para a maior diluicdo seria de 1,9 ciclos logaritmicos.
Dessa forma, € possivel verificar que houve aumento de 10% do valor esperado no
crescimento na diluicdo 1:5 quando comparada a diluicdo 1:4. Quanto ao parametro
crescimento celular a maior diluicdo do soro doce bovino foi mais viavel do que a
1:4. A alta concentracdo de substrato pode ser inibidora para o crescimento
microbiano, desse modo, quanto mais diluido o meio, melhor o crescimento celular
(URGEL et al., 2001). Fazendo o mesmo tipo de comparagao entre os meios 1:5 e
1:2, era esperado que na maior diluicdo fosse encontrado apenas 50% de 2,28
ciclos logaritimicos de crescimento (1,14), entretanto, houve aumento de 84% do
crescimento celular esperado na maior diluigdo (2,10 ciclos logaritimicos).

A agitagdo de 180rpm em incubadora orbital auxiliou o crescimento
exponencial de células de Kluyveromyces marxianus, pois de acordo com Souza &
Ribeiro, (2004), a agitagdo implica em um maior crescimento celular uma vez que as
leveduras sdo microrganismos anaerobios facultativos, e no metabolismo aerébio o
saldo energético € maior.

Murari et al. (2011), obtiveram maior crescimento do numero de células de
Kluyveromuces marxianus, de 3,52 ciclos logaritmicos, no meio diluido 1:2, resultado
este maior do que o encontrado no presente estudo, que pode ser justificado, devido

a incubacéo ter sido conduzida sob uma agitacdo de 350rpm.



Tabela 6. Biomassa seca total e Produtividade de Biomassa Seca apés o cultivo em soro de leite

doce bovino de Kluyveromyces marxianus 229.

Table 6. Total biomass and productivity of dry biomass after culturing in sweet whey bovine of

Kluyveromyces marxianus 229.

Total de Produtividade de
Diluicées Biomassa seca Biomassa seca
¢ (%) (glL)
1:2 23,1011 + 0,26 1,91
1:3 23,1011 £ 0,10 1,84
1:4 23,1197 + 0,34 1,93
1:5 21,9272 + 0,45 1,56

A Tabela 6 mostra que o maior valor absoluto de produtividade de biomassa
seca foi obtido em meio 1:4 diluido. Neste parametro, na diluicdo 1:5 houve uma
diminuicao de 2,5% da produtividade de biomassa seca esperada (1,6) em relagéo a
diluicdo 1:4, mostrando o emprego desta ultima diluicdo ser mais viavel. Fazendo o
mesmo tipo de comparacdo, entre as diluicbes 1:4 e 1:2, houve um aumento do
valor esperado de 103% na maior diluigdo, ou seja, com uma concentragdo menor
de soro tem-se uma maior produtividade de biomassa seca de levedura.

Apdés 10 horas de fermentagdo, Santiago et al. (2004), obtiveram uma
concentracao celular de 4,0g/L utilizando Kluyveromyces marxianus em soro de
leite, resultado maior do que o obtido neste estudo, esta diferenca pode ser
justificada pelo maior indculo inicial utilizado (107 cel/ g do produto), j& que em
crescimento celular por ciclos logaritimicos foi semelhante ao atual trabalho.

Ogrodowski (2006), obteve resultados de 8,0 e 11,0 g/L de biomassa seca
com concentracgao inicial de 5 e 12%, respectivamente, de lactose no soro de leite,
utilizando sistema em batelada alimentada e biorreator. Sendo este resultado
também maior ao obtido no atual estudo que trabalhou com menores concentracdes
de lactose e alimentacao em batelada pelo sistema “in vitro”, diferentes condicdes de
cultivo e linhagem de levedura.

Os resultados obtidos no presente estudo foram semelhantes ao encontrado
por Grba, et al., (2002), ao trabalharem com Kluyveromyces marxianus, sendo este
de 1,55 g/L, considerado pelo autor uma produtividade de biomassa baixa justificada

pela concentracao inicial de lactose, também ter sido baixa.



Belem & Lee (1998), também encontraram resultados semelhantes, ao
trabalharem com Kluyveromyces fragilis em fermentacdo de soro de leite por

batelada alimentada, sendo este de 2,4 g/L.

Tabela 7. Proteina intracelular total e a Produtividade de proteina apds o cultivo em soro de leite doce

bovino de Kluyveromyces marxianus 229.

Table 7. Productivity total intracellular protein and protein after culturing in sweet whey bovine of

Kluyveromyces marxianus 229.

Total de Produtividade de
Diluicdes Proteina Intracelular * Proteina Intracelular *
uie (%) (g/L)
1:2 27,6 + 3,07 0,53
1:3 18,30 £ 0,86 0,34
1:4 14,15+ 1,85 0,27
1:5 16,46 + 2,10 0,26

*baseado na massa seca

A Tabela 7 mostra a média da produtividade de proteina intracelular pela
levedura Kluyveromyces marxianus 229. O maior valor absoluto foi obtido na menor
diluicdo, entretanto, o aumento da diluicido dos meios foi proporcional aos menores
valores de produtividade protéica obtidos. No meio 1:2 houve maior consumo de
proteina pela levedura como citado anteriormente e consequentemente maior
produtividade, assim quanto a este parametro isolado compensaria o emprego desta
diluicdo. Entretanto, nos parametros crescimento celular e produtividade de
biomassa, as diluicdes 1:4 e 1:5 mostraram-se mais vantajosas.

Os resultados encontrados no presente estudo diferenciaram-se dos
resultados encontrados por Murari et al. (2011), que obtiveram, utilizando cepa de
Kluyveromyces marxianus, uma producgao de proteina intracelular de 4,5 g/L. Sendo
este resultado maior, ao obtido no presente trabalho, devido a concentragdo inicial
de proteina do soro no trabalho de Murari et al. (2011) ser 10 vezes maior,
resultando em uma produtividade protéica também maior.

Em estudo conduzido por Anupama & Ravindra, (2000) obteve-se, utilizando

cepa de Sacharomyces cerevisiae, uma producao de proteina da biomassa de 2,29



g/L. Resultado este maior, ao obtido no presente estudo, justificado pela
concentracao protéica inicial 30% maior.

A reutilizacao do soro de leite bovino para producido de biomassa reduz o seu
descarte em corpos d’agua e consequentemente auxilia para a diminuicdo da
poluicdo ambiental, ademais a biomassa microbiana produzida pode ser incorporada
em varios tipos de produtos alimenticios como embutidos carneos, sopas, massas e

molhos por ser de baixo teor de lactose e alto teor protéico.



4. CONCLUSOES

A levedura Kluyveromyces marxianus 229, em meios de cultivos formulados
com soro de leite doce bovino, em diferentes diluicées, apresentou crescimento
celular e producdo de biomassa satisfatéria de acordo com o sistema de
fermentacao utilizado (Batelada Alimentada) nos meios de cultura mais diluidos. A
produtividade protéica foi maior meio 1:2 diluido, pois houve neste meio maior
consumo protéico.

Este tipo de aproveitamento do soro de leite se mostrou eficiente, sendo uma
alternativa viavel para a diminuigdo da poluicdo ambiental, ja que houve, a redugao

de cinzas, proteina e carboidrato neste subproduto.
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RESUMO

O bagaco de cana e outros subprodutos agroindustriais sdo uma importante
fonte de materiais celuldsicos e hemiceluldsicos, que podem ser quebrados
em acgucares fermentesciveis, com predominio de glicose e xilose. A glicose &
convertida em etanol com alta eficiéncia por leveduras como a
Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, estas leveduras e a grande maioria
dos micro-organismos n&o s&o capazes de produzir etanol a partir da xilose.
O presente estudo procurou isolar micro-organismos fermentadores deste
acgucar (xilose) a partir de matérias primas como madeira em decomposi¢cao
(zona rural de Sao Manuel-SP), raimen de boi (Regido de Marilia — SP),
compostagem (Regido de Marilia-SP) e silagem de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.) (Regido de Marilia-SP). Assim, aliquotas destes
materiais foram semeadas em meios sdlidos e liquido contendo xilose, como
unica fonte de carboidrato. Os micro-organismos destes cultivos foram pré-
identificados por microscopia éptica e coloragao de Gram. Foram observados
no decorrer da pesquisa o consumo de xilose e concentracdo etandlica do
mosto de fermentagcédo. Os micro-organismos isolados foram bactérias Gram-
positivas, as quais apresentaram consumo de xilose significativo, mas nao
produziram etanol na fermentacido, podendo este consumo ter resultado em
diversos produtos como xilitol, glicerol, acidos organicos e produgao de

biomassa celular.

Palavras-chave: fermentacao, pentoses, alcool, selecao microbiana.



MICROORGANISMS SELECTION FERMENTRS OF THE XYLOSE

ABSTRACT

The sugar cane bagasse and other agro-products are an important source of
cellulosic and hemicellulose materials, which can be broken down, predominantly,
into glucose and xylose fermentable sugars. Glucose is converted to ethanol with
high efficiency by yeasts such as Saccharomyces cerevisiae. However, these yeasts
and most of the micro-organisms are not able to produce ethanol from xylose. This
study attempted to isolate fermenting micro-organisms of this sugar (xylose) from raw
materials such as decaying wood (rural area of San Manuel-SP), cattle rumen
(region of Marilia - SP), composting (Marilia-Region SP) and sugar cane silage (the
region of Marilia-SP). Thus, rates of these materials were grown on solid media and
liquid containing xylose as the only source of carbohydrate. Microorganisms of these
cultures were pre-identified by optical microscopy and Gram staining. During the
research it was observed the xylose consumption and ethanol concentration of grape
must fermentation. The micro-organisms isolated were gram-positive bacteria, which
showed significant consumption of xylose, but there wasn’t an ethanol production
during fermentation, which may have resulted in many consumer products such as

xylitol, glycerol, organic acids and production of cell biomass.

Keywords: fermentation, pentose, alcohol, microbial selection.

INTRODUCAO

Na ultima década, o interesse em biocombustiveis tem crescido significadamente em
todo mundo. O Brasil foi o pioneiro no desenvolvimento de tais fontes alternativas
de energia desde 1975, que em seguida foram repetidas por outros paises europeus
e mais intensamente pelos Estados Unidos. Atualmente, Estados Unidos e Brasil
sdo os paises que produzem maior quantidade de etanol como biocombustivel, com
tecnologias estabelecidas a partir do milho (glicose) e da cana-de-agucar (sacarose),
respectivamente. Aliado ao problema da poluigdo gerada por combustiveis fosseis e
o0 aumento do preco do petrdleo, tem-se proposto o uso desses biocombustiveis,
principalmente o etanol (RODRIGUEZ et al., 2009).



Toda a produgcdo mundial de biocombustiveis baseia-se hoje nas chamadas
tecnologias de primeira geragdo, o que significa producdo de etanol a partir de
agucares ou amidos (cana, beterraba, milho, trigo, mandioca) e biodiesel de 6leos
vegetais ou gordura animal (soja, mamona, dendé, sebo, 6leo de fritura). Estdo em
desenvolvimento varias tecnologias que utilizam os materiais lignocelulésicos como
matérias-primas (residuos agroflorestais, madeira de florestas plantadas, culturas
energéticas de curto ciclo, lixo urbano), que sao mais baratos mais abundantes e
podem ser produzidos nas mais variadas condi¢des de solo e clima (LEITE e LEAL,
2007).

A necessidade de potencializar a redugao de custos aliado ao desenvolvimento
tecnolégico do etanol a partir do material lignocelulésico deve-se estes processos
que séo de grande importancia para que o etanol se transforme, no futuro, em uma
opcao energética forte: os paises de regides temperadas nao teriam outro modo de
tornarem-se produtores, com custos aceitaveis (MACEDO, NOGUEIRA; 2004).

O material lignocelulésico € composto aproximadamente de 50% de celulose, 25%
de hemicelulose e 25% de lignina e para liberar agucares fermentesciveis é
necessaria sua hidrélise (PANDEY et al., 2000). A celulose é composta por
moléculas de glicose. A lignina é um polimero tridimensional, composto por unidades
de fenilpropano de alto peso molecular depositado na forma amorfa ao redor das
microfibrilas de celulose e atua como barreira microbiana da parede celular
(JUNIOR, 1991) e a hemicelulose é um heteropolimero ramificada contendo hexoses
(15%), pentoses (85%), acidos urdnicos e geralmente este é acetilado (RODRIGUEZ
et al., 2009 ). A hidrélise da hemicelulose fornece pentoses sendo a xilose o agucar
predominante, podendo compreender de 20% a 40% do total de carboidratos dos
residuos agricolas (CARRION, 2010), carboidratos estes nao diretamente
fermentesciveis por leveduras industriais, sendo a biotransformagao destas em
etanol um dos desafios mais importantes a resolver no ambito cientifico e
tecnolégico (ROSSEL, 2006).

Neste trabalho foram feitas tentativas de isolamento de micro-organismos

fermentadores de xilose em etanol originados de diferentes materiais.



MATERIAL E METODOS

1 Linhagens de micro-organismos

Linhagens de bactérias e leveduras foram isoladas do rumen bovino proveniente de
um frigorifico da regido de Marilia-SP, de madeira em decomposi¢do que foi
adquirida em uma area rural em Sao Manuel-SP, da silagem de cana de uma
fazenda na regiado de Marilia-SP e da compostagem retirada de uma horta localizada

na cidade de Marilia-SP.
2 Isolamentos de micro-organismos fermentadores de xilose do rimen bovino

O rumen bovino foi estriado em placas de petri com 20mL de meio de cultura (xilose
1%(p:v), Agar Nutriente 1,5%(p:v), peptona 0,5%(p:v), (NH4)2SO4 0,1%(p:v), MnSO4.
H20 0,001%(p:v), MgSO4 . 7H20 0,024%(p:v), K2HPO4 0,1%(p:v) e ZnSO4 .7H20
0,003%(p:v)). Foi adicionado ao meio de crescimento solu¢ao de cloranfenicol (500
ppm) para inibir o crescimento de bactérias ou solugdo de cetoconazol (600 ppm)

para inibir o crescimento de fungos. As placas foram incubadas a 30°C por 72 horas.

3 Isolamentos de micro-organismos fermentadores de xilose da silagem de

cana, madeira em decomposicao e de material de compostagem.

Foram inoculados 13g de silagem de cana, madeira em decomposicido e material de
compostagem em Erlenmeyers de 500mL contendo 300mL de meio de cultura
(peptona 0,5%(p:v), MgSO4 0,035%(p.v), K2HPO4 0,05%(p:v), Na2zHPO4 0,05%(p:v),
MnSO4 0,001%(p:v), ZnSO4 0,001%(p:Vv)), e incubado em agitador orbital (Mod. 140

Marconi) a 32°C com agitagao a 170 rpm por 48 horas.

Apds o cultivo, os meios fermentativos foram estriados em meio seletivo xilose
(xilose 1%(p:v), peptona 0,5%(p:v), (NH4)2SO4 0,1%(p:v), K2HPO4 . 3H20 0,1%(p:v),
MgSOa4 . 7H20 0,024%(p:v), MnSO4 . H20 0,001%(p:v), ZnSO4 . 7H20 0,003%(p:v),
Agar Nutriente 1,5%(p:v)), Cloranfenicol (500 ppm) ou cetoconazol (600 ppm) e as

placas incubadas a 32°C por 62 horas.
4 Processo Fermentativo

Os micro-organismos obtidos no isolamento a partir das matérias primas (silagem de
cana, rumen bovino, madeira em decomposigdo e compostagem) foram submetidos

a um processo fermentativo em meio contendo: xilose 2%(p:v), peptona 0,5%(p:v),



MgSos4 0,035%(p.v), K2HPO4 0,05%(p:v), Na2HPO4 0,05%(p:v), MnSOs . H20
0,01%(p:v), ZnSO4 . 7TH20 0,02%(p:v), com volume final de 8mL, pH 6,3 e incubados
a 32°C por 48 horas. Em seguida foram coletadas amostras para a analise
microbiolégica e o meio fermentado foi centrifugado (1000g por 30 minutos) e o
sobrenadante retirado para analise de concentracdo etandlica, pH e AR (agucar

redutor).

5 Métodos analiticos

5.1 Técnicas analiticas para analise microbiologica
5.1.1 Pré-identificagao dos micro-organismos

A analise morfolégica dos micro-organismos foram realizadas através de
visualizagdo em microscopio 6ptico (Marconi modelo MA107 série 06H15017)

usando as objetivas 40x e 100x.

Apos o isolamento, as bactérias obtidas no meio xilose foram submetidas a

coloracao de Gram. Esta técnica usada foi a adaptada por Freitas & Picoli 2007.
5.1.2 Método de contagem de microrganismos

A contagem microbiana foi feita no tempo zero de fermentacao e também apds cada
processo fermentativo através de plagueamento em superficie em meio meio xilose
0,2%(p:v) e em microscopia optica em camara de Neubauer usando as objetivas de

40x e 100x, respectivamente.
5.1.3 Determinagao de acgucares redutores por ADNS

O consumo de xilose foi quantificado por ADNS (4cido dinitrossalicilico). Para esta
determinagao retirou-se 0,5mL da amostra diluida e adicionou volume igual de
solucdo ADNS nos tubos de ensaio e estes foram fervidos durante 5 minutos. A
amostra foi esfriada e em seguida adicionado 4mL de agua destilada. (MILLER,
1959). Em seguida foi feita uma curva de calibragdo com diferentes concentragdes
de xilose (P.A. Labsynth). A leitura em espectrofotémetro (FEMTO MOD 600S) foi
feita a 540nm. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem (%).

5.1.4 Determinacgao da concentragao de etanol



A concentragao de etanol foi medida através de através do equipamento Desimetro
(DMA-M) que realiza medigao digital da densidade. A medida é baseada no método
de tubo em U oscilante que foi criado pelo Dr. Hans Stabinger e Hans Dr. Leopoldo,
no Instituto de Pesquisa Joanneum uma primeira introducdo no mercado por Anton

Paar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Linhagens Microbianas

As linhagens microbianas isoladas de todas a fontes testadas, foram apenas

bacterianas.

As linhagens isoladas do rumen apods o crescimento em meios solidos contendo
xilose foram treze: oito bastonetes Gram-positivos (R1, R2, R3, R4, R7, R9 e R11) e
cinco cocos Gram-positivos (R5, R6, R8 e R10); todas as colbnias apresentaram
uma coloragdo branca. Segundo Costa (2006), as populagdes bacterianas do ruimen
incluem micro-organismos digestores de celulose, de amido, de hemicelulose,
fermentadores de agucar, utilizadores de acidos organicos, metanogénicos,
bactérias proteoliticas e lipoliticas. O rumen apresenta grande diversidade de
espécies bacterianas, sendo que o0s géneros predominantes sdo Bacterdides,
Prevotella, Fibrobacter, ~Ruminococcus, Succinomonas, Methanobacterium,
Butyrivibrio, Selenomonas, Succinivibrio, Streptococcus, Eubacterium, Lactobacillus,
entre outras. A comunidade bacteriana desempenha papel fundamental na

fermentacgao, podendo atingir até 10'° células por mL ou por g de disgesta.

As linhagens isoladas da silagem de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.)
apos o crescimento em meio sélidos contendo xilose foram quatro: um bacilo Gram-
positivo produtor de biofiime (S2), um bastonete Gram-positivo (S1) e dois
estreptococos Gram-positivos (S3 e S4); as colénias apresentaram coloragao
variada algumas brancas e algumas amarelas. Segundo resultados da literatura
existe na natureza o predominio de bastonetes Gram-positivos produtores de
xilanases e fermentadores de xilose. Partindo destes resultados parte dos
microrganismos obtidos de bagago de cana, provavelmente, sdo capazes de

produzirem enzimas como hemicelulases, xilanases, celulases ou mesmo ligninases,



para extrair dos polimeros nutrientes assimilaveis como dissacarideos e
monossacarideos (MORAES, PEREZ e DORTA, 2010). Segundo PANDEY et al.
2000, ha uma variedade de micro-organismos que podem ser isolados a partir da
matéria prima do bagago de cana como Candida tropicalis, Clostridium
saccharoperbutylacetonicum, Klebsiella oxytoca, Pichia stipitis, Pleorotus sp. P7,

Trichoderma reesei, Xanthomonas sp.

As linhagens isoladas da madeira em decomposi¢cao apds o crescimento em meio
sélido contendo xilose foram trés, sendo os trés bastonetes curto Gram-positivos

(M1, M2 e M3); todas as colbnias apresentaram uma colorag&o branca.

As cepas isoladas da compostagem apds crescimento em meio solido contendo
xilose foram trés: dois bastonetes Gram-positivos (C1 e C3) e um bacilo gram-
positivo (C2); as colbnias apresentaram varias coloragées sendo branca, purpura e

purpura brilhante.
2 Crescimento Celular

Houve o crescimento de 11 linhagens bacterianas isoladas do rumen de boi apos
48horas de fermentagdo em meio com xilose. O maior numero de células foi obtido
pelas linhagens R4, R7, R8 e R10, sendo representado por aumento de até 5,80

ciclos logaritmicos. (Tabela 1).

Tabela 1: Crescimento celular das linhagens bacterianas do riumen do boi apés

48horas de fermentagdo em meio com 2% (p:v)de xilose.

Tipo de Contagem Contagem final Crescimento

bactéria inicial UFC/mL em ciclos
UFC/mL logaritmicos

R1 43 X 104 44,7 X 108 4,02

R2 88 X 104 49,20 X 108 3,74

R3 200 x104 45,6 X 108 3,36

R4 196 X 10* 259,5 X 108 5,80

R5 144 X 10* 180 X 108 4,10

R6 96 X 10* 186 X 108 4,29

R7 108 X 10* 2265 X 108 5,32



R8 25 X 10* 202,8 X 108 4,91

R9 340 X 10* 129,6 X 108 3,58
R10 140 X 10* 367,2 X 108 4,42
R11 224 X 104 249,6 X 108 4,04

Na Tabela 2 pode-se observar o crescimento das 4 linhagens bacterianas da
silagem apds 48horas de fermentacdo em meio com 2% de xilose, havendo um

aumento de até 5,46 ciclo logaritmico representado pela linhagem S3.

Tabela 2: Crescimento celular das linhagens bacterianas isoladas da

silagem apés 48horas de fermentagdo em meio com 2% (p:v) de xilose.

Tipos de Contagem Inicial Contagem Crescimento

Bactéria UFC/mL Final em ciclos
UFC/mL logaritmicos

S1 1,3X104 14,6x108 5,05

S2 388,5x104 8,7x108 2,35

S3 0,5X104 14,5x108 5,46

S4 22,9X104 7,05x108 2,49

Na madeira em decomposigao, houve crescimento de 3 linhagens bacterianas apos
48horas de fermentagdo com meio xilose. A linhagem M3 foi a que obteve o maior

numero de células chegando a um aumento de até 5,36 ciclos logaritmicos (Tabela
3).



Tabela 3: Crescimento celular das linhagens bacterianas isoladas da madeira em

decomposic¢ao apos 48horas de fermentagdo em meio com 2% (p:v) de xilose.

Tipo de Contagem Contagem final Crescimento em
Bactéria Inicial 108 X UFC/mL ciclos
104 X UFC/mL logaritmicos
M1 6,1X104 24,8x108 4,61
M2 7,4X10* 12,8x108 4,23
M3 0,4X104 9,2x108 5,36

Existiu crescimento de 3 linhagens bacterianas isoladas da compostagem apoés
48horas de fermentagdo em meio com xilose. A linhagem C1 foi a que obteve maior

numero de células chegando a um aumento de até 4,37 ciclos logaritmicos.

Tabela 4: Crescimento celular das linhagens bacterianas isoladas da compostagem

apos 48horas de fermentacao de fermentagdo em meio com 2% (p:v) de xilose.

Tipo de Contagem Inicial Contagem final Crescimento
Bactéria UFC/mL UFC/mL em ciclos
logaritmicos

C1 3,4X10* 8,1x108 4,37
C2 84,3X10% 3,8x108 2,65
C3 54,4X104 12,5x108 3,36

Comparando o crescimento celular de todas as bactérias isoladas das diferentes

fontes estudadas, a que obteve maior crescimento foi a R4 (do Rumen).

3 Consumo de xilose



A figura 1 mostra a porcentagem de xilose consumida no meio apds fermentagao
das onze linhagens bacterianas isoladas do rumen bovino. A diferenga da linhagem
que mais consumiu xilose (R7) com a que menos consumiu (R10) foi de 56%. Ao
comparar a Figural com a Tabelal é possivel observar que as linhagens que
obtiveram maior crescimento ndo foram as que tiveram maior consumo de Xxilose,
mostrando que estes microrganismos provavelmente convertem também outros
nutrientes, como proteinas, em energia; ou mesmo que podem desviar mais xilose
para a conversao de metabdlitos como xilitol, entre outros, do que para biomassa, o
que seria interessante se dentre estes fosse o etanol.

As Figuras 2, 3 e 4 mostram a porcentagem de xilose consumida no meio apos
fermentacao das quatro linhagens bacterianas isoladas da silagem, trés da madeira
e trés da compostagem, respectivamente. Assim, como observado para as linhagens
isoladas do riumen de boi, aquelas que tiveram um maior consumo de xilose, nao
tiveram o maior numero de células.

O maior consumo de xilose ultrapassou 90% e foi obtido por C3, linhagem isolada da
compostagem, mostrando uma boa adaptagédo metabdlica desta para o consumo de

xilose.
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Figura 1. Porcentagem de xilose consumida no processo fermentativo de onze

linhagens bacterianas isoladas do ramen bovino.



Segundo BIER, et al. 2007 em seu trabalho pode ser observado que leveduras
produtoras de xilitol mostraram inicialmente um consumo de xilose acelerado nas
primeiras 24h de fermentagéao utilizando-se o pH 6,0, mostrando também que em pH
6,0 estas sdo eficientes para a produgdo de biomassa e na variagdo da
concentracao de xilose tornando-as constantes apdés 24h de fermentacdo. Em
relagdo ao trabalho realizado, os parametros citados acima foram idénticos aos
obtidos a este considerando o pH do meio de 6,3. Mostrando que ndo houve
producéo de etanol e que o consumo de xilose foi significativo, estes podem ter
produzido diferentes metabolitos podendo ser um deles a produgao de xilitol, assim
através de um maior controle de pH e temperatura do meio os microrganismos irao
resultar em diferentes produtos, podendo estes serem observados mais
criteriosamente em pesquisas futuras.

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
= 30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

S1 S2 S3

Porcentagem de xilose consumida

Linhagem bacteriana

Figura 2. Porcentagem de xilose consumida no processo fermentativo de trés
linhagens bacterianas isoladas da silagem.
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Figura 3. Porcentagem de xilose consumida no processo fermentativo de trés

linhagens bacterianas isoladas da madeira.
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Figura 4. Porcentagem de xilose consumida no processo fermentativo de trés

linhagens bacterianas isoladas da compostagem.

4 Concentracgao etandlica

Nenhuma das linhagens bacterianas isoladas produziu etanol em quantidades
significativas apds a fermentacdo de xilose. Apesar de algumas linhagens

apresentarem grande consumo de xilose, estas ndo conseguiram converté-la em



etanol. Segundo a literatura, a xilose também pode ser fermentada pelos micro-
organismos para obtencdo de xilitol, acidos organicos, glicerol e produgao de
biomassa (MATOS et al., 2003; PANDEY, 2000) o que provavelmente pode ter
ocorrido neste trabalho. Seria interessante submeter o mosto fermentado pelas
diferentes linhagens isoladas a analise destes outros metabdlitos, ja que estes
também tém importancia econbmica e aplicacdo em industrias de alimentos,
quimicas e farmacéuticas. Por exemplo, a linhagem C3, poderia ser uma boa
produtora destes outros metabdlitos economicamente importantes, ja que foi a que

mais consumiu o agucar e ndo produziu tanta biomassa.

Segundo Moraes, Perez e Dorta (2010), no trabalho realizado por estes, as
linhagens de bactérias Gram-positivas isoladas de bagago de cana-de-agucar
mostraram maior potencial fermentativo e seu rendimento etandlico foi semelhante
ao de outros pesquisadores. Entretanto, o nosso trabalho mostrou que algumas
bactérias Gram-positivas tiveram potencial fermentativo significativo, mas sem um

rendimento etandlico.

CONCLUSAO

Mesmo n&o havendo produgdo de etanol, algumas bactérias mostraram boa
adaptacdo metabdlica para o consumo de xilose, sendo estas capazes de utilizar

esta pentose para a producao de biomassa e metabdlitos diferentes de etanol.
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