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RESUMO

A levedura Saccharomyces boulardii utilizada nesse trabalho é conhecida como um
probidtico devido as suas a¢des benéficas realizadas no trato gastrointestinal, auxiliando no
tratamento e prevencdo de distrbios. Entretanto, para que ela mantenha todos os seus
mecanismos de a¢do e promovam os efeitos desejados, elas necessitam se manter vidveis, uma
caracteristica que pode ser prejudicada pelo estresso oxidativo, causado por alguns processos
industriais. O objetivo desse estudo foi verificar o efeito do antioxidante do extrato de acerola
na viabilidade celular da S. boulardii perante estresse oxidativo. O extrato de acerola possui
compostos fenolicos e éacido ascorbico que exibem capacidade de eliminar radicais livres
junto com uma agdo redutora, podendo reduzir os efeitos prejudiciais causados pelo estresse
oxidativo. As células de S. Boulardii, com e sem adicdo de extrato de acerola, foram
submetidas a estresse oxidativo quimico pelo peréxido de hidrogénio e estresse oxidativo
fisico pela luz ultravioleta (UV), verificando a capacidade de resisténcia da levedura frente
aos estresses oxidativos recebidos, e verificando a capacidade da mesma em resistir ao
estresse oxidativo, porém com a incorporacdo do extrato de acerola ao meio como substancia
antioxidante, e analisando o potencial efeito do extrato de acerola como um antioxidante
perante a aplicacdo dos estresses oxidativos submetidos a célula. Os resultados obtidos, apesar
de serem estaticamente parecidos, revelaram que o extrato de acerola demonstrou uma
potencial acdo antioxidante, reduzindo os efeitos prejudiciais causados pelo estresse oxidativo
nas células da levedura, tanto nos teste com peroxido de hidrogénio como principalmente nos
testes com luz UV, essa ultima sofrendo um melhor efeito protetor, demonstrando que o
extrato de acerola possui uma propensdo de protecdo maior em oxidagdes extracelulares,
como ocorre na luz UV, comparado a oxidagdes intracelulares, como ocorre no peroxido de

hidrogénio.

Palavras-chave: Probidtico. Antioxidante. Extrato de acerola. Estresse oxidativo.
Viabilidade.



ABSTRACT

The Saccharomyces boulardii yeast, used in this wok, is known as a probiotic due to is
beneficial actions performed in the gastrointestinal tract, helping in the treatment and
prevention of disorders. However, in order for it to maintain all its mechanisms of action and
promote the desired effects, they need to remain viable, a feature that can be undermined by
oxidative stress caused by some industrial process. The aim of this study is to verify the effect
of acerola extract antioxidant on S. boulardii cell viability under oxidative stress. Acerola
extract has phenolic compounds and ascorbic acid that exhibit the ability to eliminate free
radicals together with a reducing action and may reduce the detrimental effects caused by
oxidative stress. S. boulardii cells, with and without addition acerola extract, were subjected
to chemical oxidative stress by hydrogen peroxide and physical oxidative stress by ultraviolet
light (UV), verifying the yeast resistance capacity against the oxidative stress received, and
verifying its ability to resist oxidative stress, but with the incorporation of the extract of
acerola in the medium as an antioxidant in the application of cell-submitted oxidative stresses.
The results obtained, although statistically similar, revealed that acerola extract showed a
potential antioxidant action, reducing the detrimental effects caused by oxidative stress on
yeast cells, both in hydrogen peroxide and UV light tests, this last has a better protective
effect, demonstrating that acerola extract has a higher protection propensity in extracellular

oxidation, as in UV light, compared to intracellular oxidation, as in hydrogen peroxide.

Keywords: Probiotic. Antioxidant. Acerola extract. Oxidative stress. Viability.
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1. INTRODUCAO

Os probidticos séo definidos como micro-organismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, afetam positivamente a salide do hospedeiro (BURITI & SAAD,
2007). O reconhecimento de alimentos contendo probidticos em sua composicdo como
alimentos funcionais, prové que além de beneficios da nutricdo bésica, possui um grande
potencial na prevencédo de doencgas, 0 que tém incentivado a divulgagdo e o consumo desses
produtos (KOURKOUTAS et al., 2005, MACEDO et al., 2008).

O desenvolvimento de produtos contendo micro-organismos probioticos € um dos
interesses das industrias de alimentos. Geralmente, a produgdo destes contendo cepas
probidticas especificas com concentracdes apropriadas de células viaveis, durante a vida util
de um alimento, é um desafio tecnoldgico, visto que € inevitavel a perda da viabilidade desses
microrganismos durante varias etapas do processo de producéo e armazenamento (BURITI &
SAAD, 2007).

A Saccharomyces boulardii € uma levedura considerada um probidtico por fornecer
beneficios aos seres humanos, obtendo sucesso quando utilizadas em prevencéo e tratamento
de doencas, reduzindo diarreias e promovendo a¢des imunoestimulantes e anti-inflamatérias
na mucosa intestinal (AVILA et. al., 2012), o que demonstra o interesse de pesquisadores em
demonstrarem a sua aplicacdo, devido ao papel protetor, que a mesma apresenta, com
atividades especificas contra varios patdgenos entéricos (PIETRA PEDROSO, 2011).

As caracteristicas mais importantes dos probioticos sdo a capacidade de resistir ao
suco gastrico, sais biliares e as enzimas digestivas, aderir a mucosa intestinal, conviver com a
microbiota intestinal enddgena e produzir substancias que inibem o crescimento de bactérias
patogénicas. Estas caracteristicas sdo especificas de cada cepa. Os efeitos benéficos atribuidos
aos microrganismos probidticos tém sido alcancados principalmente através da modulacéo da
populacdo e atividade da microbiota intestinal (BURITI & SAAD, 2007; SOUZA, 2016).

A sobrevivéncia das bactérias probidticas no produto alimenticio € fundamental,
devendo ser estaveis quando aplicados nos alimentos e necessitando alcangar populacoes
suficientemente elevadas (acima de 10° UFC/ ml ou g) para apresentar efeitos fisiol6gicos
benéficos ao consumidor (SOUZA, 2016).

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), um produto
considerado probiético deve conter uma dose minima diaria da cultura probiética de 10%e 10°

UFC (Unidades Formadoras de Colonias), para ter um proposito terapéutico (BRASIL, 2008),
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0 que segundo estudos, corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 10° a 10’
UFC/g (BURITI & SAAD, 2007). Valores menores podem ser aceitos, desde que a empresa
comprove sua eficécia.

Os antioxidantes séo definidos como substancias que, quando presentes em pequenas
concentragdes e comparadas com substratos oxidaveis, significativamente retardam ou inibem
a oxidacdo destes e podem agir em diferentes niveis da sequéncia oxidativa, podendo ser
classificados, de acordo com sua origem, em sintéticos ou naturais, os sintéticos sdo aqueles
produzidos em laboratérios, tendo como base substancias quimicas, jA 0s naturais sdo
extraidos de matrizes orgénicas ou alimentares. (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).
Durante sua agéo, sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo
celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os aminoécidos das
proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a
formacé&o de lesdes e perda de integridade celular (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

A utilizagdo de extratos e compostos de origem vegetal ricos em compostos fenélicos,
com reconhecida atividade antioxidante, € uma alternativa promissora no mercado de
alimentos e cosméticos, uma vez que consumidores estdo em busca de produtos que se
aproximem ao maximo do natural e que proporcionem beneficios especificos relacionados a
salde, além dos ligados a valorizacdo da biodiversidade brasileira (FERRARI et al., 2007;
ILHA et al., 2008; VIOLANTE et al., 2009; CERIELLO et al., 2016; GHOLAMIAN-
DEHKORDI et al., 2017).

Entre as frutas tropicais, a acerola se destaca pela alta concentracdo de compostos com
atividade antioxidante e em especial do acido ascorbico. No Brasil seu plantio em larga escala
comecou em 1949, sendo que atualmente praticamente toda producdo tem como fim o
mercado interno. Ela é conhecida por ser uma planta rustica e resistente, propagando-se com
facilidade em vérias regiGes com diferentes condic¢des climaticas. O interesse pela acerola e 0s
estudos sobre suas potencialidades econdmicas s6 comegaram a ser explorados nos anos 40,
quando foi descoberto na porgdo comestivel da fruta, altos teores de vitamina C. (ARAUJO,
1994 ; LIMA et al., 2005; KUKOSKI et al., 2006; MELO et al., 2008; CANUTO et al.,
2010).

Tendo em vista manter a viabilidade dos micro-organismos probioticos, de forma que
mantenham sua atividade e importancia fisiolégica quando presentes no organismo humano,
este trabalho objetivou avaliar o efeito protetor do extrato de acerola em relagdo a viabilidade

da Saccharomyces boulardii, sendo submetida a diferentes estresses oxidativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIABILIDADE DOS MICRO - ORGANISMOS PROBIOTICOS

Os micro-organismos sdo as entidades mais antigas e numerosas do planeta. Sua
presenca e suas atividades sdo essenciais para o equilibrio e funcionamento dos ecossistemas.
Além disso, apresentam um papel importante como fontes genéticas contribuindo para o
avanco biotecnolégico e desenvolvimento econdémico sustentivel voltado para producdes na
area da salde, agricultura e meio ambiente (DELLARETT], 2014).

Além dessas utilizagBes, 0s micro-organismos também foram empregados durante
processos para a preparacdo de alimentos e bebidas (PAZ DE ALMEIDA et al., 2011). Os
alimentos sdo de fundamental importancia para a sobrevivéncia dos individuos contribuindo
para seu desenvolvimento e crescimento. Desta maneira, foram criados alimentos que
sanassem a quantidade de nutrientes necessarias ao ser humano e que simultaneamente
apresentassem efeitos benéficos. Esse Gltimo pOde ser alcancado através da utilizacdo de
microrganismos (HUNGRIA & LONGO, 2009).

No caso dos micro - organismos probidticos, € necessério assegurar a sua viabilidade,
sendo esta importante para que eles mantenham sua atividade no ecossistema gastrointestinal
do hospedeiro e possuam a capacidade de resistir aos processamentos e estocagem do produto
mantendo sua seguranca e utilidade para o consumo humano (MELO et al., 2016).

A viabilidade de um microrganismo nada mais € do que a sua capacidade de crescer e
se desenvolver, mantendo todas as suas caracteristicas e o seu funcionamento. Os probidticos
considerados vidveis no organismo sdo aqueles que apresentam estabilidade frente ao &cido
presente no estdbmago e a bile, com capacidade de adesdo & mucosa intestinal com sua
consequente colonizagdo por pelo menos algum tempo, produgdo de compostos
antimicrobianos, e metabolicamente ativos no intestino humano (COSTA, 2012).

A permanéncia da sua viabilidade apesar do seu isolamento ocorre por meio da
preservacdo dos microrganismos, garantidas por meio de algumas técnicas como por exemplo
e a mais comumente, a liofilizagdo. Dessa maneira, é possivel evitar que o microrganismo
sofra mutagbes que levem a alterar suas caracteristicas perdendo a sua finalidade
(DELLARETTI, 2014).

O processo industrial, como o transporte das células e armazenamento, afeta de modo

negativo a viabilidade das células, pois essa acaba sendo reduzida ou perdida durante o 0s
13



processos de fabricacéo, e devido a isso Varios estudos sobre a sua melhoria vém se tornando
comum buscando aumentar o valor agregado do produto com a sua real viabilidade e eficicia

dos microrganismos utilizados para a saude humana (MELO et al., 2016).
2.2 PREBIOTICO, PROBIOTICO, SIMBIOTICO E SUA IMPORTANCIA

Probidticos sdo microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano,
produzindo efeitos benéficos a salide do individuo. Para um microrganismo ser considerado
probidtico existem pré-requisitos e a viabilidade é um deles, em que, o nimero de células
vidveis deve atender as concentracOes exigidas e se manter até chegar ao ecossistema
digestivo (OLIVEIRA, 2014; NOGUEIRA & GONCALVES, 2011). A ANVISA determina
que a quantidade minima viavel para os probiéticos séo entre 10® e 10° UFC (BRASIL, 2008).

Os probioticos, geralmente, sdo ingeridos por meio dos alimentos e com isso auxiliam
na absorgdo dos nutrientes, sdo referidos como agentes bioterapéuticos e considerados como
alimentos funcionais. A procura por alimentos funcionais vém aumentando e o que aumenta o
interesse em pesquisas para manter a viabilidade destes microrganismos (OLIVEIRA, 2014).

A definicdo de prebidticos é de que se trata de componentes alimentares néo-
digeriveis, que afetam beneficamente o hospedeiro pelo estimulo seletivo da proliferagéo de
bactérias desejaveis. Os efeitos benéficos associados aos prebidticos incluem o efeito
bifidogénico, aumento da absorcdo de calcio, diminuicdo da translocagdo bacteriana
diminuindo consequentemente o risco de cancer de célon, entre outros (OLIVEIRA, 2014,
SAAD, 2006).

A associagdo dos probidticos com os prebidticos, da origem a um produto denominado
simbidtico, capaz de aumentar as chances de crescimento e colonizagdo das bactérias
probidticas no organismo humano (OLIVERA, 2014; NOGUEIRA & GONCALVES, 2011;
SAAD, 2006). Na aplicacdo de simbidticos em alimentos, o ideal é que o ingrediente
selecionado seja um substrato metabolizvel pelo microrganismo probidtico no intestino,

possibilitando o aumento na capacidade de sua sobrevivéncia (OLIVEIRA, 2014).

2.3 MICROBIOTA INTESTINAL E PRINCIPAIS CAUSAS DA SUA
DIMINUICAO

A formacdo da microbiota normalmente ocorre no momento do nascimento através da

passagem pelo canal do parto, entrando em contato imediatamente com 0s micro-organismos
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da mée e continua posteriormente, atingindo seu &pice em torno dos dois anos de idade
(MURRAY, 2007). Embora de base estavel, a microbiota do organismo humano mantém ao
longo da vida de um individuo um continuo fluxo, determinado por fatores como idade, dieta,
alteracbes hormonais, saude e higiene pessoal, que contribuem diretamente para alterar
quantitativamente e qualitativamente a microbiota (PINTO, 2004; MURRAY, 2007;
INGRAHAM & INGRAHAM, 2010; LOURENCO, 2012).

A maioria dos micro-organismos encontrados na microbiota comensal s&o bactérias. A
relacdo que estes microrganismos estabelecem com o hospedeiro é chamada de
comensalismo, se for mutuamente benéfica ou beneficiarem - se da relagdo sem causar danos.
Existem também os patogénicos oportunistas, que causam infec¢des caso haja alteragBes da
flora residente, e os patogénicos obrigatdrios, cuja presenca origina sempre danos no
hospedeiro (LEVINSON & JAWETZ, 1998; FORBES & SAHM, 2004; PINTO, 2004,
LOURENCO, 2012).

As bactérias que integram o trato gastrointestinal sdo em sua maioria anaerdbicas e
exerce o papel de protecdo, impedindo o estabelecimento de bactérias patogénicas que
geralmente sdo ocasionadas pelo desequilibrio da microbiota e que desempenham um papel-
chave na digestdo dos alimentos ao torna-los assimilaveis pelo organismo. A microbiota
intestinal tem varias funcbes que sdo bem estabelecidas, sendo importantes as de protecdo
anti-infecciosa que fornecem resisténcia a colonizacdo por micro-organismos exdgenos; a
imuno-modulacdo, que possibilita uma ativagdo das defesas imunoldgicas e, por fim, a
contribuicdo nutricional resultante das interacfes locais e dos metabdlitos produzidos
oferecendo fontes energéticas e de vitaminas (FROTA et al., 2015).

As infecgOes do aparelho gastrointestinal tém uma alta incidéncia sobre tudo em
determinados grupos etérios (criangas e idosos), estas podem ser causados por parasitas, mas
ha uma grande familia de bactérias enteropatogénicas que sdo capazes de acometer o
organismo humano. Os agentes patogénicos quando adquiridos sdo rapidamente eliminados
devido a presenca da microbiota comensal. No entanto, ao obter uma quantidade significativa
de bactérias patogénicas como a Salmonella spp., Vibrio ou Estafilococcus, podem induzir
uma desordem na microbiota natural, burlando assim os mecanismos de defesa, gerando
sintomas clinicos (VANDENPLAS, 2009; De AGUIAR, 2009; BARON, 1996).

Um dos fatores que tem importante contribuicdo para o desequilibrio da microbiota
intestinal € a m& digestdo, em que o estdmago produz &cido suficiente para extinguir as

bactérias patogénicas ingeridas na maioria das vezes com alimentos. Além disso, outros
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fatores que também tém importancia clinica s&o o abuso do laxante, 0 consumo excessivo de
alimentos crus, exposicdo com frequéncia a toxinas ambientais, uso prolongado de
antibioticos, que causa uma selecdo a bactérias mais adaptadas permitindo sua propagacéo,
disponibilidade de material fermentavel e o estado imunoldgico do hospedeiro (PAIXAO &
CASTRO, 2016).

Diante das alteragfes metabdlicas e das modificacbes na microbiota intestinal que
ocorrem em individuos saudaveis ou ndo, a utilizacdo de probidticos na modulacéo dessas
condigBes surge como estratégia coadjuvante na prevencdo e tratamento dessa condicdo
clinica. Estudos que avaliam a acdo desses compostos sdo fundamentais para verificar os
efeitos e/ou mecanismos de acdo nas alteragBes metabdlicas e na microbiota intestinal
(FROTA et al., 2015).

Os probidticos, e também os prebidticos, apresentam caracteristicas funcionais que
colaboram com a melhoria da microbiota intestinal do c6lon e o equilibrio da manutencéo da
salide. Probioticos, por sua vez, tendem a agir mutuamente com as bactérias comensais
quando administrados em quantidades adequadas e séo caracterizados e indicados para
preservar e reestabelecer a homeostase do intestino. A acdo dos probidticos sobre o trato
gastrointestinal inclui fatores como efeitos antagdnicos, competicdo e efeitos imunoldgicos.
Sao utilizadas em sua maioria bactérias acido-laticas e bifidobactérias, podendo ser Uteis
também certos fungos e leveduras principalmente a Saccharomyces boulardii (WAGNER et
al., 2018).

2.4 MECANISMOS DE ACAO DOS PROBIOTICOS

Os probidticos ainda ndo possuem um mecanismo de a¢do muito esclarecido, porém
sugerem que esses podem atuar independentemente ou associados (COPPOLA & TURNES,
2004). Seu principal foco de atuagdo € por meio da modulagdo da microbiota intestinal e a
melhoria da barreira da mucosa intestinal impedindo que patdgenos alcancem a corrente
sanguinea. Ou seja, de modo geral 0s seus mecanismos de acdo séo formas pelas quais foram
desenvolvidas pelos microrganismos benéficos no intuito de resistirem ao crescimento
excessivo e 0 estabelecimento de cepas invasoras (BUSANELLO et al., 2012; SOUZA et al.,
2010).

Um dos mecanismos mais apontados é a exclusdo competitiva, a qual o probidtico ira

competir por sitios de fixagdo e nutrientes com micro-organismos patogénicos, impedindo que
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esses Ultimos se liguem e acarretem problemas ao individuo. Esse mecanismo pode explicar a
necessidade de administragdo de doses recorrentes de probidticos, para que esses continuem
atuando beneficamente no individuo (SOUZA et al., 2010).

Os mecanismos também agem trazendo um efeito nutricional mediante a influéncia na
permeabilidade do epitélio intestinal, proporcionando maior eficiéncia na digestdo e absorcéo
de nutrientes e evitando que patdgenos utilizem aminoécidos, minerais e carboidratos para
fermentacéo e producéo de toxinas (BUSANELLO et al., 2012).

Esses micro-organismos benéficos podem afetar os patdgenos por meio de outros
mecanismos que sintetizam substancias como bacteriocinas, 4cidos graxos volateis e peroxido
de hidrogénio. Além desses, podem provocam efeitos sobre o metabolismo celular por meio
da reducéo da concentragdo de amonia no organismo e liberagdo de enzimas como a lactase
(COPPOLA & TURNES, 2004).

Séo discutidos alguns efeitos anticarcinogénicos promovidos por eles, em razdo da
inibicdo de enzimas pro-carcinogénicas ou a estimulagdo do sistema imune do hospedeiro.
Essa ultima pode ocorrer mediante a inducdo de citocinas anti-inflamatdrias, estimulo do
aumento da atividade de macréfagos ou pelo aumento da producdo de IgA secretora
(BUSANELLO et al., 2012; COPPOLA & TURNES, 2004; SOUZA et al., 2010).

2.5 UTILIZACAO E IMOBILIZACAO DA Saccharomyces boulardii

Originalmente, a Saccharomyces Boulardii foi descoberta em 1923 por Henri Boulard,
um microbiologista frances que estava trabalhando na Indochina, quando observou que os
moradores locais consumiam um cha feito com as frutas da regido, como a lichia e o
mangostdo, para afastar a diarréia causada por algumas doenga. Destas frutas, Boulard
conseguiu isolar a cepa da levedura Saccharomyces. Apo6s a descoberta da S. boulardii,
cientistas europeus comegaram a estudar suas propriedades e encontraram evidéncias de que
poderia ser util no combate a organismos patogénicos (LENABURG et al., 2016;
CLOUATRE, 2011; GRAFF et al., 2008). Atualmente os estudos realizados com as leveduras
Saccharomyces boulardii s&o afim de conhecer melhor seus mecanismos e efeitos na satide do
homem.

A levedura Saccharomyces boulardii é considerada como um dos poucos micro-
organismos capazes de ser utilizado como probi6tico, ndo possuindo origem humana. Ela

pode ser aplicada em medicagdes promovendo efeitos em distirbios gastrointestinais e até

17



mesmo em tratamentos de algumas doengas como a de Crohn. Ela € ingerida por via oral e
percorre pelo tubo digestivo atingindo grandes concentracdes no célon, porém ndo o coloniza
e permanece por poucos dias no organismo (MARTINS et al., 2005).

A Saccharomyces boulardii pode ser encontrada em suplementos probiéticos, com o
objetivo de melhorar a satide geral do trato intestinal humano. Também serve para proteger as
paredes intestinais, aderindo a elas e bloqueando as bactérias nocivas. Estudos mostraram que
a Saccharomyces boulardii pode apresentar eficiencia terapeutica como um “imunobidtico”,
um termo proposto para definir cepas microbianas que podem promover a saide do sistema
imunolégico de dentro do intestino e melhorar a saide geral do corpo (CZERUCKA &
PICHE., 2007).

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre os sistemas oxidantes e
antioxidantes, sendo causado pelo aumento do primeiro, gerando substancias conhecidas
como radicais livres, os quais podem acarretar diversos problemas a célula. No entanto, séo
desenvolvidos os antioxidantes como mecanismos protetores, neutralizando 0os compostos
reativos e prevenindo os efeitos adversos do estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2008).

O estresse oxidativo ocorre durante o processo conhecido como cadeia respiratoria,
cuja finalidade é a produgdo de energia para a sobrevivéncia da ceélula. Essa possui uma
sequéncia de reagdes onde seus produtos gerados sdo eletronegativos, e esses terdo alguns de
seus elétrons transferidos para a molécula de oxigénio, resultando nas chamadas espécies
reativas de oxigénio (ERO), que incluem o anion superdxido, o radical hidroperoxila, e o
radical hidroxila, conhecidos como radicais livres, e o peréxido de hidrogénio (CATANIA;
BARROS & FERREIRA, 2009).

Os radicais livres foram designados como grupos de atomos ou moléculas que
possuem elétrons livres ndo pareados em sua camada orbital externa, o que gera uma
instabilidade. Eles podem ser gerados no citoplasma, na mitocondria ou na membrana
plasmética (UFRGS, 2017). Sua formacdo ocorre por meio da transferéncia de elétrons entre
moléculas devido ao metabolismo celular ou pela exposicéo a fatores exdgenos.

Além disso, se caracterizam pelo tempo de vida curto e possuem a capacidade de
reagir com outas moléculas para conseguir alcancar a sua estabilidade, resultando na oxidacdo
de biomoléculas. Esse fato é responsdvel por causar danos celulares irreparaveis como

mutagénese e envelhecimento biol6gico que atingem o DNA, proteinas, lipideos, carboidratos
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e vitaminas (BIANCHI & ANTUNES, 1999). E cada vez mais h4 evidéncias cientificas de
que 0 estresse oxidativo desempenha importante papel na etiologia de algumas doengas como

aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (BARBOSA et
al., 2008).

2.7 EXTRATO DE ACEROLA E SUA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Uma das possiveis fontes de antioxidante naturais sdo as frutas tropicais, cujo
consumo é crescente devido seu carater promissor como fontes de nutrientes essenciais como
vitaminas, minerais e fibras, além de apresentarem em sua composicdo compostos
secundarios como os acidos fendlicos, estes envolvidos com a atividade antioxidante (ECA,
2015).

Entre essas frutas tropicais, se encontra a acerola (Malpighia emarginata D. C.), uma
fruta pequena e avermelhada, origindria do mar das Antilhas e cultivada em regides dos
Estados Unidos e Japdo, no Brasil além de ser amplamente consumida é de facil plantio,
porém sdo poucos os estudos sobre as propriedades desta fruta. (FREITAS et al., 2006; MAIA
et al., 2007).

A acerola atrai o interesse de produtores de diversas regides do Brasil pelo seu
potencial como fonte natural de vitamina C, flavonoides, carotenoides e antocianinas e pela
possibilidade de aproveitamento industrial, conferindo-lhe uma relevante importancia
econdmica. Durante o processo de maturacdo uma série de mudancas na composic¢éo quimica
ocorre nos frutos de acerola, levando & formacdo e & degradagddo de compostos que
desempenham papel fundamental na atividade antioxidante. Devido a isso, as variagdes na
composicgao quimica da fruta tém sido tema de muitas pesquisas A acerola é também uma boa
fonte de B-caroteno, quando comparada com os demais frutos (FREITAS et. al., 2006; MAIA
et al.,2007; CRUZ, 2017).

Devido aos maleficios gerados pelos radicais livres, necessitou-se de uma forma para
interromper suas atividades, e isso foi obtido através de substancias conhecidas como
antioxidantes. Esses sdo classificados em sintéticos e naturais, sendo o primeiro muito usado
pelas industrias, porém podem provocar danos a salde do consumidor. Portanto, oS
antioxidantes sintéticos estdo sendo substituidos pelos naturais, e sdo provindos da extracdo
de plantas e vegetais (JARDINI, 2010; CRUZ, 2014; ECA, 2015).

Os antioxidantes também sdo classificados de acordo com o seu mecanismo de ag&o.

Dentre eles, o primério € aquele no qual ha a promocé&o da remogao ou inativacdo dos radicais
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livres durante a fase de iniciagdo ou propagagao da reacdo, por meio da doacdo de atomos de
hidrogénio, interrompendo a reagédo em cadeia (CRUZ, 2014).

Os sinergistas sdo substancias que ndo possuem agdo antioxidante ou a possui em
pouca quantidade, mas realca os efeitos das atividades de outros antioxidantes. Os
removedores de oxigénio tém como papel capturar &tomos de oxigénio presentes no meio,
evitando a ocorréncia das reagdes oxidativas.

Os antioxidantes biol6gicos sdo grupos de enzimas capazes de remover oxigénio ou
compostos altamente reativos. Os agentes quelantes complexam ions metélicos e ferro,
responsaveis por catalisar a oxidacéo lipidica por meio da complexacéo. E a ultima classe dos
antioxidantes s&o os mistos, compostos de substincias de origem vegetal e animal (DOSSIE
ANTIOXIDANTES, 2009).

Como dito anteriormente, alguns antioxidantes sdo oriundos de plantas, utilizando 0s
seus frutos, como no caso da acerola. Essa fruta é de facil obtencéo e pode ser encontrada em
varias regides do Brasil. Ela é rica em vitamina C, flavonoides, carotenoides e antocianinas, o
que lhe confere um grande interesse para as inddstrias alimenticias. Durante a sua maturagao
ocorrem mudangas em sua composicdo quimica responsaveis por gerar a formacdo e
degradacdo de compostos que desencadeiam um papel muito importante reconhecidos nas
atividades antioxidantes (FREITAS et. al., 2006; MAIA et al.,2007; CRUZ, 2017).

A utilizac8o de extratos e compostos de origem vegetal ricos em compostos fenélicos
e com atividade antioxidante reconhecida, vem se tornando uma alternativa promissora no
mercado de alimentos, uma vez que estes produtos atende a busca dos atuais consumidores
por produtos mais naturais, além de oferecerem beneficios & saide (GHOLAMIAN -
DEHKORDI et al., 2017; CERIELLO et al., 2016; VIOLANTE et al., 2009; IHA et al., 2008;
FERRARI et al., 2007).

Os extratos de acerola possuem comprovada atividade antioxidante, podendo ser
utilizados nas inddstrias com o intuito de conferir ao produto uma extensdo da vida util e
protecdo a inibicdo dos efeitos de oxidagdo, por meio do seu mecanismo de agdo ja
anteriormente citado. Entende-se que sdo necessarios mais estudos afim de conferir a sua
seguranga e adequadas concentragdes, entretanto, € vasto o campo de utilizacdo em que estes
podem ser aplicados, reduzindo a quantidade de substancias quimicas utilizadas,
proporcionando a elaboracéo de produtos com altos niveis de qualidade, capazes de fornecem
beneficios aos seres humanos e trazer rentabilidade as industrias. (NASCIMENTO et al.,
2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O seguinte trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade da Saccharomyces
boulardii frente ao estresse quimico causado pela luz UV e H,0; (perdxido de hidrogénio),

incorporando extrato de acerola ao meio como substancia antioxidante.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a capacidade da Saccharomyces boulardii de se manter viavel frente a
submissdo de estresse oxidativo como incidéncia de luz e exposi¢do ao H,O, (peroxido de
hidrogénio).

o Determinar o efeito antioxidante do extrato de acerola na diminuicdo do
estresse oxidativo provocado pela incidéncia de luz e exposicdo ao H,O, (peroxido de

hidrogénio).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 PREPARO DE SOLUCOES

4.1.1 Salina 85%

Para 1 L de solucgdo salina estéril, em um baldo de 1 L foram adicionados 8,5g de
NaCl e o volume aferido com agua destilada sendo posteriormente homogeneizada. A solucao
entdo foi adicionada em um tubo contendo tampa e levado para autoclavagem durante uma

hora a 120°C para sua esterilizacao.

4.1.2 Meio de cultura YPD

O meio conhecido como Yeast Peptone Dextrose (YPD) foi preparado em duas
formas: liquida e &gar. Para o meio liquido foi preparado o total de 1L contendo 1% de extrato
de levedura, 2% de dextrose, e 2% de peptona. Portanto, adicionou-se 10g de extrato de
levedura, 209 de dextrose, 20g de peptona, os diluindo em 1L de agua destilada.

Para o agar também foi preparado 1L de solugdo utilizando-se as mesmas medidas de
extrato de levedura, dextrose e peptona, acrescentando 2% de agar bacterioldgico, somando
20g desse. Todos esses foram dissolvidos em 1L de agua destilada. Tanto o meio liquido,
como mostra a Figura 1, quanto o agar YPD, representando na Figura 2, foram adicionados
em tubos contendo tampa e levados para autoclavagem para sua esterilizacdo durante uma
hora a 120°C (TRINDADE, 2016).

Figura 1. Meios YPD autoclavados e pronto para utilizacéo.
¥
s i
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Fonte: Elaborado pelas autoras.

Fonte: Elaborado pelas autoras.

4.2 PRODUGCAO DO EXTRATO DE ACEROLA

As amostras de acerolas foram coletadas na regido de Bauru, no periodo entre
novembro de 2018 e janeiro de 2019, em residéncias domésticas, sendo escolhidos os frutos ja
maduros (vermelhos). As amostras foram lavadas com é&gua corrente, cortadas com facas de
cozinha em quatro e secas em estufa com circulagdo forcada de ar a 50°C por 3 dias,
homogeneizando as amostras uma vez por dia para secagem completa. Apds a secagem, as
amostras foram trituradas em liquidificador industrial (M Vithory 800W) por 5 minutos,
obtendo-se um pé fino e uniforme.

A producdo dos extratos ricos em antioxidantes seguiu a metodologia proposta por
Cruz (2017), em que preparou - se uma solu¢do na proporcao de 1:60 de acerola em po e agua
destilada, sendo esta adicionada em erlenmeyer e em seguida mantida sob agitacdo média
durante 1 hora. Em seguida a mistura de acerola em p6 e agua foi filtrada com o auxilio de um
papel filtro, obtendo-se entdo o extrato que apresentava 10mg de extrato seco por mL de

solucdo estes foram armazenados em congelador (-15°C) até o momento das analises.

4.3 PREPARACAO DAS CEPAS DE LEVEDURA E TRATAMENTO COM
PERORIDO DE HIDROGENIO (H,0,) E LUZ UV

As cepas utilizadas neste estudo sdo as Saccharmyces boulardii, adquiridas
comercialmente em farméacias populares, como Floratil® em capsulas de 100 mg contendo,
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segundo o rétulo, no minimo 0,5 x 10°, células e excipientes como estearato de magnésio,
lactose e sacarose.

Seguindo a metodologia descrita por Cruz et. al (2019), com algumas modificacoes, as
células de leveduras foram suspensas em solucdo salina até sua completa dissolugédo (Figura
3), em seguida foram inoculadas em placa de Petri com meio de cultura YPD por esgotamento
e encubadas em estufa B.O.D (Demanda Bioldgica de Oxigénio) por 48 horas a 35°C, para o
isolamento de coldnias caracteristicas da levedura Saccharomyces boulardii Posteriormente,
foi retirada da placa uma colonia isolada de levedura e adicionada a um Erlenmeyer contendo
100 mL de caldo YPD, levados a estufa encubadora de agitagdo, por 48 horas com

temperatura de 30°C £2, sendo esta etapa o pré- crescimento das leveduras.

Figura 3. Suspensdo de leveduras

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Deste Erlenmeyer, foi retirado 1 mL de solugédo de levedura e transferidos a outro
Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo YPD, incubando esta solucéo de levedura em B.O.D
(TECNAL) por mais 24 horas. Foram preencidos 6 (seis) tubos do tipo Falcon com 12 mL de
solucédo de levedura, sendo centrifugados (Centrifuga Excelsa Il FANEM Mod. 206 BL) por
10 minutos a 3600 RPM.

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, ressuspendo o “pellet”, que é o
concentrado de células viaveis, com o mesmo volume de solucdo salina, dando assim, inicio

aos tratamentos, como demonstrado na Figura 4 — Fluxograma de métodos.
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Figura 4. Fluxograma de métodos
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A preparacdo dos grupos controles, compostos apenas pelas cepas da levedura S.
Boulardii e salina, ndo recebendo nenhum tipo de agente estressor e/ou antioxidante, foram
preparadas e inoculadas em meio de cultura YPD por meio da técnica de microplagueamento.
O grupo controle é fundamental para a realizacdo dos testes, ele vai indicar a viabilidade do
microrganismo testado de acordo com as condi¢gbes normais, sendo utilizado como um
comparativo com 0s demais grupos.

Para cada teste, realizou — se duplicatas, mantendo as mesmas condigdes,

concentragdes e seguindo a mesma metodologia.

4.3.1 Tratamento com H,0O,

Para o estresse com H;0-, este foi adicionado para se obter uma concentracdo de 8
mM nos ensaios, no primeiro tubo tipo Falcon, ao “pellet” de leveduras foi adicionado solucéo
salina completando o volume para 12 mL (conforme o volume inicial antes da centrifugagéo) .

No tratamento utilizando o perdxido de oxigénio e o extrato de acerola, foi adicionado
ao “pellet” o extrato de acerola para também atingir 500ppm acrescentando H,O, em 8mM e
completando o volume com solucéo salina. No Gltimo ensaio, foi adicionado somente o H,0,
até 8mM e completou o volume com solucéo salina.

Todos os tubos foram vortexados nesta etapa e deixados em repouso por 30 minutos,
centrifugados novamente em Centrifuga (Excelsa Il FANEM Mod. 206 BL) por 10 minutos a
3600 RPM. Para cada tubo foram realizadas diluicdes seriadas em tubos Eppendorf de 1,5mL,

procedeu - se dilui¢des seriadas, até atingir a diluicdo para -5 (Figura 5).

Figura 5. Inicio do tratamento das leveduras com H,0;
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Fonte: Elaborado pelas autoras.

Foi realizado o microplaqueamento, até a diluicdo 10, em 4gar YPD. Para isso de
cada diluicdo contida no Eppendorf foram retirados 10 pL e colocados sob 0 meio em sua
respectiva diluicdo, formando uma Unica gota esta foi mantida em capela com circulagdo de
fluxo laminar até a secagem das gotas. As placas foram incubadas e mantidas na B.O.D
(TECNAL) a 35°C +2°C por cerca de 24 horas, realizando a contagem das colonias em
Contador de Col6nia (PHOENIX CP608) na diluicdo que apresentou crescimento entre 25 e
250 UFC (Figura 6). Esta metodologia esta ilustrada na Figura 7.

Figura 6. Placa com crescimento sendo submetidas a contagem
'

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Os testes realizados para a avaliacdo da viabilidade da S. Boulardii frente ao estresse
oxidativo causado pelo H,O, foram realizados em duplicatas, repetindo os procedimentos
com o cuidado de manter as mesmas condi¢des. Cada tubo destinado ao teste com peréxido

de hidrogénio seguiu um tratamento especifico, como demonstrado na figura 7.
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Figura 7. Fluxograma de métodos para o tratamento com H,0,
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Fonte: Elaborado pelas autoras.

O primeiro grupo, conhecido como grupo controle, é composto por cepas da levedura

e solucdo salina 0,85%, e ndo recebeu nenhum tipo de agente estressor e/ou antioxidante,
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sendo fundamental para a realizagdo dos testes, indicando quanto o microrganismo testado
pode crescer e se manter nessas condi¢cbes normais. O grupo controle é usado como um
comparativo com os demais grupos, tendo os seus resultados comparados. O segundo grupo
continha salina 0,85%, células viaveis e extrato de acerola, avaliando o efeito que o extrato de
acerola poderia causar nas células. O terceiro grupo, além da solugéo salina 0,85% e células
viveis, recebeu uma concentracdo de perdxido de hidrogénio, com o intuito de avaliar o seu
efeito na viabilidade das células. O ultimo grupo, composto de solugéo salina 0,85% e células
vidveis com adicdo de perdxido de hidrogénio e extrato de acerola, possuia a finalidade de
avaliar a protecdo do extrato de acerola na viabilidade celular, verificando o seu potencial

antioxidante diante a oxidagdo causada pelo peroxido de hidrogénio.

4.3.2 Tratamento com Luz UV

Para o tratamento com a Luz UV utilizou — se a mesma solucdo de levedura obtida ao
final do Preparo das cepas e leveduras, item 4.3. Foi preparado adicionando-se extrato de
acerola até atingir a concentracdo final de 500 ppm, sendo o volume completando com
solucédo salina. No segundo tratamento adicionou — se apenas 0 mesmo volume de salina no
pellet de leveduras e em seguida foi realizado o estresse.

Cada tubo foi adicionado a uma respectiva placa de Petri estéril e submetidos a cAmara
de luz em 365 nm (Marconi), por 10 minutos (Figura 8). Apos a exposi¢do as placas foram
retiradas e realizadas microdiluicBes seriadas em tubo do tipo Eppendorf de 1,5 ml até atingir
a diluicdo de 10 para microplaqueamento e avaliacio da viabilidade da S. boulardii frente ao
estresse causado pela Luz UV.

O microplagueamenteo e incubagdo foram realizados em meio 4gar-YPD conforme
descrito 4.3.1

Os testes realizados para a avaliagdo da viabilidade da S. boulardii frente ao estresse

fisico-quimico causado pela Luz — UV é apresentado na Figura 9.
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Figura 8. Placas contendo a solugao de leveduras submetidas a exposi¢do a Luz UV.

Fonte: Elaborado pelas autoras.
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Figura 9. Fluxograma de métodos para o tratamento com Luz UV
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Fonte: Elaborado pelas autoras.

4.3.1 Delineamento experimental e analise estatistica
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O experimento foi conduzido de forma inteiramente casualizada em quintuplicata e
duas repeticdes. As médias foram submetidas a anlises estatisticas pelo teste de tuckey a 5%

de probabilidade para avaliar possuveis diferengas entre elas pelo programa R.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O peréxido de hidrogénio (H,O;) consegue reagir com metais de transicdo
parcialmente reduzidos como o Fe 2* ou Cu ", formando um radical hidroxila extremamente
reativo que induz a oxidagdo intracelular, comprometendo assim a viabilidades das células. O
intuito desses testes foi verificar o poder antioxidante do extrato de acerola, visando o efeito
de melhorar a capacidade de sobrevivéncia celular.

Os resultados obtidos para a viabilidade celular (UFC/mL) de S. Boulardii submetidas
ao estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio (H20>) e ao possivel potencial antioxidante

do extrato de acerola, séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Viabilidade das Saccharomyces boulardii submetidas ao estresse quimico do

peroxido de hidrogénio.

Tratamentos Viabilidade celular (UFC/mL)
Controle 2,0x10°%+ 4,92
Extrato de acerola 500 ppm 2,4x10%+ 5,22
H,0, 8Mm 1,3x10°+7,1°
H,O, (8mM) + Extrato de acerola 500 ppm 2,0x10°+5,2°

Fonte: De autoria prépria.*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A anélise dos resultados apresentados na Tabela 1, sdo referentes ao comportamento
das células de S. boulardii submetidos ao estresse oxidativo por meio da aplicacdo de H,O.
Apesar de todos os tratamentos ndo apresentarem diferengas significativas (p>0,05) as
amostras foram analisadas de forma descritiva.

Apesar dos valores serem numericamente iguais, 0 grupo tratado com o antioxidante
provindo do extrato de acerola, ndo submetidos ao estresse oxidativo, apresentou maior
tendéncia em aumento da viabilidade (2,4x10° UFC/mL) quando comparando ao grupo
controle (2,0x10° UFC/mL). O grupo com a adicdo do extrato de acerola e submetido ao
estresse oxidativo com H,0,, obteve viabilidade celular de 2,0x10° UFC/mL, essa, maior em
comparagdo com o grupo submetido ao peroxido de hidrogénio e sem tratamento com
antioxidante (1,3x10° UFC/mL).

Os grupos que receberam o peroxido de hidrogénio ndo demonstraram valores

significativos na reducéo da viabilidade celular, podendo esse fato ser explicado por dois
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motivos: a existéncia de um mecanismo de defesa da propria célula, reduzindo assim os danos
causados pelo composto, ou, pela concentracdo de agente estressor baixa, ndo sendo o
suficiente para estabelecer uma relac&o de estresse oxidativo.

Com os resultados obtidos, apesar de estatisticamente iguais, é possivel verificar que o
antioxidante utilizado para o tratamento das células apresentou uma tendéncia em aumentar a
viabilidade celular das leveduras protegendo as mesmas dos danos causados pelo estresse
oxidativo, o qual é responsavel pela diminuigéo da viabilidade celular, esse fato podendo ser
demonstrado pela analise do grupo submetido ao seu efeito e sem tratamento com
antioxidante, apresentando menor viabilidade celular. Além disso, o grupo tratado com
antioxidante e ndo submetidos ao estresse oxidativo, revelaram uma viabilidade celular maior
em comparagdo ao controle, indicando mais uma vez, a eficiéncia da agdo do composto
antioxidante.

Com base na metodologia adotada por Cruz (2019), foi avaliada a viabilidade de
leveduras S. cerevisiae aplicando antioxidantes de extrato de acerola e antioxidantes sintéticos
(BHT e BHA), sendo submetidos ao peroxido de hidrogénio, onde o uso do extrato de acerola
demostrou um efeito antioxidante baixo, porém apresentou resultados melhores em
comparagdo com o uso de BHA, esse, causando efeitos danosos as células do microrganismo.
Com base nisso e nos resultados apresentados, é possivel avaliar que a S. boulardii apresentou
uma resisténcia maior ao estresse oxidativo causado pelo peroxido de hidrogénio quando
comparado a espécie S. cerevisae. Além disso, 0 antioxidante presente no extrato de acerola
pode manifestar efeitos benéficos, mantendo a viabilidade celular e trazendo resultados de
maior potencial quando em comparagdo a outros tipos de antioxidantes aplicados em testes in
vivo.

A luz ultravioleta é parte integrante da radiacdo solar, tendo a sua agéo relacionada a
alteracOes causadas, principalmente, pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) gerando danos
aos tecidos celulares. é o agente fisico capaz de lesionar o DNA a que estamos mais expostos.
As ERO’s reduzem a quantidade de antioxidante enddgenos, podendo ainda atuar como
oxidantes de lipideos de membranas celulares, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos
(VELASCO et al., 2008).

Andrade e Lima (2015) esclareceram em seu trabalho que a luz UV uma vez
absorvida, pode induz a reacOes nas bases do DNA, gerando lesdes conhecidas como
fotoprodutos de DNA, os mais comuns sdo os dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD’s,)

promovendo distor¢Bes em sua estrutura, 0 que compromete mecanismos vitais para a célula
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por promover um bloqueio fisico das maquinarias de replicacdo e transcricdo do DNA,
danificando diretamente a membrana das leveduras.
Deste modo, na Tabela 2 encontram — se os resultados obtidos avaliando a viabilidade

da S. boulardii ap6s ser submetida ao estresse causado pela incidéncia de Luz UV.

Tabela 2. Viabilidade das Saccharomyces boulardii submetidas ao estresse fisico causado

pela luz — uv.
Tratamentos Viabilidade celular (UFC/mL)
Controle 6,4x10°+2,5
Extrato de acerola 1,1x10°+5,6°

Fonte: De autoria prépria.*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

O crescimento de colbnias foi significativamente maior na placa que continha o
tratamento o extrato de acerola (1,1x10°UFC/mL) em comparagdo com a placa controle
(6,4x10°> UFC/mL), que continha apenas a levedura. Na literatura, os trabalhos consultados
que realizaram a avaliagdo da sobrevivéncia do mesmo género de levedura (Saccharomyces
sp.), utilizando outras substancias como antioxidantes, ndo realizaram testes buscando saber a
sobrevivéncia das mesmas ao estresse fisico, como a luz UV, que foi o caso deste trabalho.

Entretanto, é possivel fazer uma simples relacéo entre a capacidade fotoprotetora que
0s antioxidantes podem oferecer e o aumento da viabilidade da Saccharomyces boulardii
neste teste.

Pereira (2008), em seu trabalho, avaliando a capacidade fotoprotetora de sementes de
oliva e uva pela metodologia desenvolvida por Mansuar (1984), concluiu que as sementes de
uva e oliva com adi¢do de metoxicinamato de octila possuiam fator de protecéo igual a 12,50
e 12,17, respectivamente. Também utilizando a metodologia descrita por Mansur (1984),
Souza, Campos & Parcker (2013), fizeram um estudo avaliando a atividade fotoprotetora da
acerola, no qual obtiveram como resultado um FPS (Fator de prote¢do) 13,65, todos esses
valores estdo acima dos ditos pela ANVISA, que considera um fator de protecéo ideal o FPS
de 0,70.

Os antioxidantes sdo capazes de diminuir ou prevenir uma oxidagdo, desta forma,
utilizar compostos que possuem elevada atividade antioxidante € uma solugdo na inibi¢do
deste processo. Estudos na area provam a capacidade de compostos antioxidantes em retardar

0 envelhecimento, por evitar a formagdo do ROS, podendo estes resultados serem
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extrapolados para o estresse oxidativo causado pela indugéo de radiagédo UV (BALOGH et. al,
2011).

CRUZ et. al. (2017) avaliando a integridade da membrana de leveduras submetidas a
estresse oxidativo provocado pelo peréxido de hidrogénio, mostrou que os antioxidantes nao
foram capazes de oferecer protecdo a membrana das leveduras, uma vez que seus compostos
hidrofébicos ndo sdo facilmente incorporados as membranas das células. Neste trabalho, o
extrato de acerola utilizado como antioxidante demonstrou capacidade de protecdo as
leveduras, obtendo crescimento maior que o controle, entretanto, os extratos se mostraram

mais eficientes nas analises com a oxidagdo submetida pelo peroxido de hidrogénio.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerados antioxidantes por apresentarem quantidades significativas de compostos
fenolicos e acido ascorbico, promovendo a remogéo de radicais livres e agir como redutores,
minizando os efeitos do estresse oxidativo, a aplicagdo do extrato de acerola como substancias
antioxidante em leveduras S. boulardii apresentou resultados evidentes na viabilidade celular
quando submetido ao estresse fisico pela luz UV em comparacdo ao estresse quimico causado
pelo uso do perdxido de hidrogénio, enquanto 0s grupos que ndo receberam o extrato
mostraram reducdo na sua viabilidade celular. Além disso, foi visto que o grupo de células S.
Boulardii com antioxidante e ndo submetidas a estresse oxidativo, obtiveram resultados
melhores que o demonstrado pelo grupo controle, servindo como controle do tratamento com
0 extrato de acerola mais a adicdo do agente estressor (H20,).

Esse fato pode ser de grande importancia para industrias de probi6ticos, indicando que
a adicdo do extrato de acerola em conjunto com a levedura apresentam resultados
promissores, mantendo a viabilidade dos microrganismos diante dos tipos de estresse
oxidativos que esses possam vir a sofrer, garantindo a eficicia da acdo da célula e tornando o

alimento mais nutritivo.
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