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"Se dois homens vém andando por uma estrada,

cada um carregando um pao, e, ao se encontrarem,

eles trocam os paes, cada um vai embora com um pao...
Porém, se dois homens vém andando por uma estrada.
cada um carregando uma idéia, e, ao se encontrarem,

eles trocam as idéias, cada homem vai embora com duas idéias..."

Provérbio chinés
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Saccharomyces cerevisiae ¢ provavelmente a levedura mais importante e largamente
utilizada desde tempos mais remotos em panificagdo e na producdo de etanol, incluindo
fabricagdo de cervejas e vinhos. Cerca de 11 milhdes de toneladas de células secas por ano
desta levedura sdo geradas como subproduto das industrias de alimentos e alcooleira, o que a
torna uma matéria-prima barata.

Saccharomyces cerevisiae tem a B-glucana como um dos principais componentes da
parede celular. Este polissacarideo reduz o nivel de glicose na corrente sangiiinea, e, além
disso, apresenta propriedade anti-tumoral e anti-inflamatdria.. A B-glucana tem sido utilizada
em varios setores como na industria de alimentos, no tratamento e prevencao de doencas e na
industria de cosméticos.

A industria de cosméticos tem crescido muito e vem sendo objeto de muitos estudos e
analises. Os investimentos nessa indlstria para o langamento de novos produtos sdo cada vez
maiores. Novos produtos surgem baseados em substincias bioativas obtidas da grande
biodiversidade brasileira e a -glucana ¢ um exemplo dessas substancias.

Nesse trabalho, produziu-se “ghosts” de Saccharomyces cerevisiae contendo [3-
glucana para serem utilizados no preparo de emulsdes. Estas emulsdes foram preparadas
utilizando 6leo de buriti e suspensdo aquosa de B-glucana, variando a concentragdo dos dois
biocomponentes: 20 e 50% (v/v) de 6leo e 0,05, 0,1 e 1,0 % (v/v) de B-glucana.

A amostra contendo 50% (v/v) de 6leo e 0,05% (v/v) de B-glucana foi a que formou a
emulsdo mais estavel, gerando somente uma fase, que demorou algumas horas para perder a

estabilidade. J4 as demais emulsdes apresentaram separacdo das fases aquosa e organica logo
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apos a preparagdo. A amostra contendo 50% (v/v) de 6leo e 0,1% (v/v) de B-glucana também
apresentou certa estabilidade formando uma fase de emulsdo entre as fases aquosa e organica

depois de algumas horas.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

Os biopolimeros tém sido objetos de intensa pesquisa, tendo em vista seu elevado
potencial de aplicagcdo em diferentes setores. Os polissacarideos de origem microbiana além
de apresentarem propriedades similares ou superiores aos de origem vegetal e algas marinhas
sd0, muitas vezes, capazes de formar solugdes viscosas. Alguns deles também formam géis
em meio aquoso, mesmo em baixas concentragdes e, em alguns casos, esses biopolimeros sao
utilizados como substratos para o desenvolvimento de novos produtos (Barbosa et al., 2004).

Dentre os biopolimeros mais estudados trataremos em especial da B-glucana.
I.1) B-glucana

B-glucanas sdo polimeros nao ciclicos de anidroglicose unidos por ligacdes B-1,3
glicosidicas contendo ramificagdes B-1,6 que desempenham uma variedade de fungdes
biologicas. Podem ser encontradas em microorganismos € plantas superiores, como principais
constituintes da parede celular, como material citoplasmatico, material de reserva vacuolar e
como substancias extracelulares (Hinton & Pressey, 1980).

As B-glucanas foram identificadas pela primeira vez ha 40 anos, e desde entdo, suas
atividades tém sido amplamente estudadas e utilizadas na pratica. Sdo recomendadas na dieta
humana por apresentarem inumeras propriedades bioativas, sdo imunoestimulantes, reduzem
o nivel de glicose na corrente sangiiinea, e, além disso, apresentam propriedades anti-tumoral
e anti-inflamatoria.

Este polissacarideo € o principal componente da parede celular de leveduras, chegando
a até 30% do peso seco da célula. A parede celular de Saccharomyces cerevisiae contém duas
fragdes de B-1,3 glucana (uma soltivel em dlcali e outra insolivel) e uma fragcdo de B-1,6
glucana com poucas ligacdes B-1,3 (insolivel em alcali e solivel em solucdes diluidas de
acido). As B-1,3 glucanas tém tamanho estimado de 1.500 residuos de glicose, enquanto que
as B-1,6 glucanas sdo menores, apresentando de 150 a 200 residuos (Stratford, 1994). A

Figura 1 mostra a estrutura de B-glucanas.
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Figura 1: Estrutura de B-glucanas (Fonte: www.scientificpsychic.com/fitness/carbohydrates2.html)

O interesse comercial em polissacarideos da parede celular de leveduras vem
aumentando (Nguyen et al., 1998) e as B-glucanas vém ganhando destaque nas industrias. Isso
ocorre principalmente porque essas substancias bioativas estdo disponiveis em larga escala ja
que a levedura S. cerevisiae ¢ um subproduto das industrias de fermentagdo. Sendo assim,
esse polissacarideo tem sido amplamente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e de

CcOSmMEticos.

1.2) Fontes de B-glucana

1.2.1) Grdos de Cereais

As B-glucanas existem em cereais como fibras soliveis que formam os componentes
estruturais das paredes celulares dos graos e se concentram principalmente na camada sub-
aleurona e aleurona, onde estdo presentes as maiores quantidades de células da parede. Sao
polissacarideos lineares, ndo ramificados, compostos por unidades de glicose (B-D-
glicopiranosil) unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4 e B-1,3. As ligagdes B-1,4 respondem
aproximadamente por 70% das ligacdes glicosidicas, € ocorrem em seqiiéncia de duas ou trés
unidades de glicose, interrompidas por uma ligagdo B-1,3 isolada. Sdo soluveis em agua e
resistentes aos processos digestivos humanos. Existem diferengas entre as B-glucanas do
farelo e do endosperma. As B-glucanas do farelo produzem solugdes com viscosidade mais
alta e apresentam maior concentracao de proteinas e outros carboidratos do que as solugdes de
B-glucanas do endosperma (De Sa & Soares, 1998).

Este polissacarideo atua como fibra alimentar, estando presente em minimas

quantidades no trigo e centeio, porém em grande concentragdao em aveias ¢ em cevada (De Sa



& Soares, 1998). A Figura 2 mostra os cereais que apresentam as maiores concentragdes

dessas fibras alimentares.
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Figura 2: Cevada e Aveia (Fonte:pt.wikipedia.org)

As B-glucanas presentes em cereais diminuem a taxa de colesterol, principalmente em
individuos hipercolesterolémicos e atenuam a resposta glicémica e insulinica pds-prandial, o
que possibilita sua utilizagdo no controle ou retardo do aparecimento de doengas cronicas,

como doencas corondrias e diabetes melito (De Sa & Soares, 1998).

1.2.2) Algas

As algas sdo organismos eucariotos relativamente simples, que ndo possuem tecidos
(raizes, caules e folhas), podendo ser unicelulares ou pluricelulares (agregados de células
formando colonias ou filamentos). Normalmente, sdo organismos fotoautotroficos, que usam
a luz solar como fonte de energia e o CO, como fonte de carbono, sendo, assim, incapazes de
crescer na auséncia de luz e utilizar compostos organicos.

Existem trés divisdes principais onde estdo classificados estes organismos
fotossintetizantes unicelulares: Euglenophyta (Euglendfitas), Pyrrhophyta (Dinoflagelados) e
Chrysophyta (Crisofitas). As crisofitas sdo subdivididas em trés classes: Chrysophyceae
(algas douradas), Xanthophyceae (algas verde-amareladas) e Bacillariophyceae
(diatoméceas). As algas diatomaceas sdo organismos em geral unicelulares de grande

importancia na composi¢do do fitoplancton, constituindo a fonte alimentar primdria para a



fauna aquatica. A maioria das espécies desta classe € planctonica, porém podemos encontrar
algumas espécies em sedimento ou sobre outras algas ou plantas.

A principal substincia de reserva das diatomaceas ¢ o carboidrato chamado
crisolaminarana, a qual estd localizada dentro de vesiculas celulares. A crisolaminarana de
diatomaceas difere da laminarana, que ¢ o material de reserva das macroalgas marrons, por
ndo apresentarem terminais redutores de manitol. A descoberta de B-1,3 glucana O-
substituida, com ramificagdes em C-6, que compreendia aproximadamente 14% do peso seco
da diatomdcea marinha Phaeodactylum tricornutum, foi a primeira caracterizacdo quimica
detalhada da crisolaminarana. Myklestad (1989) estudando o polissacarideo de reserva da
diatomacea Skeletonema costatum, caracterizou sua estrutura como sendo uma cadeia média
de 11 unidades de D-glicose (1-3) ligadas, com ramificacdes nas posi¢cdes 2 e 6. Este foi o
primeiro registro de ligagdes 1,2 em polissacarideos de reserva de microalgas, sendo também
mais tarde identificadas em algas do continente Antartico.

A fun¢do mais conhecida da B-1,3 glucana nas diatoméceas ¢ como produto de
reserva. A existéncia de uma exoenzima [-1,3 glucanase em diatomdceas marinhas
provavelmente tem a funcdo de hidrolisar esta glucana. A glicose produzida em quantidade
consideravel fornece energia para os ciclos metabdlicos das microalgas e pode suprir o
esqueleto carbOnico para a biossintese de aminoacidos. Outra funcdo atribuida a
crisolaminarana em diatoméceas pode estar envolvida no desenvolvimento dos esporos, uma

vez que estas estruturas sdo formadas sob condi¢des de grande acumulo de glucanas.

1.2.3) Cogumelos

As B-glucanas dos cogumelos sdo polissacarideos com funcdo estrutural na parede
celular do micélio, dos oOrgidos de frutificagdo do fungo, ou ainda podem ser
exopolissacarideos. As [-glucanas da parede celular estdo ligadas a quitina
(glucosaminaglicana) e proteinas (Mol ef al., 1990). Essas moléculas sdo estruturas altamente
ordenadas, formadas principalmente por unidades de glicose (anéis do tipo f-
glicopiranosidico), diferenciando-se da celulose das plantas, por exemplo, pelo tipo de ligagdo
entre as unidades desses agucares da cadeia principal e por possuirem ramificagdes,
apresentando usualmente elevado peso molecular (Cleary ef al., 1999; Shu et al., 2003). Essas
caracteristicas conferem agdes biologicas distintas a estas macromoléculas sendo a estrutura
quimica, um fator fundamental para a atividade das pB-glucanas sobre o sistema imunoldgico

(Brown & Gordon, 2001; Beta Glucan Research, 2003).



Agaricus subrufescens Peck (=Agaricus blazei Murrill sensu Heinemann, =Agaricus
brasiliensis Wasser, Diduck, de Amazonas & Stamets), popularmente conhecido no Brasil
como Cogumelo Medicinal, ¢ um fungo nativo e cultivado no pais. Devido as suas
propriedades medicinais, particularmente em relacdo ao conteudo e a estrutura da B-glucana
com atividade bioldgica, este vem ganhando importancia em diversos paises, principalmente
para uso nutracéutico (Camelini et al., 2005). A Figura 3 mostra uma fotografia de Agaricus

subrufescens e a Figura 4 representa a estrutura da parede celular de um cogumelo.

Figura 3: Frutificacdo de Agaricus subrufescens com pileo aberto e detalhe da estrutura quimica da (1—6)-
(1—3)B-glucana isolada deste fungo (Fonte: Camelini et al., 2005)
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Figura 4: Esquema da estrutura da parede celular de um cogumelo (Fonte:
www.iq.unesp.br/flotacao/MODULO4/aulal/aulal.htm#4)
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1.2.4) Leveduras

As leveduras s3o a mais antiga fonte de proteinas unicelulares, consumida
inconscientemente pelo homem através de produtos naturais, bebidas e alimentos elaborados
por processos fermentativos ao longo dos tempos.

A B-glucana de leveduras consiste em polimeros de cadeias lineares e ramificadas. As
estruturas de cadeia linear sao polimeros de -1,3 glicose e as ramificadas, polimeros de -1,6
glicose. Os polimeros ramificados consistem em uma cadeia de B-1,3 glicose contendo varios
graus de ramificagdes de B-1,6 glicose (Shu et al., 2003). As B-glucanas de leveduras possuem
propriedades imunoestimulante, podendo aderir a varias c€lulas do sistema imunologico nao
especifico, como macrofagos e neutrdfilos. PGG-glucana ou poli-[1,6]-B-D-glicopiranosil-
[1,3]-B-D-glicopiranose ¢ uma p-glucana de Saccharomyces cerevisiae geneticamente
modificada que vem sendo avaliada em estudos clinicos como um agente imunoestimulante e

um modificador de resposta bioldgica (Shu et al., 2003).

1.3) Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ considerada um organismo modelo para
estudos das células eucaridticas e tem sido amplamente utilizadas em produ¢do de etanol
combustivel, bebidas e paes. E um organismo eucarioto pertencente ao reino Fungi. Esta
levedura ¢ constituida de uma unica célula, a qual, geralmente, se apresenta sob a forma oval
ou esférica. A multiplicagdo destas células da origem a uma colonia de aspecto semelhante ao

de uma bactéria (Stratford, 1994). A Figura 5 mostra células e colonias de leveduras.

Figura 5: Colonias (a) e Célula (b) de S. cerevisiae. Leveduras selvagens (Fonte: Amorim, 2005)



Suas células possuem 5-10 um de didmetro e se reproduzem por brotamento (Figura
6). E muito 1til no estudo do ciclo celular, pois ¢ de facil cultivo, mas como um ser eucarioto,

possui uma estrutura interna complexa, similar a dos vegetais e animais (Stratford, 1994).

Figura 6: Saccharomyces cerevisiae (Fonte: http:/cosmeticbaz.tripod.com/cmglucan.htm)

1.3.1) Estrutura Interna da Levedura Saccharomyces cerevisiae

A estrutura interna da célula desta levedura apresenta as organelas caracteristicas de
uma célula eucaridtica, como nucleo, mitocondria, reticulo endoplasmatico e outras (Figura
7). De forma semelhante as plantas, a levedura S. cerevisiae tem parede celular rigida e
também um grande vactolo no citoplasma, o qual pode acumular dgua e, assim, alterar o
volume da célula. Por esta razdo, estas células podem aumentar ou diminuir de volume e até
mesmo perder toda 4gua sem perda de viabilidade. O material genético esta organizado, no

nucleo destas células, em 16 cromossomos.

Mitocondria

Figura 7: Estrutura celular de levedura Saccharomyces cerevisiae (Fonte: Stratford, 1994)


http://cosmeticbaz.tripod.com/cmglucan.htm

1.3.2) Parede Celular da Levedura Saccharomyces cerevisiae

As células de leveduras sao envolvidas por uma resistente e rigida parede celular que
representa 20-25% do seu peso seco (Fleet, 1991; Klis, 1994). A parede celular de leveduras
tem muitas funcdes: prote¢do fisica, estabilidade osmotica, suporte de enzimas, adesdo
célula/célula e barreira de permeabilidade seletiva. Além dessas fungdes, a parede celular
promove rigidez e transporte de nutrientes para o citoplasma, proporcionando a integridade, o
metabolismo e o crescimento celular. A parede celular ndo € uma estrutura estética e sim, uma
estrutura em constante crescimento e mudanca. Os componentes da parede celular sdo
sintetizados e unidos entre si, onde estruturas especializadas, como os septos, sdo formados
em sincronia com o crescimento e divisdo celular (Fleuri & Sato, 2004).

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ formada por trés
componentes principais: glucana, que ¢ um polimero composto por unidades de glicose
unidas por ligagdes B-1,3 e B-1,6, mananaproteinas e quitina, que ¢ um polimero de -1,4 N-
acetilglicosamina. Possui duas camadas principais: uma externa, composta de
mananaproteinas ¢ uma interna, de glucana. A camada de mananaproteinas sobrepde a
camada de glucana, o que explicaria a resisténcia das células vivas de leveduras ao ataque de
misturas enzimaticas elaboradas por alguns microorganismos (Fleuri & Sato, 2004). A Figura

8 representa a estrutura da parede celular de Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 8: Composigdo e estrutura da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (Fonte: Stratford, 1994)



1.3.3) Enzimas Liticas

Existem microrganismos capazes de lisar a parede celular de leveduras. Estes
microrganismos utilizam algumas enzimas que agem em grupos especificos da parede celular,
e em conjunto degradam esta parede. As enzimas mais importantes para o rompimento da
célula sdo a protease litica especifica, para degradar a camada externa de mananaproteina, e a
B-1,3-glucanase litica, para degradar a camada interna de glucana. Dentre outras utilizacdes,
as enzimas liticas podem ser usadas no pré-tratamento para ruptura mecanica de células, pois
reduz a energia necessaria € aumenta a eficiéncia do processo.

As enzimas liticas tém sido utilizadas também como ferramenta para determinacdo da
composi¢do da parede celular de leveduras e no estudo do mecanismo da sintese da parede

celular para controle de leveduras patogénicas (Fleuri & Sato, 2004).

1.3.4) Sacchoromyces cerevisiae como fonte de [3-glucana

No Brasil, sdo geradas cerca de 11 milhdes de toneladas por ano de células de
leveduras como subprodutos das industrias de alimentos e alcooleira. Devido a presenga de
inumeras substancias bioativas estas células possuem alto valor nutricional. Mas a degradacao
da parede celular e a separagdo dos compostos bioativos presentes na parede ou no interior
das células sdo processos ainda desafiantes. No entanto, substancias intracelulares de baixo
peso molecular sdo facilmente obtidas apds permeabilizagdo das células com solvente
organico e vigorosa agitagdo (Serrano et al., 1973). As membranas do citoplasma e das
organelas celulares sdo rompidas e a barreira de permeabilidade celular ¢ desfeita. As
estruturas obtidas sdo denominadas ‘“ghosts”, onde o material de revestimento ¢ a parede
celular, e o nlcleo, as macromoléculas intracelulares.

Os “ghosts” sdo estruturas de grande interesse visto que possuem a parede celular
integra e composta por cerca de 48-60% de B-glucana. Além disso, muitos trabalhos
cientificos confirmam os beneficios causados pela ingestdo desse polissacarideo quando este

provém da parede celular de leveduras.



1.4) Aplicacoes de B-glucanas

1.4.1) p-glucanas na industria de alimentos

Até recentemente, a expressdo “alimentos funcionais” estava restrita a profissionais
das areas de saude e nutri¢ao. No inicio da década passada, o tema migrou dos laboratdrios e
congressos cientificos para a midia e, em pouco tempo, a discussdo sobre alimentos
funcionais e nutracéuticos ganhou espaco junto a sociedade.

As B-glucanas sdo ingredientes funcionais em potencial e a conveniéncia ou nao de
estimular sua incorporagdo em alimentos deve ser mais estudada. Na industria de alimentos
tem sido utilizada em produtos como fibras alimentares, espessantes, estabilizantes nao
caléricos, em sorvetes e cremes, em produtos extrusados para a melhoria da textura e também

pela sua capacidade de formar gel (Nguyen et al., 1998).

1.4.2) p-glucanas em tratamentos e prevengoes de doengas

Na industria farmacéutica, as [-glucanas tém sido utilizadas por sua acdo
hipocolesterolémica e hipoglicémica, pela capacidade de aumentar as resisténcias do sistema
imunologico no tratamento de certos tumores malignos, em infec¢des causadas por algumas
bactérias e virus, e em pomadas, agindo como antiinflamatdrio e diminuindo irritacdes na pele
(Nguyen et al., 1998).

Alguns estudos tém demonstrado que dietas suplementadas com farelo de aveia
promovem decréscimo significativo do colesterol sérico total, fragdo LDL-colesterol e da
razdo HDL/LDL colesterol em humanos hipercolesterolémicos e animais. (Braaten et al.,
1994; Behal et al, 1997; Bell et al., 1999; Chen et al., 1981). Esta qualidade
hipocolesterolémica da aveia ¢ atribuida principalmente as [-glucanas que possuem
capacidade de aumentar a sintese de acidos biliares e reduzir a absor¢dao do colesterol
resultando, por conseguinte, na diminuicdo do colesterol sanguineo (De Sa & Soares, 1998;
Duarte & Costa, 1997). Também existem evidéncias de que as B-glucanas tém efeito protetor
no desenvolvimento do cancer de c6lon e na menor absor¢ao da glicose por diabéticos (De Sa
& Soares, 1998; Hallfrishcht et al., 1995; Pick et al., 1996).

Desde 1940, cientistas vém pesquisando um produto obtido a partir da levedura
Saccharomyces cerevisiae, comercializado como Zymosan® na Europa. Este produto inclui a

parede celular da levedura, e ¢ constituido por proteinas, lipidios e polissacarideos, com
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capacidade de ativar células independentes do tipo de agressor, virus, bactérias, fungos,
parasitas e células tumorais. Em 1960, foi descoberto que a substancia ativa da levedura era o
polissacarideo B-glucana, e em 1975, este composto foi testado na forma injetavel, em nove
pacientes com cancer maligno de pele, no National Cancer Institute (USA), obtendo-se

significante redugdo das lesdes em curto periodo de tempo (Beta Glucan Research, 2003).

1.4.3) p-glucanas na industria de cosméticos

O envelhecimento da pele e o estresse submetido a ela t€ém se tornado sérios
problemas. Uma das solu¢des para manter a pele em sua condi¢do natural e saudavel ¢
suplementéa-la com compostos biologicamente ativos. Extratos crus de leveduras sdo usados
em cosméticos e aplicagdes farmacéuticas ha muito tempo por possuirem fortes propriedades
antioxidantes, combatendo radicais livres. (Kim & Yun, 2006).

A B-glucana isolada da parede celular de leveduras contém uma fra¢ao insoluvel em
agua que ndo ¢ adequada para algumas aplicacdes. Porém, as propriedades toxicologicas
indesejaveis da glucana insoluvel, como a formacdo de granulomas, tém atraido interesses em
preparacdes de glucana insoluvel para cosméticos.

B-glucanas apresentam resultados bastante promissores no combate ao envelhecimento
da pele, estimulam as células imunologicas da pele o que leva ao aumento da formagdo das
células basicas para a manuten¢do da firmeza da pele, isto ¢, coladgeno e elastina (A Calvicie e

o Rejuvenescimento, 2007).

1.5) Cosméticos

Ao contrario do que ocorre em muitos outros setores industriais, a induastria de
cosméticos tem crescido muito e vem sendo objeto de muitos estudos e andlises, sejam
académicos ou nao.

A industria de cosméticos € classificada como um segmento da industria quimica,
juntamente com perfumaria, higiene pessoal e limpeza. Juntos, esses segmentos respondem
por algo em torno de 1/8 da producdo da industria quimica mundial. Com todo o investimento

que a industria de cosméticos vem movimentando podemos observar que diversos novos
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produtos tém sido langados no mercado. Esses produtos contém as mais variadas formulagdes,
como por exemplo, cosméticos contendo B-glucana.

Cosméticos a base de P-glucanas sdo comercializados por diversas empresas.
Pesquisas mostram que cerca de 0,04% desse polissacarideo em produtos relacionados a
Fatores de Prote¢do Solar (FPS) diminui consideravelmente a formagdo de peroxidos na
superficie da pele — 59% de inibicdo. Quando a concentragdo desse polissacarideo ¢
aumentada para 0,2% a protecao ¢ quase completa — 94,9%
(http://cosmeticbaz.tripod.com/cmglucan.htm acesso em fev. de 2007).

Assim, encontramos no mercado desde cosméticos com concentragcdes muito baixas de
B-glucana até formulagdes contendo valores mais elevados, como por exemplo, um creme a
base retinol e vitaminas contendo 1% de B-glucana (Figura 9). A Tabela 1 apresenta a

composi¢ao desse creme comercial.

o 1% Beta Glucan
Taerapy Croam i

s MM 3 s 1 Vi

Sein g o, p 1T graed

i

o FO5E - pnrimar FETE

Figura 9: Creme a base de B-glucana (Fonte: http://www.mydiscountvitaminsonline.com)

Tabela 1: Composicdo do creme a base de f-glucana

Ingredientes

Agua, Propileno Glicol, Sorbitol, Estearato de Glicerina, Stearth-20

600mg de B-glucana, Retinol A 600.000 TU

Vitamina E, 1000 IU metil parabeno, propil parabeno

Fonte: http://www.mydiscountvitaminsonline.com
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Outro componente que tem sido facilmente encontrado nas formulagdes de cosméticos €
o oleo de buriti. No mercado temos acesso facil a cremes, sabonetes, entre outros cosméticos

contendo esse 6leo em sua composicao (Figuras 10, 11 e 12).

Figura 10: Oleo trifasico de buriti (Fonte: www.natura.com.br)

Figura 11: Desodorante corporal de polpa de buriti (Fonte: www.natura.com.br)

Figura 12: Sabonete esfoliante de buriti com semente de linhaca (Fonte: www.natura.com.br)
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1.6) Buriti

Buriti ¢ um nome derivado do tupi-guarani e significa “o que contém agua”. Tipico
das regides brejosas, o buriti ¢ uma palmeira de grande porte, com até 35m de altura e folhas
grandes dispostas em leque. Suas flores sdao amareladas e caem em longos cachos. O fruto
castanho-avermelhado tem superficie revestida por escamas brilhantes e polpa de cor amarelo
forte. Nas regides onde se encontra, o buriti ¢ a planta mais importante, de onde o homem
local aprendeu a retirar parte essencial do seu sustento. Por isso é considerada pelos nativos
como a Arvore da Vida, pois dela tudo se aproveita. E explorada de diversas formas: fruto
para consumo in natura; extragdo de oleo; doces; sorvetes; vinho da polpa: tocos para postes,
pontes e canoas; extra¢do da larva de um coledptero conhecido por “turu” no Brasil e “suris”
no Peru; folhas usadas em coberturas; fibras para confec¢do de cordas, redes e esteiras. Outro
uso corrente do fruto é na alimentacio animal. E uma fruta muito rica em Vitamina C,
Vitamina A, contendo também o6leo, Calcio, Ferro, Niacina, Riboflavina e Tiamina. Seu uso
cosmético ¢ devido a sua composicdo em acidos graxos: o 6leo de buriti possui propriedades

emolientes, que proporcionam maciez e um toque sedoso a pele.

Wi
: 1 Lo

s

Figura 13: Arvore e Fruto do Buriti (Fonte: http://pt.wikipedia.org)
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1.7) Emulsao

Emulsdo ¢ a mistura de dois liquidos imisciveis, sendo que um deles fica disperso no
outro, na forma de pequenos globulos. O liquido que forma os globulos ¢ chamado de fase
dispersa, e o outro de fase continua. Na fase dispersa, o tamanho das particulas pode variar de
0,1 a 5,0 pum (Stratford, 1994).

Normalmente, as emulsdes sdo instaveis, necessitando-se de um agente estabilizante.
Quando a gordura esta em contato com a agua, ocorre uma grande tensdo interfacial entre as
fases. O agente emulsificante atua reduzindo esta tensdo, permitindo a formag¢do de uma
emulsdo sem muito gasto de energia, além de aumentar a estabilidade do sistema. Para que
1sso ocorra, os agentes emulsificantes devem possuir afinidade com a 4gua e com a gordura ao
mesmo tempo, isto ocorre quando ha grupamentos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma
molécula. Exemplos de agentes emulsionantes sdo os detergentes, que sdo capazes de
emulsionar 6leos em agua, criando uma suspensao coloidal (Stratford, 1994).

Como exemplo de emulsdes tipicas pode-se citar a maionese e o leite, ambos
apresentam a gordura como fase dispersa na dgua. Também podemos tomar como exemplo, a
industria farmacéutica, que wusa preparacdes gordurosas finamente divididas em

suspensdo (Stratford, 1994).
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CAPITULO II - OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi obter “ghosts” de levedura Saccharomyces cerevisiae
contendo B-glucana da parede celular, e utilizar esses “ghosts” para a preparagdo de emulsdes

estaveis com 6leo de buriti visando aplica-las em cosméticos.
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS

I11.1) Microorganismo
O microorganismo utilizado foi Saccharomyces cerevisiae proveniente do fermento da

marca Fleischmann.

I11.2) Matérias-primas utilizadas
O o6leo de buriti utilizado foi proveniente da BERACA, gentilmente cedido pelo
Laboratério de Tecnologia de Produtos Naturais do Prof. Daniel Weingart Barreto. A enzima

utilizada foi amiloglicosidade fungica de Rhizopus (280 U/mL) proveniente da SIGMA.

I11.3) Metodologia
1I1.3.1) Preparagao dos “ghosts”
Os “ghosts” foram obtidos seguindo a metodologia proposta por Ferreira (2007).

Permeabilizacido celular

Suspendeu-se o fermento de panificacdo em tampdo acetato 0,075 mM e 0,4% de
etanol e agitou-se em vortex. Para liberagdo da trealose o procedimento de agitacdo foi
repetido algumas vezes com intervalos para repouso da solugdo. Apds a permeabilizagdo, as

células foram lavadas e centrifugadas, e o residuo foi suspenso em tampao acetato 0,2 M.

Tratamento com pérolas de vidro

Aliquotas da suspensdo de células permeabilizadas foram incubadas com pérolas de
vidro. A suspensdo foi submetida a ciclos de agitacdo em vortex com intervalos em banho de

gelo.

Tratamento enzimatico

Apos tratamento com pérolas de vidro, adicionou-se as células tampao acetato 0,2 M,
acido acético 3M e a preparagdo enzimatica, contendo amiloglicosidase. Levou-se a

suspensao ao banho para que houvesse hidrolise total do glicogénio e parcial da B-glucana. Os
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“ghosts” contendo B-glucana parcialmente hidrolisada foram, entdo, lavadas e suspensos em

agua destilada.

111.3.2) Preparo das emulsoes

Foram preparadas seis amostras de emulsdes de 6leo de buriti e suspensdo aquosa de
B-glucana com volume final de 70 mL. As amostras possuiam duas concentracdes diferentes
de dleo de buriti (20 e 50% v/v) e para cada concentracdo de 6leo preparou-se solugdes com
trés diferentes concentracdes de P-glucana (0,05, 0,1 e 1,0% v/v). A Tabela 2 mostra a

composicdo de cada emulsdo.

Tabela 2: Composicdo das emulsdes

Amostra | Oleo (%) | B-Glucana (%)
1 20 0,05
2 20 0,1
3 20 1,0
4 50 0,05
5 50 0,1
6 50 1,0

As emulsdes foram preparadas com auxilio do Ultra-TurraxJ, modelo T-25, marca

KIAO (Figura 14), operando a 13500 rotagdes por minuto durante 5 minutos.

Figura 14: Ultra-Turrax[J, modelo T-25, marca Kiall
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111.3.3) Aquisicao e Tratamento de imagens

As imagens foram obtidas em microscopio optico modelo Eclipse E200, marca Nikon
], com auxilio de camera fotografica acoplada (Figura 15). A ampliagdo total utilizada no
microscopio optico foi de 1000 x e as imagens foram obtidas com o auxilio do programa
Qcapture 2.73.0, marca Quantitative Imaging Corporationl] e o tratamento de dados foi feito
em Matlab 7.0 (The Math Works Inc.,1997). O programa lé¢ uma imagem como um vetor a
duas dimensdes, ou seja, uma matriz onde cada elemento desta corresponde a um Unico pixel

da imagem (Freire et al., 2005).

Figura 15: Equipamento utilizado para aquisi¢do de imagens

O programa desenvolvido por Freire et al. (2005) para determinar o didmetro das
micelas das emulsdes estd dividido em trés componentes principais: a binarizagdo das
imagens obtidas, a quantificagdo das micelas e o célculo de parametros estatisticos. A
binarizacdo consiste na conversao da imagem obtida para uma imagem a preto e branco, com
o seu subseqiiente tratamento de forma a eliminar possiveis ruidos. Esta parte ¢ efetuada de
forma a transformar uma matriz de trés dimensdes em uma matriz de duas dimensdes
composta simplesmente por elementos 0’s (pixels off) e 1’s (pixels on), facilitando o seu
posterior tratamento e quantificacdo dos objetos em causa. A segunda componente do
programa efetua a quantificacdo das micelas, apresentando resultados como didmetro e area
de cada micela. Por tltimo existe uma componente que reune os dados de um determinado
numero de imagens ja quantificadas anteriormente e d4 um resultado final do numero de
objetos analisados, do desvio padrao da medi¢cao do didmetro, o diametro médio final e ainda

o histograma da distribui¢do de tamanhos das micelas.
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111.3.4) Teste de Capacidade de Estabilidade da Emulsdo

Foi realizado um teste para verificar a estabilidade da emulsdo contendo 50% v/v de
6leo de buriti e 0,05% v/v de B-glucana, ja que esta amostra foi a que apresentou melhor
resultado visual, formando apenas uma fase. A capacidade de estabilidade da emulsdao foi
determinada por uma modificacdo do procedimento realizado por Smiles et al. (1989).
Adicionou-se 10 mL da amostra em um tubo graduado e centrifugou-se a 1300 g por 5
minutos numa centrifuga modelo 2K15 da marca SIGMA. Depois, mediu-se o volume das
fases que se separam e o volume de emulsdo que permaneceu estavel. A estabilidade, entao, ¢
calculada através da porcentagem do volume de emulsdao que ndo se separou em relagao ao

volume inicial.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSOES

1V.1) Preparo das emulsoes

A Figura 16 mostra as emulsdes que foram preparadas com diferentes concentragdes
de 6leo de Buriti e B-glucana. E possivel observar que a amostra 4, formada por 50% do 6leo
e 0,05% de B-glucana, obteve o melhor resultado na formagdo de emulsdo. As demais
amostras apresentaram separacao de fases logo apos a preparacdo. A amostra 5, formada por
50% de 6leo e 0,1% de B-glucana, foi uma exce¢do, pois apresentou trés fases: uma fase
aquosa, uma fase orginica e uma fase bem pequena de emulsdo entre as duas fases citadas

anteriormente.

Amostra 4 ‘Amostra 1

:—l

Figura 16: Emulsdes Preparadas

Apos a retirada de aliquotas da amostra 4 e da fase de emulsdo da amostra 5 para
aquisi¢do e tratamento das imagens, as amostras permaneceram em repouso. Depois de 24
horas pdde-se verificar que ocorreu separacao de fases na amostra 4, assim como, verificou-se

também a presenca de uma fase de emulsdo entre as fases aquosa e organica nas duas
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amostras analisadas (Figura 17). Foram novamente coletadas aliquotas das amostras 4 e 5
para aquisi¢cdo e tratamento de imagens, cuidando para que as mesmas fossem retiradas da

fase emulsificada.

Amostra 4 Amostra 1

Figura 17: Emulsdes 24h ap6s a preparago

1V.2) Aquisi¢do e Tratamento das Imagens Digital

A aquisi¢do de imagens para posterior determinag¢do da distribui¢do de tamanhos das
micelas foi realizada logo apds a preparagdo das emulsdes e apos 24 horas, possibilitando

avaliar o processo de perda de estabilidade das emulsdes.

A Figura 18 mostra um exemplo da seqiiéncia de imagens obtidas durante o processo
de tratamento, partindo da imagem original até a ultima imagem tratada usada na

quantificagdo.
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Imagem Original Imagem Binarizada

Imagem Erodida

.Figura 18: Etapas do processo de tratamento das imagens (Miguez, 2006)

1V.3) Distribui¢do do Tamanho das Micelas

A distribui¢cao do tamanho de micelas apresenta um comportamento parecido com o de

uma gaussiana de acordo com as Figuras 19 e 20.

Amostra 4

70 - ~on
60 - —24h
50 -
40 -
30 -
20

10 -

%

um

Figura 19: Distribui¢@o do tamanho das micelas para amostra 4
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Amostra 5
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Figura 20: Distribui¢do do tamanho das micelas para amostra 5

A estimativa dos parametros de ajuste do comportamento gaussiano (Eq.1) para a
distribuicdo de tamanho das micelas foi obtida através da ferramenta so/ver do programa

Excel (Eq.2).

f(x)= Leé_ 20° E
o2 ’

onde :

m :constantel] 3,1416;

e :constante [J 2,718;

[ :constante  média aritmética;

0 :constante [ desvio padrao.

np 2

Jobj =Y (Ve = Vo) 2]

i=1

Na Tabela 3 podemos verificar que o diametro médio das micelas presentes na
amostra 4 ¢ ligeiramente inferior ao das micelas presentes na amostra 5. Apds 24 horas, hd um
pequeno aumento no didmetro médio das micelas da amostra 4 indicando que esta forma uma
emulsdo ndo muito estdvel. Na amostra 5, parece ocorrer fendmeno inverso, houve uma
diminuicao do diametro médio das micelas. Porém, o fato mais relevante na analise relaciona-
se com a diminui¢do do desvio-padrdo, indicando uma maior homogeneidade destas emulsoes
apos 24 h de preparo (Figuras 19 e 20). Esta maior homogeneidade pode ser alcangada por
diferentes mecanismos (coalescéncia ou difusdo molecular) que conduzem a perda completa

da estabilidade da emulsdo. Para verificar qual destes mecanismos ¢ o mais significativo no
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sistema em estudo, ¢ necessario a obtengdo de dados dindmicos em um intervalo de tempo

maior.

Tabela 3: Analise do tamanho das micelas

Amostra 4 Amostra 5
Tempo (h) Didmetro médio (um)  Desvio padrdao  Didmetro médio (um) Desvio padrao
0 0,1941 0,0460 0,2334 0,0373
24 0,2222 0,0342 0,1796 0,0249

1V.4) Teste de Capacidade de Estabilidade da Emulsdo

A amostra 4 foi adicionada em um tubo graduado até a marca de 10 mL e realizou-se o
teste de estabilidade descrito no item 3.3.4. Em seguida verificou-se o volume da emulsao que

nao havia se separado. A capacidade de estabilidade foi, entdo, calculada segundo a Eq.3.

% Capacidade de Estabilidade = H Vf. da emulseNlo H x 100 [3]
0 Vida emulsdo []

O volume final da emulsdo foi cerca de 2,2 mL. Assim, obtém-se:

% Capacidade de Estabilidade = le(’)zo HX 100= 22%
010,00

Este resultado indica que a estabilidade da emulsdo ¢ baixa, estando esse valor um
pouco abaixo do encontrado na literatura para emulsdes contendo suspensdo na fase aquosa.

Porém, outro ponto a ser considerado ¢ o fato de nao ter sido adicionado nenhum agente

emulsificante, o que reduz a capacidade emulsificante.
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CAPITULO V - CONCLUSAO

A geracdo de milhdes de toneladas por ano de células secas como subprodutos das
industrias de alimentos e alcooleira torna a levedura Saccharomyces cerevisiae uma fonte
barata de B-glucana.

A metodologia adotada torna o processo ainda viavel, pois utiliza “ghosts” de levedura
contendo B-glucana, ou seja, ndo necessita de etapas como extracdo e purificacdo desse
polissacarideo, ja que esses processos realizados para obten¢ao de biomoléculas encarecem o
processo.

Dentre as emulsdes propostas, a amostra contendo 50% (v/v) de 6leo de buriti e 0,05%
(v/v) de B-glucana de Saccharomyces cerevisiae obteve o melhor resultado, sendo a unica
amostra que foi completamente emulsificada.

A distribuicao de tamanho das micelas obtidas apos a preparagao da amostra contendo
50% (v/v) de oleo de buriti e 0,1% (v/v) de B-glucana, demonstra que ha uma dispersao, ou
seja, que o tamanho das micelas ndo ¢ uniforme, indicando que a baixa estabilidade da
emulsdo. Outro indicador de sua instabilidade ¢ o aumento do tamanho de suas micelas apos

24 horas.
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CAPITULO VI - SUGESTOES

A metodologia usada neste trabalho pode ser aplicada a outros tipos de 6leo. Podemos
também testar outras concentragdes de 6leo e de B-glucana a fim de obter emulsdoes mais
estaveis.

Outro ponto a ser estudado seria a adi¢do de um agente emulsificante para melhorar a
estabilidade das emulsdes. Além disso, poder-se-ia acompanhar a evolucdo do tamanho das

micelas durante um tempo maior.
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GLOSSARIO

Acido linoléico: E um tipo da gordura do insaturada, mais concretamente poliinsaturada e
pertence ao grupo Omega-6.

Acido oléico: ¢ um 4cido graxo insaturado de cadeia longa possuindo 18 carbonos na sua

estrutura.
H K H H H H H H H H H H H H W H 0
H— &—0—0—¢C T R R
H K 4 H H H H H HoOW W W W H H OH

Agar: Um polissacarideo complexo usado como agente gelatinizante para preparar meios
microbiologicos solidos e semi-solidos. O agar consiste de aproximadamente 70% de agarose
e de 30% de agaropectina. O ponto de fusdo do agar esta acima de 100°C e se torna gel a 40-

50°C.

Brotamento: Reprodugdo assexuada (geralmente de leveduras) que comega como uma

protuberancia da célula progenitora que cresce para formar a célula-filha.

Celulose: E um polimero de "cadeia longa" composto de mondmeros de glicose, E o
componente estrutural primario das plantas e nao ¢ digerivel pelo homem. Alguns animais,
particularmente os ruminantes, podem digerir celulose com a ajuda de micro-organismos
simbioticas. E comum nas paredes celulares de plantas, tendo sido assim notado pela primeira

vez em 1838.

Crisolaminarana: polissacarideo de reserva das diatomaceas.

Emulsao: mistura liquida heterogénea de duas ou mais fases, normalmente ndo misciveis
entre si, mas mantida em suspensdo uma na outra, por forte agitacdo ou emulsionantes que

modificam a tensdo superficial.

Espessantes: Substancias com capacidade de aumentar a viscosidade de solugdes, emulsdes e

suspensoes.
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Esporos: E uma estrutura de reprodugio formada por células hapléides produzidas por

meiose, encontrada em plantas e fungos.

Estabilizantes: sdo aditivos alimentares que asseguram as caracteristicas fisicas de emulsdes
e suspensoes, sendo usualmente aplicados em conservas, doces, sobremesas, lacticinios,
sopas, caldos concentrados, panificagdao, massas, alimentos processados, biscoitos, sorvetes,

achocolatados e sucos.

Eucarioto: Organismo unicelular ou multicelular com células tendo uma membrana ligada ao

nucleo, cromossomos multiplos e organelas internas.

Fungi: Reino de organismos eucariotos que inclui as leveduras, fungos filamentosos e

cogumelos.

Fitoplancton: conjunto dos organismos aquaticos microscopicos que tém capacidade

fotossintética e que vivem dispersos flutuando na coluna de 4gua.

Homeostase: ¢ a propriedade de um sistema aberto, seres vivos especialmente, de regular o
seu ambiente interno de modo a manter uma condicdo estavel, mediante multiplos ajustes de

equilibrio dinamico controlados por mecanismos de regulagao interrelacionados.

Neutrofilos: sao uma classe de células sanguineas leucocitérias, que fazem parte do sistema

imunitario do corpo humano sendo um dos 5 principais tipos de leucocitos.

Macrofagos: células de grandes dimensdes do tecido conjuntivo, ricos em lisossomos, que
fagocitam elementos estranhos ao corpo. Os macréfagos derivam dos mondcitos do sangue e
de células conjuntivas ou endoteliais. Intervéem na defesa do organismo contra infecgdes.

Também sdo ativos no processo de involugao fisioldgica de alguns 6rgaos.

Micélio: Talo dos fungos, composto de filamentos, chamados de hifas, destituidos de

clorofila.

Polimeros: sdo compostos quimicos de elevada massa molecular relativa, resultantes de

reagdes quimicas de polimerizacdo. Os polimeros sao macromoléculas formadas a partir de
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unidades estruturais menores, os monomeros. O numero de unidades estruturais repetidas

numa macromolécula ¢ chamado grau de polimerizagao.

Polissacarideos: Polissacarideos, ou glicanos, sdo carboidratos que, por hidrdlise, originam
uma grande quantidade de monossacarideos. S3o polimeros naturais. Estes compostos
apresentam uma massa molecular muito elevada que depende do niimero de unidades de
monossacarideos que se unem. Podem ser hidrolisados em polissacarideos menores, assim

como em dissacarideos ou monossacarideos mediante a agdo de determinadas enzimas.

Procarioto: Organismo unicelular com um tnico cromossomo, sem envelope nuclear e sem

organela ligada 8 membrana.
Quitina: ¢ um polissacarideo, insoluvel e coérneo formado por unidades de N-
acetilglicosamina. E o constituinte principal das carapacas (exosqueleto) dos artropodes, e

estd presente, com menor importancia, em muitas outras espécies animais.

Saccharomyces cerevisiae: Leveduras utilizadas basicamente na produg¢do de vinhos,

cervejas, pingas, etanol-combustivel e paes.

Vacitiolo: Espaco ou cavidade que se forma no protoplasma de uma célula.
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