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KALIL, IEDA CARNEIRO, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES, dezembro de 2021.
DESENVOLVIMENTO DE PRODUTO PROBIOTICO VEGETAL A BASE DE CACAU
(Theobroma cacao L.) DETERMINA PROTECAO CONTRA O ESTRESSE
TERMICO E QUIMICO NO ORGANISMO MODELO Caenorhabditis elegans VIA
MECANISMO ANTIOXIDANTE. Orientador: Tadeu Uggere de Andrade

RESUMO

A expectativa de vida esta aumentando em todo o mundo, resultando em um
namero maior de idosos, dos quais, muitos podem precisar de mais cuidados de
saude, a medida que a prevaléncia de doencas aumenta com a idade, gerando um
dos principais desafios de saude publica global. Estudos sobre mortalidade especifica
por idade e expectativa de vida mostram que a propor¢ao de mortes em pessoas com
mais de 75 anos aumentou de 12% do total de mortes em 1950 para 39% em 2017.
Diversas teorias sugerem que caracteristicas do envelhecimento devido a danos ou
erros acumulados e resultantes de fatores ambientais ou biolégicos, seriam os
determinantes do processo de envelhecimento. O objetivo desse estudo foi avaliar a
melhor bebida de cacau fermentada por graos de kefir na atividade antioxidante in
vitro e seu efeito sobre a toxicidade, desenvolvimento e estresse oxidativo no
organismo modelo C. elegans. Na primeira etapa foi utilizado o delineamento Box-
Behnken para analise da bebida com melhor atividade antioxidante, sendo que as
bebidas foram preparadas em diferentes concentracdes de cacau (4, 8 e 16%), de
graos de kefir (2, 5 e 10%) e temperatura (25, 30 e 35°C). Foi realizada a analise de
polifendis e flavonoides na bebida com melhor atividade antioxidante comparada a
bebida ndo fermentada. Foi realizada andlise microbioldgica e de toxicidade frente ao
nematodeo C. elegans. Também foram realizados testes de resisténcia ao estresse
oxidativo térmico e quimico e a atividade da enzima catalase nos vermes. Os
resultados foram expressos como média + EPM e submetidos ao teste t nas analises
de comparacdo da bebida de cacau ndo fermentada e fermentada e a analise de
variancia de uma via (ANOVA) nos experimentos com animais. A bebida fermentada
possui uma quantidade maior de polifendis totais em comparacdo com a nao
fermentada, porém ndo possui diferenca no conteudo fendlico total. O produto ndo
mostrou toxicidade na analise por vermes C. elegans revelando ser um produto
seguro. Os vermes tratados com a bebida de cacau fermentada com kefir
apresentaram maior tempo de sobrevivéncia quando submetidos ao estresse térmico
e quimico; e maior atividade da enzima catalase. Conclui-se que a bebida de cacau
fermentada com gréos de kefir possui 6tima atividade antioxidante, ndo é téxica e é
capaz de prevenir 0 estresse oxidativo térmico e quimico por aumentar a atividade da
enzima catalase.

Palavras-chave: probiotico, antioxidante, toxicidade, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Life expectancy is increasing across the world, resulting in more elderly people,
many of whom may need more health care, as disease prevalence increases with age,
creating a major health challenge. global public Studies on age-specific mortality and
life expectancy show that the proportion of deaths in people over 75 years old
increased from 12% of all deaths in 1950 to 39% in 2017. Several theories suggest
that characteristics of aging are due to damage or accumulated errors resulting from
environmental or biological factors would be the determinants of the aging process.
The aim of this study was to evaluate the best cocoa beverage fermented by kefir
beans on in vitro antioxidant activity and its effect on toxicity, development, and
oxidative stress in the model organism C. elegans. In the first stage, the Box-Behnken
design was used to analyze the beverage with the best antioxidant activity, and the
beverages were prepared in different concentrations of cocoa (4, 8 and 16%), of kefir
beans (2, 5 and 10%) and temperature (25, 30 and 35°C). The analysis of polyphenols
and flavonoids in the beverage with better antioxidant activity compared to the non-
fermented beverage was performed. Microbiological and toxicity analysis was
performed against the nematode C. elegans. Tests of resistance to thermal and
chemical oxidative stress and the activity of the enzyme catalase in the worms were
also carried out. The results were expressed as mean + SEM and submitted to the t
test in the comparison analyzes of the unfermented and fermented cocoa beverage
and to the one-way analysis of variance (ANOVA) in the animal experiments. The
fermented beverage has a higher number of total polyphenols compared to the
unfermented one, but it has no difference in the total phenolic content. The product did
not show toxicity in the analysis by C. elegans worms revealing to be a safe product.
Worms treated with the cocoa drink fermented with kefir showed longer survival time
when subjected to thermal and chemical stress, and increased activity of the catalase
enzyme. It is concluded that the cocoa beverage fermented with kefir beans has
excellent antioxidant activity, is non-toxic and can prevent thermal and chemical
oxidative stress by increasing the activity of the catalase enzyme.

Keywords: probiotic, antioxidant, toxicity, oxidative stress.



1. Fundamentacéo tedrica

1.1 Envelhecimento e espécies reativas de oxigénio

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a expectativa de vida esta
aumentando em todo o mundo, resultando em um nimero maior de idosos, dos quais,
muitos podem precisar de mais cuidados de saude, a medida que a prevaléncia de
doencas aumenta com a idade, gerando um dos principais desafios de saude publica
global (WHO, 2018).

Estudos sobre mortalidade especifica por idade e expectativa de vida mostram
gue a proporcdo de mortes em pessoas com mais de 75 anos aumentou de 12% do
total de mortes em 1950 para 39% em 2017. Podemos constatar que houve um rapido
progresso na expectativa de vida de 1950 a 2017; sendo em homens, de 48 anos em
1950 para 71 anos em 2017 e mulheres, a partir de 53 anos em 1950 a 76 anos em
2017 (GBD 2017, 2018). Esses estudos também mostraram como uma porcao
substancial da populacdo mundial sofre perdas nao fatais de saide com consideravel
heterogeneidade entre diferentes causas, locais, idades e sexos (GBD 2017, 2018).

O envelhecimento é um fenbmeno progressivo, comum a todos 0s seres Vivos,
caracterizado por alteracdes morfolégicas, fisioldgicas, psicolégicas e bioquimicas.
Esse processo é complexo, variando de um individuo para outro, levando a perda da
capacidade do organismo em manter a homeostase com o passar do tempo
(Fernando et al., 2018).

Diversas teorias sugerem que caracteristicas do envelhecimento devido a
danos ou erros acumulados resultantes de fatores ambientais ou bioldgicos, seriam
os determinantes do processo de envelhecimento (Figura 1) (Tsai et al., 2021).
Destas, o papel dos radicais livres parece ser crucial na oxidacdo de grandes
moléculas como DNA, proteinas e lipidios, levando na perda da fungao celular,
resultando em doencgas relacionadas com a idade, como cancer, aterosclerose e
doengas metabdlicas (Catana et al., 2018; Zhang et al., 2018). O envelhecimento em
si, também esta relacionado ao declinio cognitivo e com aumento do risco de
desenvolver, por exemplo, doencas neurodegenerativas (Losada-Barreiro e Bravo-
Diaz, 2017).
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Figura 1. Nove caracteristicas do envelhecimento: desgaste dos telémeros, deteccao desregulada de
nutrientes, comunicacao intercelular alterada, alteracdes epigenéticas, perda de proteostase, disfuncao
mitocondrial, instabilidade genémica, exaustdo de células-tronco e senescéncia celular (Tsai et al.
2021).

Embora cientistas tenham proposto diferentes teorias para explicar 0s
mecanismos celulares e moleculares do envelhecimento, tém tornado cada vez mais
claro, que este processo estad relacionado ao acumulo de danos moleculares,
resultando em uma teoria unificada do envelhecimento. Nas reacdes que causam
esses danos, a producdo de radicais livres e outras espécies reativas sao
consideradas os principais motivos (Sadowska-Bartosz e Bartosz, 2014).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo estruturas produzidas
naturalmente no organismo, que possuem como caracteristica a presenca de elétrons
desemparelhados o que confere a essas estruturas, alta reatividade. Uma das
principais EROs existentes € o anion superoxido que origina outras EROs como o
peréxido de hidrogénio (H202) (Sies, 2015).

Por serem moléculas altamente reativas, 0s organismos controlam sua
degradacéo por meio de dois sistemas antioxidantes integrados: o sistema enddégeno
enzimatico, que esta diretamente relacionado a degradacdo do superoxido na agua,
e segundo é o sistema exdgeno ndo enzimatico, nos quais compostos antioxidantes

presentes na dieta que irdo atuar sob as EROs produzidas pelo corpo. No sistema
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enddgeno enzimético as células se defendem dos danos causados pelos agentes
oxidantes por meio da ativagéo dessas defesas antioxidantes, eliminando os radicais
livres e inibindo a oxidacdo (Dubois-deruy et al., 2020; Guimaraes et al., 2020).
Entretanto, frente a modificacGes fisiopatoldgicas também podem levar a producéo e
acumulo de EROs, gerando estresse oxidativo e dessa forma, o estresse oxidativo é
conceituado como um desequilibrio na producéo e eliminacdo de ERO no organismo
(Sies e Jones, 2007; Sies, 2015).

As enzimas que atuam de forma primaria na linha de defesa antioxidante
enddgena séo a superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) (Sharifi-Rad et al., 2020). Tais enzimas agem de forma interligada de modo
que a SOD atua na converséao do oxigénio (O2) em peréxido de hidrogénio (H202) que
€ decomposto em agua (Hz20) e Oz por acdo da CAT, evitando a producao do radical
hidroxila (Sharifi-Rad et al., 2020). Além disso, a GSH-Px converte peréxidos e
radicais hidroxila em formas nao téxicas pela oxidacdo da glutationa reduzida (GSH)
em dissulfeto de glutationa (Liguori et al., 2018; Sharifi-Rad et al., 2020).

Os antioxidantes ndo enzimaticos, exceto os de peso molecular reduzido, sdo
obtidos de fontes alimentares. Estes possuem diversas classificacdes, mas a maioria
corresponde aos polifendis. Outras classes incluem vitaminas, carotendides,
organossulfuretos, minerais e cofatores que sdo importantes para manter a saude
humana (Ratnam, et al., 2006). Muitas das substancias naturais estéo inclusas na dieta
humana e sdo encontradas em vegetais, frutas, cogumelos, especiarias, cha, café e
vinho, enquanto outras sao derivadas de remédios fitoterapicos e fangicos, auxiliando
no combate ao estresse oxidativo (Martel at el, 2020).

O estresse oxidativo é preocupante, uma vez que o acumulo ou falta de controle
da producdo de EROs, embora ndo seja necessariamente considerado um fator
causal, esta envolvido no processo de envelhecimento e em muitas condicbes
patolégicas. Diversos autores demonstram que existe uma relacdo estreita entre o
estresse oxidativo e o desenvolvimento de doencas (Li, Horke, e Forstermann, 2014;
Do Vale e Tirapelli, 2020; Bello-Medina et al. 2019).

Por muito tempo o processo de envelhecimento foi considerado algo inevitavel
e incontrolavel, porém intervencdes genéticas, comportamentais e farmacologicas
tém mostrado melhorar a longevidade sendo eficaz em atrasar o aparecimento de

doencas relacionadas com o avanc¢o da idade (Barzilai et al. 2012).



Atualmente, ha um grande interesse dos profissionais de saude com objetivo
de compreender os determinantes do envelhecimento, abordando processos
ambientais, genéticos e imunoldgicos como possiveis moduladores, e sua relacao
com as espécies reativas de oxigénio (EROSs), tornando-se objeto de pesquisas
cientificas que os mostram como a principal causa do envelhecimento humano.

Sdo muitas as dificuldades metodolégicas do estudo desses fatores
envolvendo a longevidade, por se tratar de fenbmeno muito complexo para se estudar
em humanos (De Benedictis et al., 2001). Assim, passou-se e buscar outros modelos
in vivo para a compreensao da acao de algumas substancias no envelhecimento e a

participagéo do estresse oxidativo neste processo.

1.2 Caenorhabditis elegans como organismo modelo

O verme Caenorhabditis elegans (C. elegans) é um nematoide de vida livre,
nao parasita, que habita a parte liquida do solo, alimentando-se de micrébios,
especialmente bactérias (Riddle et al., 1997).

O curto ciclo de vida util, de cerca de 20 a 25 dias, permite a rapida triagem de
substancias que afetam a longevidade. A embriogénese de C. elegans leva
aproximadamente 16 horas, a 20 °C. Uma casca de ovo praticamente impermeavel é
feita ap6s a fertilizacdo, permitindo que o embrido se desenvolva completamente
independente da mae. No entanto, os embrides sdo geralmente mantidos dentro do
hermafrodita até o estagio de 24 células em que séo colocados. O embrido
hermafrodita eclode com 558 nucleos (alguns nucleos estdo em sincicios multi-
nucleares, entdo a contagem de células € menor) e se torna uma larva de primeiro
estagio (L1). Os animais comec¢am a se alimentar e se desenvolvem através de quatro
estagios larvares (L1-L4). O estagio L1 é ~ 16 horas de duragao; os outros estagios
sdo ~ 12 horas de duracdo. Aproximadamente 12 horas apés a muda L4, os
hermafroditas adultos comegam a produzir progénie por um periodo de 2-3 dias até
gue tenham utilizado todo o seu esperma auto-produzido; progénie adicional pode ser
gerada se o hermafrodita depletado de esperma se acasalar com um macho. Apos 0
periodo reprodutivo, os hermafroditas podem viver varias semanas antes de morrer

de senescéncia (figura 2) (Corsi et al., 2015).
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Figura 2. Ciclo de vida do C. Elegans. Fonte: WormBook

Seu cultivo e manuseio em laboratorio é facil e de custo baixo, utilizando meio
agar alimentado com Escherichia coli (OP50). Sua utilizacdo como modelo para estudar
o desenvolvimento e comportamento animal foi estabelecida por Brenner (1974) por
apresentar rapido ciclo de vida e de reprodugdo, grande capacidade reprodutiva,
pequeno tamanho (até 1,5 mm quando adulto), transparéncia e grande potencial para
analises génicas. Este modelo tem como principal vantagem, a compreensdo das
interacbes moleculares, possibilitando, dessa forma, pesquisas em modelos
vertebrados ou mesmo clinicas mais embasadas. O C. elegans permite estudar
diversas doencas, pois apresenta correspondentes moleculares similares aos
envolvidos em determinadas doencas humanas, dessa forma, as interacdes poderao
ser estudadas, detalhadas, compreendidas e manipuladas e o conhecimento gerado
aplicado no entendimento de doengas. Estima-se que 60-80% dos genes humanos
possuem genes homologos em C. elegans (Kaletta e Hengartner, 2006).

Do ponto de vista toxicologico, C elegans € sensivel a uma ampla gama de
substéancias, incluindo metais pesados, fosfatos organicos e pesticidas (Schouest et al.,
2009; Leung et al., 2008; Wollenhaupt et al., 2014), assim como de componentes
farmacéuticos e fitoquimicos (Schouest et al., 2009).



Entre os parametros mais relevantes para estudo estdo a mortalidade (Dengg
e Van Meel, 2004), a longevidade, a resposta de movimentacdo e de seu
comportamento, a implicabilidade na alimentacdo, no crescimento e na reproducéo
(Anderson, Boyd e Williams, 2001). Estes recursos, em conjunto com o fato de que
foram encontrados genes homodlogos aos humanos, tém contribuido para
compreender inUmeros processos biolégicos comuns a todos os animais, como 0
metabolismo xenobidtico e o envelhecimento. Além disso, inimeras vias celulares
conservadas que controlam o envelhecimento em C. elegans sdo encontradas em
organismos  complexos, incluindo  moscas-das-frutas, @ camundongos e
humanos (Lapierre e Hansen, 2012).

O mercado tem sido impulsionado pelo aumento do envelhecimento da
populacdo aumentando os custos dos cuidados de saude, bem como propulsionando
avancos na tecnologia de producdo de alimentos e uma crescente compreensao da
populacdo de consumidores sobre a relacdo entre alimentacdo e saude (Lapointe,
2008).

Neste contexto, embora o desenvolvimento de medicamentos seja necessario
para atuar sobre problemas especificos de salde da populacdo, o papel nutricional com
alimentos com propriedades funcionais pode ser uma forma eficiente de melhorar a
qualidade de vida. Consequentemente, estudos sobre os efeitos de ingredientes
alimenticios com propriedades antioxidantes sdo de grande interesse nessa area,
sendo os C elegans, uma ferramenta eficaz na triagem desses compostos e da
validagdo da sua bioatividade em diferentes modelos de doengas assim como no
envelhecimento (Lapierre e Hansen, 2012).

1.3 Cacau e suas propriedades

Cacau (Theobroma cacao L.) € um dos cultivos mais antigos realizados pelo
ser humano, sendo originario do México (Colombo, Pinorini-Godly e Conti, 2012). E
tradicionalmente consumido como bebida com ou sem leite. Também tem sido usado
em escala muito maior como ingrediente basico para varios produtos de confeitaria e
chocolates (Bernaert et al., 2012).

O cacau, um dos alimentos mais consumidos no mundo, € rico em compostos

fendlicos. Sabidamente os compostos fendlicos sdo um amplo grupo de substancias
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advindas do metabolismo vegetal, que podem ser distribuidos de acordo com sua
estrutura ou classe. Dentre este grupo, estdo presentes os flavonoides, que sao
encontrados como catequina (0,55 a 3,33 mg/g) e epicatequina (valores variando entre
4,40 e 34,97 mg/g) nas cascas dos graos de cacau (Efraim et al., 2011; Hernandez-
Hernandez et al. 2019).

Os compostos fendlicos, como os flavonoides, sdo de importancia industrial
como compostos com propriedades funcionais, tendo demonstrado exercer efeitos
importantes e benéficos sobre a saide humana (Keen et al., 2005; Ding et al. 2006). E,
de fato, esse dado foi amparado devido ao aumento da funcdo endotelial associado a
ingesta de cacau rico em flavonoides fazendo com que essa propriedade fosse
associada a presenca de compostos fendlicos do vegetal (Wang-Polagruto et al., 2006;
Scalbert e Williamson, 2000).

O cacau é conhecido por apresentar, comparativamente, niveis muito mais
elevados de fendlicos totais e flavonoides do que cha, vinho (Lee et al., 2003), morango,
maca (Hooper et al., 2008) e outros alimentos como o cupuacu em po, além de possuir
uma melhor atividade antioxidante in vitro (Genovese e Lannes, 2009). Assim, 0s
compostos bioativos presentes em todo o cacau, desde a casca até a polpa, diminuem
0 estresse oxidativo celular. Além disso, o chocolate, produto a base de cacau, foi
identificado como um contribuinte significativo para a capacidade antioxidante total
(Vinson et al., 2006).

A ingestdo de cacau tem sido relacionada com varios efeitos sobre a saude,
tais como melhoria da funcdo cardiaca, reducdo da sucessibilidade a oxidacao do
LDL-colesterol, além de reducéo da ativacdo plaquetaria (Sentlirk e Gunay, 2015;
Hooper et al., 2012; Vinson et al., 2006). O cacau em po, rico em antioxidantes, foi
capaz de inibir a oxidacdo do LDL-colesterol e reduzir o estresse oxidativo (Kurosawa
et al., 2005; Martin et al., 2013). Também foi demonstrado ser capaz de reduzir a
hipercolesterolemia e a aterosclerose em camundongos knockout para a
apolipoproteina E, pela reducdo da expressdo de genes relacionados com o
metabolismo, apoptose e inflamacéo (Guan et al., 2016).

Khan et al., (2012) relataram aumento na concentragdo de HDL e reducao de
LDL oxidado em 42 voluntéarios de alto risco quando consumiram leite com cacau em
comparagcdo com leite isolado. Adicionalmente o consumo de cacau rico em

flavonoides por um curto prazo tem demonstrado melhorar véarias facetas da saude
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vascular, estando associado a menor risco de diabetes (Greenberg, 2015), aumento
de 18% na lipoproteina de alta densidade e diminuicdo de 60% em microparticulas
endoteliais (Mcfarlin et al., 2015).

Sabidamente, o cacau € uma fonte de flavonoides e esses compostos fendlicos
podem exercer efeitos benéficos na salde e no envelhecimento, reduzindo o risco de
sofrer doencas crbnicas em idosos, como doencas cardiovasculares, disturbios
metabalicos, cancer, etc, como demonstrado na Figura 3. Estudo recente, conclui que
o0 consumo de cacau parece melhorar a cognicdo geral e a meméria ao modular o
fluxo sanguineo cerebral e outros parametros cardiovasculares contribuindo para a

melhoria da qualidade de vida na populagéo idosa (Martin e Ramos, 2021).

Figura 3. Efeito potencial dos flavonoides do cacau na saude e nas doencas (Martin e Ramos,
2021).

E importante ressaltar que estudos anteriores mostraram que Varios extratos
de plantas, como o0 cacau, sdo capazes de promover a longevidade em organismos
de modelo, como Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Saccharomyces
cerevisiae, entre outros, fornecendo uma base para explorar as eficiéncias anti-
envelhecimento desses extratos vegetais, com a participagdo de mecanismos de
defesa antioxidante (Chattopadhyay e Thirumurugan, 2018).

Munasinghe, et al. (2021) demonstraram que o cacau promove a melhoria da

longevidade devido aos compostos antioxidantes, modulando fatores genéticos que
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regulam o envelhecimento como na sinalizag&o do fator de crescimento semelhante a
insulina / insulina 1 (IGF-1) e respiracdo mitocondrial em C. elegans. Portanto, visto
gue envelhecimento é o fator de risco mais significativo para muitas doencas crénicas,
€ importante o conhecimento dos efeitos dos extratos vegetais como potenciais alvos

para intervencdes naturais anti-envelhecimento (Figura 4).
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Figura 4. Representacao esquematica de varios fendbmenos que, em (ltima anélise, levam a extenséo

da expectativa de vida mediada por diferentes extratos de plantas em organismos modelo. Geralmente,
0s extratos de plantas sdo capazes de mediar esse processo por acdo antioxidante (Chattopadhyay,

Thirumurugan, 2018).

1.4 Probidticos

O consumo de alimentos com propriedades funcionais vem aumentando
bastante como resultado de uma preocupacgédo individual com a saude. Entretanto,
nem todos os alimentos possuem acdo comprovada cientificamente, devido a
variedade de oferta de alimentos e a quantidade de etapas de avaliacdo para que
determinado componente tenha efeito comprovado.

Nos ultimos anos, devido a necessidade de encontrar alternativas terapéuticas

gue possam substituir ou agregar valor as terapias convencionais, varias

11



investigagBes concentraram-se sobre os efeitos dos prebitticos e probidticos e seus
possiveis papéis na reducdo do risco de surgimento de diversas doencgas cronicas.

Probioticos foram definidos como suplementos alimentares microbianos vivos
gue beneficiam a saude dos consumidores, mantendo ou melhorando seu equilibrio
microbiano intestinal (Fuller, 1989). Uma definicho aceita € que eles sao
microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que conferem
beneficios a saude do hospedeiro (Food and Agriculture Organization of United
Nations; WHO, 2001; Sanders, 2003). Ja os prebidticos sdo componentes alimentares
nao digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro, por estimularem
seletivamente a proliferacdo ou atividade de populagbes de bactérias desejaveis no
célon. Os prebidticos podem inibir a multiplicacdo de patégenos, garantindo beneficios
adicionais a saude do hospedeiro. Esses componentes atuam mais freqientemente
no intestino grosso, embora eles possam ter também algum impacto sobre os
microrganismos do intestino delgado (Gibson e Roberfroid, 1995; Mattila-Sandholm et
al., 2002).

Alguns probidticos sédo capazes de modular mecanismos bioldgicos basicos do
envelhecimento, podendo contribuir para o atraso no inicio de varias doencas crénicas
relacionadas a idade e, portanto, efetivamente expandir o intervalo de saude. Muitos
desses, com potencial anti-envelhecimento foram identificados usando principalmente
modelos de organismos invertebrados e de roedores para estudar mecanismos
moleculares detalhados (Sharma e Padwad, 2020). Ha uma crescente
conscientizacdo sobre os beneficios do uso profilatico de probiéticos na manutencéo
da saude e na melhoria da qualidade de vida da populacdo idosa, processo que esta
intimamente ligado & homeostase do microbioma intestinal (Nagpal et al., 2018; Singh
et al., 2019; Bana e Cabreiro, 2019).

Os estudos sobre riscos para a salde mediados por microbiota ganharam forca
nos ultimos anos desde a compilacdo do Projeto Microbioma Humano em 2016.
Existem estudos que comprovam as relagdes entre as caracteristicas da microbiota
intestinal e os metabdlitos circulantes, fornecendo uma nova dire¢do para futuros
estudos com o objetivo de entender a interferéncia da microbiota intestinal na
patogénese de doencas metabdlicas (Liu et al., 2014).

Microbiota € representada pelos microrganismos que coexistem de forma

pacifica com seus hospedeiros. Em fungdo ao tamanho de sua superficie de contato
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e existéncia de substancias capazes de funcionar como nutrientes para diferentes
microrganismos, o intestino € o 6rgdo mais extensamente colonizado, sendo que o
colon possui cerca de 70% dos microrganismos que habitam o homem. Apesar de
existirem mais de 50 tipos de filos bacterianos identificados, apenas dois deles sdo os
dominantes na microbiota intestinal: o Bacteroidetes e o Fermicutes, sendo outros filos
como Actinobacteria e Cyanobacteria, presentes em menor proporgéo (Sekirov et al.,
2010).

A disbiose € o desequilibrio existente na microbiota intestinal e tém crescido as
evidéncias que relacionam a razao Firmicutes (F) e Bacteroidetes (B) (F/B) com
diferentes estados fisiopatoldgicos, funcionando como biomarcador dessas condi¢des
(Mariat et al., 2009; Sanz, Moya-Perez, 2014). Essa disbiose tem sido reportada estar
relacionada com obesidade (Chen et al., 2014; Gérard, 2016; Muscogiuri et al., 2019),
diabetes e resisténcia insulinica (Bordalo et al. 2017; Guadagnini et al., 2019; Shen J.,
Obin e Zhao, 2013), aterosclerose (NIE et al., 2019; Mantziaris e Kolios, 2019) assim
como no processo do envelhecimento (Mackowiak, 2013; Bana e Cabreiro, 2019).
Dessa forma, torna-se relevante o desenvolvimento de produtos probidticos que
possam ser usados como coadjuvantes no tratamento de doencas cardiometabdlicas
associadas ao envelhecimento.

O kefir € uma bebida lactea fermentada semelhante ao iogurte, originaria das
montanhas do Caucaso, regido da antiga Unido Soviética. Apresenta aspecto viscoso
e um leve sabor azedo e alcodlico (Farnworth, 2005). O kefir se diferencia dos outros
leites fermentados tradicionais, como por exemplo, do iogurte, por este ser produzido
a partir de gréos de kefir, os quais sdo formados por uma complexa mistura de
bactérias e leveduras, as quais sao responsaveis pelo processo de fermentacdo que
determina aroma, sabor e textura especificos (Marquina et. al., 2002).

A cultura iniciante do kefir € conhecida como gréaos de kefir, onde estes gréaos
apresentam estrutura semelhante a couve-flor, além de serem gelatinosos e porosos,
de tamanhos variados, e cor branco-amarelada, os quais sdo formados por um
polissacarideo denominado Kefirano, o qual apresenta unidades de glicose e
galactose em proporc¢des iguais, onde nas dobras do polissacarideo esta fixada a
microbiota caracteristica, sendo estas col6nias consideradas simbidticas (Ferreira,
2005).
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A andlise microbiologica do kefir mostrou que sua microflora inclui varias
bactérias benéficas (Acetobacter aceti, Acetobacter sp., Lactobacillus delbrueckii
delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus fructivorans, Enterococcus
faecium, Leuconostoc spp.) assim como o Lactobacillus kefiranofaciens e fungos
(Candida famata, Candida krusei) (Figura 5) (Friques et al., 2015).

Figura 5: Microscopia 6tica e eletrénica dos graos de kefir de leite (Friques et al., 2015).

Alguns estudos sugerem que o leite fermentado a partir dos grédos de kefir, o
kefir propriamente dito, pode ser aplicado como um produto terapéutico em
determinadas doencas. As propriedades funcionais atribuidas ao kefir incluem
reducdo dos sintomas de intolerancia a lactose, estimulacdo do sistema imune,
reducdo do colesterol, efeito anti-hipertensivo e propriedades antimutagénicas,
anticarcinogénicas e anti-envelhecimento (Farnworth, 2005; Lee et al., 2007; Tsai et
al. 2021).

Os gréaos de kefir tém sido usados para fermentacao de varios tipos de bebidas,
entre eles leites de origem animal, como o de vaca (Friques et al., 2015; Klippel et al.,
2016; Santanna et al., 2017) e cabra (Cais-Sokolinska et al., 2015a; Cais-Sokolinska
et al., 2015b; Nehir, et al., 2015; Nurliyani, Harmayani e Surnarti, 2015) e também
bebidas vegetais como a de soja (Hsieh et al., 2012; Bau, Garcia e Ida, 2013; Botelho
et al., 2014; Bau, Garcia e lda, 2015; da Silva Fernandes et al., 2017).
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Uchida et al., 2010, demonstraram que o kefirano, exopolissacaridio que compde
a matriz dos graos de kefir, foi capaz de reduzir o inicio da aterosclerose por meio de
acOes antioxidantes e anti-inflamatérias. Nosso grupo demonstrou recentemente que a
fracdo soluvel, ndo bacteriana do leite fermentado pelos graos de Kefir, determinou
reducdo da deposicao lipidica em aorta de camundongos knockout (KO) para receptor
de LDL de forma independente do perfil lipidico e com aumento de citocina anti-
inflamatoria (IL-10) (Santanna et al., 2017).

Além disso, muitos dos efeitos biolégicos do kefir estdo associados ao seu
potencial antioxidante, como observado por Chen et al., 2020, que avaliaram os
peptideos do kefir (PKs) em leséo renal. No processo de formacao de EROs podemos
observar que a enzima SOD possui papel fundamental na reducdo do dano oxidativo

local, protecéo promovida pelos PKs (Figura 6) (Chen et al., 2020).
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Figura 6: Mecanismo esquematico pelo qual os peptideos de kefir (PKs) melhoram o dano renal induzido
por sal e a disfuncéo no modelo animal. Os peptideos de kefir podem proteger contra danos e disfuncdes
renais por meio de sua fungéo antioxidante, que aumenta a atividade da SOD e reduz o acimulo de
EROs; fungéo anti-inflamatoéria, que diminui os fatores inflamatérios do fator nuclear kappa B (NF-kB),

fator de necrose tumoral a (TNF-a) e inflamossoma (NRLP3) (Chen et al., 2020).

Alguns ensaios clinicos com cepas probidticas foram completadas com
resultados promissores no que diz respeito aos seus efeitos anti-envelhecimento,
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demonstrando que a suplementacdo pode retardar ou reverter as mudancgas
relacionadas a idade na composi¢cdo da microbiota intestinal, bem como o declinio
gradual da funcdo imunolégica em idosos, reduzindo assim o risco de morbidades
associada a idade (Tsai et al. 2021). Entretanto, ndo existem estudos que tenham
avaliado os efeitos antioxidantes e os efeitos pro-longevidade de probidticos usando
como matriz uma bebida de cacau fermentada pelos gréos de kefir. Outro ponto
importante no desenvolvimento de probiéticos que deve ser levado em consideracao
€ a crescente proporcao de individuos intolerantes a lactose (Bayless, Brown e Paige,
2017) e alérgicos as proteinas do leite (Miguel et al., 2013; Fiorda et al., 2016). Essa
realidade é observada em pacientes idosos que apresentam alteracdes intestinais
como ma absorcao e intolerancia a lactose e que podem prejudicar significativamente
a qualidade de vida desses individuos (Di Stefano, Veneto e Malservis, 2001;
Manuelyan, Siomara e Stein, 2020).

Apesar de os leites fermentados pelos graos de Kkefir terem reduzida
concentracdo de lactose, os intolerantes mais graves e os alérgicos ao leite ficam
impossibilitados de se beneficiarem desse probidtico, tornando-se necessaria a
obtencao de produtos nao lacteos, como aqueles obtidos pela fermentacéo de “leites”
vegetais. A fermentacdo desses produtos vegetais tem determinado aumento das
propriedades terapéuticas dos produtos finais (Bernart et al., 2015; Liu et al., 2019).

Levando-se em consideracdo que o cacau é rico em compostos fendlicos,
substancias antioxidantes (Cheng et al., 2017), que poderiam ser preservadas pelo
processo de fermentacédo do cacau pelos gréos de Kefir, além da presenca de PKs e
da modulacédo desse probidtico na microbiota, torna-se relevante o desenvolvimento
biotecnolégico de probidtico usando essa combinacéo para evitar a formacéo de EROs
e aumentar a longevidade.

Portanto, a fermentacao do cacau pelos graos de Kefir podera gerar um produto
probidtico que venha a preservar seus constituintes antioxidantes podendo ampliar
seus efeitos benéficos. Entretanto, apesar dos efeitos benéficos e promissores com o
uso do processo de fermentacdo, 0 mesmo pode variar bastante com o percentual de
in6culo utilizado, temperatura de fermentacédo, tempo de fermentacédo, grau de
agitacao e tipo de leite (de Oliveira Leite et al., 2013).

Assim, torna-se importante a padronizacdo desses parametros para o

desenvolvimento biotecnolégico de um produto probiético a base de cacau fermentado
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pelos gréos de Kefir para utilizagdo como bebida probiotica. Além disso, para se obter
o melhor produto é interessante que os diferentes processos de fermentacdo sejam
monitorados por ensaio in vitro, como a atividade antioxidante. Esse processo de
monitoramento pode gerar o produto que venha a ter melhor potencial para efeito in

vivo, tanto em animais, como em humanos.

Portanto, esse estudo apresenta duas hipéteses:

1) O monitoramento pelo ensaio antioxidante dos diferentes produtos obtidos
pela fermentacdo do cacau pelos grdos de Kefir em diferentes condi¢cdes (% de
in6culo, concentracdo de cacau e temperatura) determinara a obtencéo de produto

com melhor possibilidade de acédo antioxidante

2) A avaliacdo biolégica do produto probidtico com melhor atividade
antioxidante determinard resisténcia ao estresse oxidativo térmico e quimico, bem
como aumento da expectativa de vida do organismo modelo C. elegans por meio de

mecanismos antioxidantes.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Obter produtos néos lacteos a base de cacau, fermentados pelos graos de kefir em

diferentes condicBes monitorados por ensaio antioxidante in vitro e testar utilizando

no organismo modelo Caenorhabiditis elegans.

2.2 Objetivos Especificos

1. Obter o melhor produto ndo lacteo a base de cacau (Theobroma cacau L.)
fermentado pelos graos de kefir em diferentes concentracdes de soluto cacau
(4%, 8% e 16%) e temperaturas (25 °C, 30 °C e 35 °C) e concentra¢des de indculo

(2%, 5% e 10%) de forma monitorada pelo ensaio antioxidante in vitro;

2. Quantificar polifendis totais, flavonoides e taninos do produto a base de cacau e

do seu respectivo produto fermentado com melhor atividade antioxidante in vitro;
3. Avaliar a toxicidade do produto a base de cacau e seu respectivo produto
fermentado com melhor atividade antioxidante in vitro utilizando Caenorhabiditis

elegans como organismo-teste;

4. Avaliar os efeitos do tratamento com bebida de cacau na sobrevivéncia do C.

elegans em condi¢des de estresse e em condigcdes normais;

5. Dosar marcador bioguimico de estresse oxidativo - catalase
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3. Materiais e Métodos

3.1 Preparo do produto vegetal: bebida ndo lactea produzida a base de cacau

Foram utilizadas sementes de cacau secas e torradas fornecidas pela
INCAPER-ES. As sementes previamente trituradas em processador de alimentos,
pesadas e adicionadas com &agua destilada na maquina Vegan Milk Machine
(Polishop®) onde foram aquecidos e triturados novamente por 30 minutos. A
suspensao resultante foi filtrada em peneiras de polietileno e armazenada a -20 °C até

serem utilizadas.

3.2 Obtencédo do produto néo lacteo fermentado por grdos de Kefir de forma

monitorada

O produto fermentado pelo kefir (bebida teste) foi preparado a partir dos gréaos
de kefir gentilmente cedidos pela professora Célia L. L. F. Ferreira da Universidade
Federal de Vicosa — UFV.

Os graos de kefir nas concentracdes de 2%, 5% e 10% foram adicionados na
bebida de cacau em trés concentragdes diferentes de cacau (4%, 8% e 16%) e depois
incubados a 3 temperaturas diferentes (25 °C, 30 °C e 35 °C) pelo periodo de 24 h de
fermentacdo. Apds a fermentacéo a bebida foi coada, os graos de kefir retirados e o
filtrado resultante foi refrigerado (média de 10 °C) durante 24 horas com o intuito de
permitir o crescimento das leveduras (Friques et al., 2015). No final deste processo, 0
produto foi aliquotado em tubos de plastico estéreis e armazenado a -20 °C, até a sua

utilizacao.
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3.2.1 Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento experimental de Box-Behnken (Box e Behnken,
1960) para avaliar o efeito da concentracao da bebida de cacau (X1), da concentracao
de gréo de kefir (X2) e da temperatura (X3) sobre a atividade antioxidante in vitro. O
delineamento experimental consistiu de um fatorial com trés niveis 23 e suas
extensdes, sendo o ponto central (13) repetido 3 vezes, totalizando 15 produtos. Os
parametros avaliados foram descritos por meio de variaveis padronizadas com média
no valor igual a zero e desvio padrdo igual a 1 (-1, 0, 1), a fim de facilitar a
compreensao dos resultados, uma vez que as variaveis possuem escalas diferentes
(ver Fletcher, 1998; Hox, 2002). Os valores reais para amplitude das concentracdes
de bebida de cacau (X1), graos de kefir (X2) e temperatura de fermentacéo (X3) e
seus substitutos codificados sao mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Escala real e valores codificados das variaveis independentes
aplicadas no experimento.

. Niveis
Variaveis independentes 1 0 1
Bebida de cacau (%) 4 8 16
Graos de kefir (%) 2 5 10
Temperatura (°C) 25 30 35

As combinacg@es entre as variaveis experimentais, concentracées de bebida de
cacau (X1), concentracdo de grdo de kefir (X2) e temperatura de fermentacao (X3),
utilizadas no experimento estao apresentadas na Tabela 2. O ponto central foi repetido
trés vezes. A ordem de conducao para os 15 ensaios no laboratério foi completamente
aleatéria. Cada produto foi mantido sob fermentacédo durante 24 h em estufa BOD
(Biochemical Oxygen Demand; TECNAL, TE-371, Séo Paulo, BR).
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Tabela 2 - Delineamento de Box-Behnken para as condigcbes experimentais de
fermentacao na bebida de cacau com kefir.

Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Produto o) X2 X3 C"E},Z‘)i“ Kefir (%) T(?,gp
1 1 1 0 16 10 30
2 1 -1 0 16 2 30
3 -1 1 0 4 10 30
4 -1 -1 0 4 2 30
5 1 0 1 16 5 35
6 1 0 -1 16 5 25
7 -1 0 1 4 5 35
8 -1 0 -1 4 5 25
9 0 1 1 8 10 35
10 0 1 -1 8 10 25
11 0 -1 1 8 2 35
12 0 -1 -1 8 2 25
13 0 0 0 8 5 30
14 0 0 0 8 5 30
15 0 0 0 8 5 30

As 15 bebidas produzidas foram avaliadas quanto a atividade antioxidante e pH
e a bebida de melhor resultado foi selecionada. A partir da bebida de cacau
fermentada com grdos de kefir selecionada (CK), um segundo experimento foi
realizado seguindo um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com 3
repeticdes, onde foram avaliadas a bebida fermentada (CK) e a bebida de cacau nao
fermentada (CC). Essas bebidas foram avaliadas quanto a contagem microbioldgica,
ao pH, teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e toxicidade (mortalidade e

desenvolvimento) por C. elegans e estress oxidativo térmico e quimico por C. elegans.

3.1.2 Determinacao do pH

O valor do pH de cada uma das 15 bebidas foi medido por meio de pH metro digital
(KASVI, K39-1014B), devidamente calibrado. O eletrodo foi imerso diretamente na

amostra e a leitura foi realizada apés a estabilizagdo do valor aferido (Association of
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Official Agricultural Chemists - AOAC, 2012). Todas as leituras foram realizadas em

triplicata.

3.1.3. Monitoramento por meio da avaliacdo da atividade antioxidante in
vitro - sequestro do radical livre 2,2-azino-bis[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid] (ABTS)

A atividade antioxidante de cada uma das 15 bebidas fermentadas foi
determinada pelo método do sequestro do radical livre (2,2-azino-bis[3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid] (ABTS) de acordo com Re et al. (1999)
modificado. Inicialmente foi preparada a solu¢cdo de ABTS* por meio da reacgao entre
a solucado de ABTS 7,0 mM (Sigma-Aldrich, USA) com a solucdo de persulfato de
potassio 2,45 mM. A solucao preparada foi mantida no escuro a temperatura ambiente
durante 16 horas antes do uso para a formacédo do radical ABTS e, em seguida,
armazenada a 4°C até o momento das analises. Para as analises, a solucdo foi
mantida em temperatura ambiente e posteriormente diluida (1250 ul de solugdo-méae
em 50 ml de etanol:agua 50%) até atingir um valor de absorbancia de 1,10 £ 0,02 a
734 nm (SpectraMax 190 Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Em
seguida, para obtencdo dos resultados, foi elaborada uma curva padrédo para cada
bebida, sendo elas diluidas com agua deionizada, em 5 ou mais concentracdes
decrescentes que variavam de 45 a 0,5% (v/v) da amostra original. Em uma placa de
96 pocos foram adicionados 30 pl de cada diluicao e 270 ul da solugao de ABTS*. O
branco foi realizado com 30 ul de etanol e 270 pl da solugado de ABTS*. Apds 6 minutos
de reagdo no escuro, a leitura foi realizada a 734 nm, em um leitor de microplacas
(SpectraMax 190 Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A curva
para cada ensaio foi aceita tendo como critério o valor de R?> 0,98. Os resultados
foram expressos como ICso (concentragédo capaz de reduzir 50% de radicais livres) e
calculados usando uma curva de calibragéo na faixa linear, plotando a concentracao
final da bebida versus o indice de reducéo correspondente. A atividade de eliminagéo
radical foi calculada usando a equacéo: IR (%) = [(AbsB - AbsT) / (AbsB)] x 100, sendo
IR o indice de reducdo dos radicais de ABTS; AbsB é a absorbancia média dos

brancos; AbsT é a absorbancia do teste (Guidoni et al., 2019).
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3.3 Caracterizacao do produto fermentado por grédos de kefir em bebida n&o

lactea a base de cacau

3.3.1 Atividade Antioxidante e determinacao do pH

A nova andlise para confirmacao da atividade antioxidante foi determinada pelo
método do sequestro do radical livre ABTS [2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)] de acordo com Re et al. (1999) modificado, conforme item 3.1.3 com o
produto escolhido no delineamento.

A determinacédo do pH de cada bebida foi realizada seguindo o método (AOAC,
2012) utilizando o pHmetro (KASVI, K39-1014B).

3.3.2 Teor de compostos fendlicos total

O teor de fendlicos totais foi determinado utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu segundo Karou et al., 2005. Os extratos de polifendis foram preparados de
acordo com a metodologia de Vinson et al., 2001 (Vinson et al., 2001). Aliquotas de
100 ul das amostras foram acrescidas de 500ul de solugdo de extracdo contendo
metanol (Neon, SP, Brasil) a 50% e acido cloridrico (Neon, SP, Brasil) a 1,2M e
levadas ao banho-maria a 90°C por 3h. Apds esse periodo, foi acrescentado as
amostras 1ml de metanol puro (Neon, SP, Brasil) e o extrato de polifendis foi retido no
sobrenadante das amostras ap0s centrifugacéo (Revan, 14000A, SP, Brasil) (4193g,
5 min).

A gquantificagcdo de polifendis totais foi realizada a partir da solugdo composta
por 30uL do extrato de polifenol e 75ul da solugao de Folin (Dindmica, SP, Brasil)
(1:1). Apds 5 min de reacao, foram adicionados75ul de solugao de carbonato de sédio
(Dindmica, SP, Brasil) (20%) e o volume foi completado com &agua deionizada
até600ul. A solugcao foi deixada em repouso por 30 minutos e posteriormente foi
realizada a leitura a 750nm (SpectraMax 190 Microplate Reader, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). A curva padrao do acido galico foi elaborada a partir da plotagem das
absorbéancias geradas pelo acido galico (Sigma, USA), em 9 concentracdes variando
de 3,0a 40,0 ug/ml. A partir da equacéao da reta obtida na curva padrao (parametros
de ajuste: y = 230,51x - 11,37, R2 = 0.997, R2 = 0,997), foi realizado o calculo do teor
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de polifendis totais, sendo os resultados expressos em mg de equivalentes de 4cido
gélico (Eq AG) por ml de amostra.

3.3.3 Teor de flavonoides

A concentracao total de flavonoides foi determinada como descrito por Yang et
al. (2009) com modificacao realizadas por Fawole et al., (2012). Resumidamente, 250
ML das amostras foram misturadas com 75 ul de solugao de nitrito de sodio (Dinamica,
SP, Brasil) a 5% p/v,150 pl de cloreto de aluminio a 10% p/v (Dinédmica, SP, Brasil),
500 ul de hidroxido de sodio (Neon, SP, Brasil) (1 M) e, finalmente, 775 ul de agua
destilada. A absorbancia da mistura foi medida a 510 nm (Multi-ModeMicroplate
Reader, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, USA). A curva padrdo de
quercetina foi elaborada a partir da plotagem das absorbancias geradas pela
quercetina (Sigma, USA), em 5 concentracdes variando de 0,25a 5,0mg/ml. A partir
da equacédo da reta obtida na curva padrdo (parametros de ajuste: y = 0,0281x +
0,0317, R2 = 0,9985) foi realizado o célculo do teor de flavonoides totais, sendo os

resultados expressos em equivalentes de quercetina (Eq Q) por ml de amostra.

3.3.5 Analise microbioldgica

As amostras foram diluidas em série, utilizando salina estéril como meio de
diluicdo. Em seguida as amostras foram plaqueadas em &gar para identificacdo e
contagem das colbnias nos meios de cultivo Man Rogosa e Sharpe agar (MRS, Sigma
Aldrich, EUA) para bactérias acido laticas Lactobacillus sp; Plate Count Agar (PCA,
Biolog®, EUA) para contagem bacteriana total (CBT); Agar Sabouraud Dextrose
(Kasvi®, PR, Brasil) para contagem de leveduras. As placas foram incubadas a 37 °C
por 24, 48 e 72 h. A contagem das colbnias foi realizada a partir das placas com
crescimento bacteriano entre 30 e 300 UFC/placa para o meio PCA e entre 15 e 150
UFCl/placa para os demais meios (Yu et al.,, 2019) e os resultados expressos em
unidades formadoras de colonias por ml de amostra (UFC/ml).
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3.4 Avaliagdo da toxicidade in vivo utilizando o animal modelo Caenorhabditis

elegans (C. elegans)

a) Preparo das cepas de C. elegans

Os nematdédeos Caenorhabditis elegans usados no estudo foram do tipo
selvagem N2 gentilmente cedidas pela Professora Solange Cristina Garcia,
responsavel pelo Laboratério de Toxicologia (LATOX), Departamento de Analises,
Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
Alegre, RS, Brasil.

A manutencéo das cepas foi realizada em placas de meio de crescimento para
nematoides (NGM), semeadas com Escherichia coli OP50 e encubadas a 20°C
(Brenner, 1974).

Para realizacdo dos experimentos 0s vermes tiveram sua idade sincronizada
garantindo que estejam todos no mesmo estagio larval. A sincronizacdo para
obtencdo dos Caenorhabditis elegans no primeiro estagio larval (L1) foi realizada a
partir da liberacdo dos ovos dos nematoides gravidos (Augusti et al., 2017). Para isso,
0os nematoides foram coletados em tubos, aos quais foi adicionada a solugéo de lise
contendo NaOCI (Neon, SP, Brasil) 1% e NaOH (Neon, SP, Brasil) 0,25 M. Os tubos
foram agitados vigorosamente durante 6 minutos e em seguida foram levados a
centrifugag&o por 3 minutos a 2173g. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o
sedimento foi lavado com agua estéril e centrifugado por 3 minutos a 2173g. Apos
descartar a 4gua, 0s ovos sedimentados foram ressuspensos em solucdo tampao M9,
0,02 M KH2PO4, 0,04 M de Na2 HPO4, 0,08 M NacCl, (Neon, SP, Brasil) e 0,001 M de
MgSOas(Neon, SP, Brasil), colocados em placas contendo o meio NGM sem adicao de
bactérias e levados para incubacéo (Charao et al., 2015; Augusti et al., 2017).

Como apenas o0s ovos (embrides) resistem ao tratamento, todos eclodem depois
de algumas horas do plaqueamento e a cultura € considerada sincronizada com os

individuos estacionarios em L1.
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b) Tratamento

Os vermes previamente sincronizados foram expostos por 30 minutos
(tratamento agudo), com a bebida de cacau fermentada selecionada (CK) ou bebida
nao fermentada (CC) por agitacdo constante em um homogeneizador em meio liquido
(tampéo M9). Os vermes tratados com solu¢do tampéo M9 e tampao M9 mais 50ul de
levamizol 2,25% foram usados como controles negativo (CN) e controle positivo (CP),
respectivamente. Apos a exposicao, os vermes foram lavados 3 vezes com tampao
M9 para remover os tratamentos e, em seguida, transferidos para placas NGM
inoculadas com bactéria E. coli OP50 para as andlises de toxicidade, mortalidade e

desenvolvimento (Augusti et al., 2017).

c) Avaliacdo da mortalidade dos C. elegans (estimativa da DLso)

As placas foram mantidas em incubadora (B.O.D) (TECNAL,TE-371, Sao
Paulo, BR), a temperatura de 20 °C, durante 24h. ApGs o periodo de incubacao foi
realizada a contagem dos vermes sobreviventes em cada placa para determinar o
efeito das amostras sobre a taxa de mortalidade (Augusti et al., 2017; Charéo et al.,

2015), utilizando microscopio 6ético (Nikon, Eclipse €200, Japao)

e) Desenvolvimento dos vermes

O desenvolvimento foi avaliado 48h ap6s o tratamento por meio da medida de
area corporal (U2 dos vermes adultos em microscopio (Nikon, Eclipse €200, Japao).
As placas contendo os vermes foram lavadas com agua autoclavada e estes foram
transferidos para tubos plasticos, os quais foram mantidos em repouso para aguardar
o periodo de decantacdo dos vermes. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
descartado para retirada total das bactérias. O processo foi repetido até obtencéo de
uma solucao limpida. Em seguida, 15 pl da solugdo com vermes foram depositados
sobre uma lamina coberta por agarose e adicionados 30 pl de levamisol 2,25%. Os
vermes foram fotografados para terem o contorno corporal medido (10 medigGes por
cada placa), realizado manualmente com auxilio do software AxioVision verséo 4.8.2
(Augusti et al., 2017; Charao et al., 2015).
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3.5 Ensaios para estresse oxidativo

3.5.1. Estresse térmico

Para testar a resisténcia ao estresse térmico, vermes com idade sincronizada
em L1 foram mantidos em placas de NGM a 20°C com bactéria OP50, com a bebida
de cacau fermentada ou ndo por kefir, por 48h até atingirem o estagio larval L4. Em
seguida, cerca de 60 animais de cada grupo foram transferidos para trés novas placas
contendo 20 animais em cada e mantidos a 35 °C até que todos 0s vermes
morressem. A sobrevivéncia foi verificada em 30 minutos, 2h, 4h, 6h e 8 horas, usando
microscépio. O ensaio foi feito em triplicata (adaptado de Bonomo et al, 2014 e Feng
et al, 2015).

3.5.2 Ensaio para estresse quimico

Para o tratamento, larvas L1 sincronizadas foram colocadas em placas
contendo ou cacau ou cacau fermentado com kefir e deixadas por 48h a 20°C até
atingirem o estagio L4. Para testar se o tratamento com cacau kefir promove um
aumento na resisténcia ao estresse oxidativo, os animais tratados ou ndo com cacau
kefir foram transferidos para uma solucéo de tampéo M9 contendo 7,5mM de tert-buitil
Hidroperoxido (t-BOOH), um analogo do perdxido de hidrogénio mais estavel em meio
liquido. Cada experimento foi realizado em placas de 96 pocos, onde 50 animais por
grupo foram colocados em 5 pocos com 10 animais por poco. A viabilidade dos
animais foi analisada ap6s 30 minutos, 2, 4, 6 horas usando microscopio optico (Nikon,
Eclipse €200, Japao) para contar o numero de animais mortos. Os vermes eram
considerados mortos quando ndo apresentavam mais batimento faringeo. As

experiéncias foram realizadas em triplicada. (adaptado de Bonomo et al, 2014).

3.6 Dosagem de marcador bioquimico de estresse oxidativo - Dosagem da
atividade da Catalase

Além da analise da resisténcia ao estresse quimico também foi verificada a
capacidade antioxidante dos C. elegans tratados com cacau kefir através da medida
da enzima catalase. Determinacdo da atividade da enzima catalase, foi realizada

baseada na sua capacidade de converter o peréxido de hidrogénio (H202) em 4gua e
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oxigénio molecular, conforme descrito por Aebi, (1984). 5000 animais L4 foram
homogeneizados com 0,5mL de 100mM tampéo fosfato pH 7,2 e em seguida
centrifugado por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra
biolégica. Em um tubo de polipropileno colocaram-se 50uL de 100mM tampéao fosfato
pH 7,2 e 40uL de agua destilada. Em seguida foi adicionado 100uL da amostra e
810uL de 10mM H20:2. As absorbéancias das amostras foram lidas a 240nm a cada

minuto, durante cinco minutos.

3.7 Anélise Estatistica

A metodologia de superficie de resposta (RSM) foi utilizada para avaliar,
simultaneamente, o efeito da concentracao de cacau (X1), concentracéo de gréos de
kefir (X2) e da temperatura de fermentacao (X3) na atividade antioxidante e pH, com
base no delineamento experimental de Box-Behnken. Para cada variavel resposta, a
variancia foi decomposta em componentes linear, quadratico e interacao. Foi usado o

modelo de segunda ordem, citado abaixo, para ajuste da equacgéo de regressao:

Yi = BO + B1X1i + B2X2i + B11X1i2+ B22X2i2+ B12X1iX2 i + &i

O modelo acima foi estimado por:

Yi =b0 + b1X1i + b2X2i + b11X1i2+ b22X2i2 + b12X1iX2 i

Onde, b0, b1, b2, b11, b22 e b12 representam as constantes e coeficientes de
regressao do modelo; X1i e X2i sdo os niveis lineares das variaveis independentes;
X1i2eX2i2 sédo os niveis quadréaticos das variaveis independentes e X1iX2i é o nivel
de intercessao das variaveis independentes.

A significancia dos parametros da equacédo, para cada variavel resposta foi
avaliada pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade. Para a modelagem foi utilizado
0 erro puro avaliando o ajuste da regressao e a significancia dos coeficientes adotando
como intervalo de confianca o valor de 95% para inferir que a variavel é

estatisticamente significativa (p<0,05).
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Os dados foram analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA), a fim
de estimar o valor de F, a falta de ajuste e o coeficiente de determinacdo (R?) do
modelo experimental, bem como os efeitos de termos lineares, de interacdo e
quadraticos com base nos valores de ICso. As analises estatisticas foram realizadas
no programa estatistico SAS (Statistical Analysis System SAS Institute Inc., North
Carolina, USA) verséo online.

Para comparacdo de duas médias, no caso dos teores de polifenois e

flavonoides foi realizado o Teste t.

Os resultados com o C. elegans foram submetidos a andlise de variancia de
uma via (ANOVA), ajustado para multiplas comparacdes, e a significancia da diferenca
entre as médias foi determinada por teste post-hoc de Tukey. Os resultados foram
expressos como média, mais ou menos o erro padrdo da média (E.P.M.), com

significancia aceita acima de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Selecdo do produto fermentado por graos de kefir em matriz ndo lactea a

base de bebida de cacau com melhor atividade antioxidante

ApOs a realizacdo do ensaio antioxidante das amostras seguindo o
delineamento de Box-Behnken foram observados os seguintes resultados da ANOVA
(Tabela 3).

Tabela 3: Resumo da ANOVA para variavel dependente ABTS considerando o
modelo de delineamento experimental adotado.

Fonte de Grau de Soma dos Quadrado E o(F)
Variacao Liberdade Quadrados Médio
Cacau 2 4680,5594 2340,2797 180,07 0,0053*
Kefir 2 60,6480 30,3240 2,41 0,2932"s
Temp 2 22,9716 11,4858 0,91 0,5227"s
Cacau * kefir 3 232,1237 77,3746 6,15 0,1430"
Cacau * temp 2 1,7187 0,8594 0,07 0,9360"
Kefir * temp 1 11,5600 11,5600 0,92 0,4389"s
Residuo 2 25,1550 12,5775
Total 14 5034,7664

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. "™ néo significativo ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os dados da Tabela 3 mostram que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05)
para pH em funcdo da concentracdo da bebida de cacau, temperatura e concentracao
de kefir. A partir dos dados da tabela 3, ajustamos o modelo de regresséo linear e

temos entéo a seguinte equacéao (Tabela 4).

Tabela 4: Modelo de regressao para atividade antioxidante (ICs0%) em fungao da
concentragéo de cacau, seu coeficiente de regressao linear e valor de p.

Variavel Modelo de regressao R? p(t)

IR50 27,4887 — 23,6500 * cacau 0,8932 <0,0001
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A ANOVA demonstrou que apenas concentracdo de cacau de forma isolada
(X1) (p=<0,05) apresentou variacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS,
enquanto a temperatura e a concentracdo de kefir ndo afetaram a atividade
antioxidante (p>0,05).

A quantidade de cacau € proporcional ao IR50, ou seja, quanto maior a
concentragéo de cacau, maior a atividade antioxidante. Desta forma, considerando o
modelo de regressao obtido, o produto de maior potencial antioxidante seria aquele
com maior concentracdo de cacau (16%). Esse produto foi caracterizado e avaliado

in vivo.

4.2 Caracterizacdo das bebidas de cacau fermentadas pelos graos de kefir

4.2.1 Determinagéo da atividade Antioxidante in vitro

Para confirmar o delineamento experimental e confirmar o modelo de regressao
ajustado foram realizadas novas analises antioxidantes in vitro com as bebidas de
cacau nas trés concentragcfes de cacau, todas inoculadas com 5% de kefir e
fermentadas a 30 °C. Tais condi¢Oes foram escolhidas por se tratarem dos valores
intermediarios. Os resultados estéo representados na figura 7.
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Figura 7. Atividade antioxidante in vitro pelo método ABTS representada pelo IR50%
das bebidas de cacau fermentadas com kefir (CK). Os dados estdo expressos como

meédia + E.P.M. Os valores foram considerados significantes para p<0,05.
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4.2.2 Determinacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides e do pH com a

bebida de cacau 16% selecionada

A partir da confirmacgao do delineamento experimental e da selecéo da bebida
na concentracdo de 16% de cacau, fermentada com 5% de gréos de kefir a 30 °C
foram realizadas as demais analises. Os resultados obtidos para pH, compostos

fendlicos totais e flavonoides estédo representados na tabela 5.

Tabela 5. Média e erro padrdo de compostos fendlicos totais (Eq Ac Galico/ml),
flavonoides (Eq Quercetina/ml), pH da bebida de cacau 16% nao fermentado (CC) e

fermentado com kefir (CK).

Bebida Polifené6is Totais Flavonoides PH
CC 16% 441 +0,182 1,79 £ 0,232 5,91 £ 0,022
CK 16% 5,51 + 0,23 1,72 + 0,012 3,96 + 0,04°

Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Os valores foram considerados
significantes para p<0,05.

Os dados mostram a fermentacéo com kefir foi capaz de aumentar o contetdo
de fendlicos totais (p<0,05). A bebida ndo fermentada de 16% (CC) e fermentada com
kefir 5% a 30°C (CK) diferenciaram estatisticamente (p<0,05) em relagao ao pH, sendo

encontrado 5,91 + 0,01 e 3,96 + 0,04, respectivamente.

4.2.3 Analise Microbiolbgica

Na tabela 6 estdo apresentadas as contagens microbiologicas da bebida de
cacau nao fermentada (CC) e fermentada (CK).

Observa-se que na bebida de cacau existem bactérias, leveduras e bactérias

acido-laticas, no entanto a quantidade dessas colbnias na bebida fermentada com

kefir foi significativamente maior revelando seu potencial em fermentar o cacau.
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Tabela 6: Quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) na bebida de
cacau fermentada ou n&o por gréaos de kefir.

Microrganismos Tempo (h) CC (UFC/ml) CK (UFC/ml)
24 7 x 10° -
Contagem bacteriana
o (chT) 48 2,3 x 106 >800
72 2 x 106 >800
24 - .
Leveduras (LEV) 48 3x10° >800
72 7 x 10° >800
L, L. 24 - -
Bactérias acido laticas
(BAL) 48 ] .
72 1,3 x 108 >800

A B

Figura 8: Fotos dos meios de cultura. A: meio PCA néo seletivo para bactérias
aerébias. B: meio MRS para crescimento anaerébio.

4.3 Experimentos utilizando o modelo experimental in vivo Caenorhabditis

elegans.
4.3.1 Andlise de toxicidade e desenvolvimento para a bebida de cacau 16%
Foi realizado o teste de toxicidade aguda em amostra da bebida de cacau (CC)

nao fermentado e da bebida de cacau fermentado com kefir (CK) sobre o modelo

experimental in vivo C. elegans. O efeito de cada produto foi demonstrado por meio
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dos ensaios que avaliaram a taxa de sobrevivéncia e o desenvolvimento dos vermes
na Figura 9.
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Figura 9: Dados da toxicidade dos produtos a base de cacau 16% fermentados (CK) ou nao
(CC) usando o modelo dos animais C. elegans. CN: controle negativo. CP: controle positivo.
A: Dados de toxicidade por analise de sobrevivéncia dos vermes. B: Dados de toxicidade por
analise de desenvolvimento dos vermes (area corporal). Dados expressos como média +
EPM.

Os tratamentos com a bebida ndo fermentada (CC) e com a bebida fermentada
com o kefir (CK) apresentaram taxa de sobrevivéncia sem diferenca estatistica
(p>0,05) quando comparados com o grupo controle negativo (Figura 8A). Além disso,
0 ensaio para avaliar a influéncia dos produtos sobre o desenvolvimento dos vermes
também mostrou que tanto a bebida de cacau nao fermentada (CC) quanto a bebida
de cacau fermentada com o kefir (CK) nédo induziram diferenca no desenvolvimento
guando comparados ao grupo controle negativo (Figura 8B).

Apenas o controle positivo (levamisol) diferiu significativamente (p<0,05) do
grupo controle negativo quanto ao percentual de sobreviventes e tamanho dos
vermes, 0 que era esperado visto que o levamisol € um agente toxico para esses
nematodeos. Na figura 10 temos nematodeos representantes dos grupos controle

negativo e positivo, respectivamente.
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Figura 10: Imagem dos nematodeos ao final do tratamento. A esquerda
controle negativo e a direita controle positivo.

4.3.2 Ensaio para estresse oxidativo térmico

Os efeitos das bebidas de cacau na termotolerancia foram analisados em
animais no estagio larval L4 expostos a 35 °C por 8 horas. A figura 11 mostra que o
tratamento com cacau contribuiu para um aumento da taxa de sobrevivéncia de C.
elegans comparados ao grupo controle. O grupo CC tratado com cacau apresentou
sobrevivéncia maior nos tempos de 30 minutos e 2 horas. J& os vermes que foram
tratados com cacau fermentado com kefir (CK) exibiram termotolerancia maior em
comparacao aos animais tratados apenas com cacau nos tempos de 30 minutos, 2h,
4h e 6h (p<0,05), indicando que a fermentacdo com kefir pode aumentar a

sobrevivéncia sob estresse térmico (figura 11).
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Figura 11: Efeitos da bebida de cacau (CC) e bebida de cacau fermentada com kefir
(CK) na taxa de sobrevivéncia de Caenorhabditis elegans durante o estresse térmico
agudo (35 °C). Os grupos CC e CK foram tratados com as respectivas bebidas por
48h e a seguir, expostos ao estresse térmico. Os vermes vivos foram avaliados nos
tempos 30 minutos, 2h, 4h, 6h e 8h com base em seu movimento. Os dados estédo
expressos como média + E.P.M. Os valores foram considerados significantes para
p<0,05.

4.3.3 Ensaio para estresse oxidativo quimico

Para avaliar a resisténcia ao estresse oxidativo quimico os animais foram tratados
com solucdo tampédo controle ou as bebidas de cacau de L1 até L4 e depois com
peréxido de hidrogénio tert-butil 7,5 mM (t-BOOH) em M9. Os resultados estado

apresentados na figura 12.
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Figura 12: Efeitos da bebida de cacau (CC) e bebida de cacau fermentada com kefir
(CK) na taxa de sobrevivéncia de Caenorhabditis elegans durante o estresse quimico.
Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Os valores foram considerados
significantes para p<0,05.

A sobrevivéncia ao estresse quimico foi medida as 0,5h, 2h, 4h e 6 h. Foram
analisados cinco poc¢os, cada um com aproximadamente dez vermes, para cada grupo
experimental. Os vermes foram classificados como mortos se ndo exibissem
movimento ou bombeamento faringeo. As curvas de sobrevivéncia mostram que o
grupo CC que recebeu a bebida de cacau foi diferente do grupo controle apenas no
tempo de 4 horas. O grupo que recebeu a bebida fermentada com kefir (CK) foi
diferente do grupo cacau nos tempos de 2, 4 e 6 horas comparado ao grupo controle,
o que indica que a fermentacdo com kefir aumenta resisténcia e, portanto, a

sobrevivéncia sob estresse quimico.

4.3.4 Dosagem da enzima catalase (CAT) - marcador bioquimico de estresse

oxidativo

A atividade da enzima catalase (CAT) medida nos grupos controle, tratados com
cacau e cacau fermentado com kefir mostram que o tratamento com bebida de cacau

aumentou significativamente a atividade da enzima catalase e que a fermentagcado com
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kefir contribui ainda mais para a melhoria da atividade da enzima catalase, também
de forma significativa (figura 13).
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Figura 13: Efeitos da bebida de cacau (CC) e bebida de cacau fermentada com kefir
(CK) na atividade da enzima catalase.

5 DISCUSSAO

A popularidade dos alimentos e bebidas fermentados, como as bebidas
fermentadas ndo lacteas, deve-se ao seu maior tempo de prateleira, seguranca,
funcionalidade, propriedades sensoriais e nutricionais, assim como beneficios a saude
(Admassie, 2018; Munekata et al.2020; Valero-Cases et a. 2020).

Nossos resultados demonstram, pela primeira vez, que a bebida de cacau
elaborada com a fermentagédo dos graos de kefir, a partir de um delineamento
experimental de Box-Behnken, possui um alto poder antioxidante e foi capaz de
aumentar a sobrevivéncia apds estresse oxidativo térmico e quimico em modelo C.
elegans por mecanismos antioxidantes, podendo ser considerada como parte de uma
dieta balanceada atendendo consumidores vegetarianos, veganos, intolerantes a

lactose ou alérgicos as proteinas do leite.
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Os resultados da analise antioxidante demonstram que, quanto maior a
concentracdo de cacau maior o potencial redutor da bebida, ou seja, mais eficiente é
a atividade antioxidante. A partir desses resultados, foram selecionadas as condi¢coes
para producdo e novas avaliacbes da bebida de cacau na concentracdo de 16%
fermentada e n&o fermentada por kefir.

Estudos que demonstram a producéo de bebidas a base de sucos de frutas e
vegetais fermentadas com gréos de kefir é limitada na literatura. Kabakci et al. 2020,
avaliaram diferentes sucos de frutas e vegetais fermentados com gréaos de kefir e
verificaram que apés a fermentacdo, as bebidas apresentaram um aumento na
atividade antioxidante por ABTS a medida que se aumentava a concentracao.

Como, de modo geral, o consumo de kefir se da com a adi¢cdo dos gréos na
proporcao que varia de 2 a 10% (p/v) (Hatmal et al., 2018) e, nem a temperatura e
nem a concentracdo de graos de kefir utilizadas no presente estudo interferiram no
potencial antioxidante, os valores escolhidos para a concentracdo de kefir e
temperatura foram os valores intermediarios dos mesmos, sendo a concentracao de
5% para os graos de kefir e 30 °C para a temperatura. Valores similares a estes ja
foram empregados em outras publicagdes utilizando a fermentacdo com gréaos de kefir
(Brasil et al., 2018; Silva-Cutini et al., 2019).

Produtos fermentados sé&o geralmente definidos como aqueles alimentos ou
bebidas produzidas por meio de crescimento microbiano controlado e conversdes
enzimaticas de componentes principais e secundarios dos alimentos. Os processos
de fermentacdo de alimentos podem ocorrer por microrganismos envolvidos, como
leveduras e bactérias laticas (BAL) e com base nos substratos alimentares, como
laticinios, vegetais e frutas (Marco et al. 2017; Mathur et al. 2020; Menezes et al.
2020).

Os graos de kefir sdo compostos por uma flora microbiol6gica diversificada,
contendo BAL e acido acéticas, além de leveduras. No kefir tibetano, as bactérias
acido laticas estdo presentes na parte externa e as bactérias acido acéticas na
superficie interna (Dong et al., 2018). Apesar de haver divergéncias em sua de
composicdo acordo com cada regido do mundo, todos eles contém Lactobacillus de
diferentes espécies (Nejati et al., 2020).

A bebida selecionada a partir da fermentacdo do cacau em graos de Kefir no

presente estudo, demonstrou pH mais acido (=3,96) e aumento das quantidades de
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bactérias totais (CBT), leveduras e BAL em comparacéo a bebida sem kefir. Nossos
resultados estdo de acordo com a literatura, que demonstra que a diminui¢do do pH
se deve a atividade do BAL que produz acidos organicos como os acidos lactico e
acético no produto fermentado pelo kefir. Em produtos fermentados, o pH € importante
porque determina a estabilidade microbiologica. Estudos demonstram que a acidez
(pH <3,8) pode criar um ambiente hostil para microrganismos patogénicos (Salmeron,
Thomas, & Pandiella, 2014; Freire et al. 2017; Sertovic et al., 2019), conferindo assim
uma seguranca do nosso produto.

E conhecido que os grdos de kefir sdo uma complexa mistura simbiotica
microbiana com perfil microbiano conhecido com: bactérias lacticas (102 UFC/g),
levedura (108107 UFC/g) e bactérias de acido acético (10°CFU/g) que aderem a uma
matriz de polissacarideo (Garrote et al., 2010; Chen et al., 2015). De acordo com a
andlise microbioldgica a bebida de cacau fermentada com kefir apresentou aumento
na contagem de microrganismos (>108 UFC/g). Dados semelhantes foram
encontrados por Bau et al. 2015 que apresentaram aumento em BAL em leite de soja
fermentado com kefir em de 7,64 para 9,07 log CFU g 1, assim como contagem de
Lactococcus lactis de 7,70 para 8,48 log CFU g - (Bau et al. 2015).

Resultado interessante encontrado neste estudo foi que a bebida né&o
fermentada por graos de kefir apresentou bactérias e leveduras. Estudo de Jonh et al.
2019, encontraram resultados semelhante, justificando seus achados por meio da
entrada de microrganismos, causada por ataques de insetos ou animais, por meio de
rachaduras microscépicas, ou do ressecamento da casca. A inoculacdo por
microrganismos do ambiente, ou originados das superficies da vagem de cacau causa
um processo de fermentacéo natural ou espontaneo do mesmo (Ho, Fleet and Zhao,
2018; John et al., 2019).

Nossos resultados demonstraram que a fermentagcao da bebida de cacau por
graos de kefir, apresentaram um aumento de compostos fendlicos totais, sem
alteracdo nos niveis de flavonoides, e uma atividade antioxidante alta por meio do
teste de ABTS.

Os polifendis sédo a principal classe de antioxidantes identificados nos gréos de
cacau, contendo varias classes como pro-antocianidinas, antocianinas e flavonois
(37%), sendo esse Ultimo o composto mais estudado no cacau (Hii, et al. 2009). A

comparacao dos resultados de avaliacdo do teor e atividade antioxidantes do cacau €
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discrepante muitas vezes pelos diferentes métodos utilizados. Nos ensaios
colorimétricos, os compostos fendlicos usados como referéncia para a curva padréo
bem como a presenca de compostos redutores, podem interferir no ensaio, assim
como a gama de teste usados para avaliar a atividade antioxidante, como ABTS,
DPPH e FRAP (Di Mattia, et al. 2017).

Alguns estudos apontam diminuicdo nos compostos fendlicos totais assim
como da capacidade antioxidante apds fermentacao dos gréos de cacau (Suazo et al.,
2014; do Carmo Brito et al. 2017), entretanto, concluem que a atividade remanescente
ainda é significativa e pode ser responsavel pelo alto potencial antioxidante relatado
para produtos fermentados de cacau (Aikpokpodion e Dongo, 2010, Othman et al.,
2007). Esses dados sdo coerentes com o0 presente estudo, visto que ambas as
bebidas avaliadas foram fermentadas, seja naturalmente ou pelos grdos do kefir e
apresentaram alta atividade antioxidante.

A bebida fermentada pelo kefir apresentou maiores teores de fendlicos totais e
atividade antioxidante em relacdo a fermentacdo natural do cacau, isso pode ser
explicado pela preservacdo ou formacdo de compostos bioativos durante a
fermentacdo, devido a uma maior quantidade e variedade de bactérias e leveduras
contidas nessa bebida (do Carmo Brito et al. 2017). Adicionalmente, o pH da nossa
bebida foi acido, que pode ser condizente com achados anteriores mostrando os
acidos acético e lactico podem ter propriedades protetoras para polifendis (Eyamo
Evina et al., 2016). Pode-se especular que o aumento no teor de polifenol durante a
fermentacdo é o resultado da resposta de defesa dos grdos para combater as
condicdes de deterioracao severa geradas pelo influxo de acido e baixo pH (Bayliak,
Burdyliuk, & Lushchak, 2016).

O kefir possui vérias bactérias benéficas (Acetobacter aceti, Acetobacter sp.,
Lactobacillus delbrueckii delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
fructivorans, Enterococcus faecium, Leuconostoc spp.) assim como o Lactobacillus
kefiranofaciens e fungos (Candida famata, Candida krusei) (Friques et al., 2015) que
podem ter potencializado a formacgao de compostos antioxidantes em relagéo as BAL
(Acetobacter pasteurianus) e leveduras mais comumente observadas no cacau, como
Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora sp., Candida sp. e Pichia sp.
(Papalexandratou & De Vuyst, 2011; De Vuyst et al. 2020).
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Recentemente, Nardini e Foddai (2020) investigaram o teor de polifendis e
flavonoides e a atividade antioxidante de sete cervejas especiais produzidas com a
adicao de noz, castanha, cacau, cha verde, café, mel ou alcacuz durante o processo
de fermentacdo e observaram que a cerveja de cacau apresentou um dos melhores
efeitos antioxidante e a melhor cerveja em termo de maior teor de polifendis e
flavonoides totais. Apesar de o pH néo ter influéncia sobre o perfil fitoquimico das
cervejas, todas apresentavam pH acido, como no presente estudo.

O cacau apresenta alto teor de polifendis e flavondides, especialmente
catequina e epicatequina (Rodriguez-Carrasco et al. 2018). O processo de
fermentacao de cacau apresentou altos niveis de catequina e epicatequina juntamente
com quercetina e miricetina, podendo esses serem responsaveis pelo potencial
antioxidante preservado na fermentacao com gréos de kefir (Nardini e Foddai, 2020).

Um composto bioativo presente no kefir, € o Kefiran, um polissacarideo
microbiano extraido dos grdos de kefir com propriedades antimicrobianas,
cicatrizantes, antitumorais, anti-inflamatorias e antioxidante (Rodrigues et al. 2005;
Blanddén et al. 2018; Radhouani et al. 2018). Pesquisa realizada para avaliar as
propriedades antioxidantes in vitro do biopolimero Kefiran demonstrou um forte poder
redutor na eliminacao de radicais superéxidos, podendo ser um candidato no aumento
do potencial antioxidante na bebida selecionada (Radhouani et al. 2018).

A formacéao de peptideos bioativos com atividade antioxidante ja foi relatada na
literatura, tanto para o kefir (Ebner et al. 2015) quanto para o cacau (Martorell et al.
2011). Assim, além da melhoria em compostos fendlicos, a bebida a base de cacau
fermentado pelos graos de kefir pode apresentar uma melhoria na qualidade
nutricional e funcional, em termos de contetdo de compostos bioativos em relacdo as
bebidas fermentadas normais, podendo ser usado para prevenir danos relacionados
ao estresse oxidativo em doengas humanas.

Para estabelecer o potencial benéfico in vivo da nossa bebida frente ao
estresse oxidativo, foi utilizado o modelo C. elegans, amplamente estudado e com
inumeros beneficios na pesquisa, por ter um ciclo de vida curto, facil de manusear,
ser um organismo multicelular com um genoma totalmente sequenciado, por existirem
cepas mutantes disponiveis e por ter vias evolutivamente conservadas para o

envelhecimento (C. elegans Sequencing Consortium, 1998).
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Embora seja amplamente aceito que a vida longa ocorre em familias por razdes
genéticas, as estimativas de "herdabilidade" do tempo de vida sdo consistentemente
baixas (~15-30%). Um trabalho realizado por Ruby et al., (2018), usando modelagem
de equacao estrutural para contabilizar o acasalamento seletivo, concluiu que a
verdadeira herdabilidade da longevidade humana para coortes de nascimento entre
1800 e 1900 era bem abaixo de 10% e que, foi geralmente superestimada devido ao
efeito do acasalamento seletivo. Sendo assim, as escolhas de estilo de vida
desempenham um papel importante no envelhecimento e na longevidade.

Para aumentar a expectativa de vida em diversos organismos, uma das
intervencdes mais estudadas é a restricao calorica (Fontana et al., 2010). De maneira
semelhante a restricdo calorica, a modulacdo das vias de envelhecimento leva a
ativacao da autofagia, biogénese mitocondrial e expresséo de enzimas antioxidantes
e desintoxicantes (Martell et al., 2020).

A avaliacao da toxicidade da bebida de cacau fermentada com kefir utilizando
0 organismo modelo mostrou que a mesma, ndo interfere na mortalidade e nem no
desenvolvimento dos vermes. Além disso, nossa bebida fermentada promoveu
resisténcia do verme contra estresse oxidativo induzido tanto térmico quanto
guimicamente nos estagios adultos iniciais (vermes de L1 a L4).

Concentracdes baixas e moderadas de moléculas de plantas e fungos
geralmente estendem a vida Util, enquanto altas concentracbes sao prejudiciais
(Martel al., 2020), consistentes com um mecanismo de modulacdo da vida util
envolvendo hormese. A hormese € uma condicdo na qual sob situacdes de pequenos
estresses haveria uma adaptacdo organica que mobilizaria sistemas de protecao e
resisténcia aos danos (Serra, 2011).

Altas temperaturas causam defeitos celulares em modelo C. elegans, como
degeneracdo neuronal e morte celular necrética induzida pelo calor (Labbadia e
Morimoto, 2015). Os ensaios de sobrevivéncia de C. elegans tém sido as principais
ferramentas para estudar os processos fisioldgicos, incluindo resisténcia ao estresse
oxidativo. Nossos dados demonstram que nos primeiros trinta minutos ambos o0s
grupos tratados com cacau tiveram a sobrevivéncia aumentada. Apdés 2 horas
submetidos ao calor de 35 °C os vermes tratados com a bebida fermentada com kefir
tiveram sua sobrevida aumentada em comparacdo ao grupo tratado apenas com

cacau, demostrando que a fermentagdo com kefir &€ benéfica.
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Muitos polifendis tém atividade antioxidante, e essa atividade é geralmente
atribuida a sua capacidade de neutralizar diretamente as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. A acéo direta do extrato de acai indica um mecanismo de acéo
direto através da reducédo da producdo de EROS induzida por peroxido de hidrogénio
(H202) em C. elegans (Bonomo et al., 2014). A suplementacéo dietética com polifendis
e fitoquimicos diminui significativamente a producdo de EROS em condi¢Bes de
estresse em C. elegans (Gonzalez-Manzano et al., 2012; Kampkotter et al., 2017).

A capacidade de fitoquimicos de aumentar a resisténcia ao estresse oxidativo
€ bem descrito na literatura (Wilson et al., 2006; Surco-Laos et al., 2012). Estudos com
nematoides tratados com polifendis mostraram que vermes C. elegans de tipo
selvagem exibiram sobrevivéncia aumentada e dano oxidativo reduzido de
biomoléculas quando submetido a estresse térmico (Ayuda-Duran et al., 2019a).
Ayuda-Durén et al, (2019b) analisaram os efeitos da quercertina na expectativa de
vida e resisténcia ao estresse térmico em C. elegans e concluiram que, a expressao
de muitas proteinas de choque térmico diminui em vermes envelhecidos, sendo a rede
de vias de sinalizacdo que podem ser moduladas pelos polifendis diversa e complexa,
e 0Ss mecanismos moleculares de agdo podem variar dependendo do composto.
Alguns estudos sugeriram que a administracdo exodgena de antioxidantes, como 0s
fendlicos de mirtilo, pode prolongar o vida de C. elegans e aumentar a sobrevivéncia
apos estresse térmico agudo (Wilson et al., 20016).

Estudo recentes tem avaliado compostos com atividade antioxidante em
modelo C. elegans, relacionado a resisténcia ao estresse por aumento de
antioxidantes, catalase (CAT) e superéxido dismutase (Fang et al. 2021; Jiang et al.
2021; Zhang et al. 2021).

Fang et al. 2021 demonstraram que processo de hidrolise acida de
polissacarideos de abdbora € capaz de otimizar a reducdo nos niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROS) sob condicdes oxidativas, além de aumentar a atividade
antioxidante relacionado a resisténcia ao estresse em C elegans modulando as
enzimas CAT e SOD. A resisténcia ao estresse térmico de C. elegans tem sido
atribuida ao aumento das atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT. Vermes
tratados por 48h com polissacarideos de Panax notoginseng apresentaram maior
sobrevida média e atividades mais elevadas de SOD e CAT em compara¢ao ao grupo

sem tratamento com polissacarideo (Feng et al., 2015). Resultados semelhantes ja
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haviam sido demonstrados por Chuang et al. (2009) e Zhang et al., (2012) com
estudos em fungos e vegetais respectivamente.

Jiang et al. 2021 verificaram o efeito do extrato de Rhodiola na longevidade e
resisténcia ao estresse contra choque térmico e radiacdo ultravioleta, e concluiram
que que a vida util de C. elegans foi notavelmente prolongada em 37,1% os
mecanismos moleculares como regulacdo de enzima antioxidantes e expressao
genica como e via sinalizacdo do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-
1) e vias SKN-1.

Genes e estilo de vida interferem no processo de envelhecimento. Variantes
genéticas especificas do receptor do IGF-1 (Martins et al., 2016) e do gene FOXO3a
estdo associadas ao aumento na expectativa de vida (Kops et al., 2002; Martins et al.,
2016). Recentemente, estudo de Munasinghe, et al. (2021) em C. elegans,
demonstraram que o cacau promove a melhoria da longevidade devido aos
compostos antioxidantes, modulando fatores genéticos que regulam o
envelhecimento como na sinalizacédo do fator de crescimento semelhante a insulina /
insulina 1 (IGF-1) e respiracao mitocondrial.

Além disso € importante salientar a participacdo das bactérias na reducao do
estresse oxidativo. Yi et al. (2019) mostraram que camundongos tratados com
Lactobacillus planatarum apresentaram quantidade fecal, transito intestinal e volume
de agua melhores que os demais grupos e que houve regulacdo das enzimas
superéxido dismutase (SOD) e catalase de forma positiva no tecido intestinal.

Em nosso estudo, foi possivel observar uma agao conjunta do kefir e do cacau,
potencializando a acdo antioxidante da bebida aumentando a resisténcia e a
sobrevivéncia dos vermes, ao menos em parte, pelo aumento na atividade da enzima
catalase. Infere-se entdo que a resisténcia ao estresse oxidativo foi devido a presenca
de polifendis, peptideos e outros compostos bioativos formados apds a fermentacao
do cacau pelo kefir
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Até o presente momento conclui-se que a bebida de cacau, selecionada,
fermentada com kefir possui melhor atividade antioxidante quando preparada com o
soluto mais concentrado, ndo possuindo interferéncia da temperatura e nem do pH.

Os ensaios experimentais com a bebida contendo 16% de cacau mostraram
que o produto desenvolvido ndo apresentou toxicidade in vivo, ndo interferindo na
mortalidade e no desenvolvimento dos animais e que pode aumentar a sobrevivéncia
destes organismos submetidos ao estresse térmico e quimico pelo menos em parte,
por mecanismo antioxidante aumentando a atividade da enzima catalase.

Portanto, aparece como possivel opcdo de alimento simbidtico ndo lacteo,
capaz de atender a crescente demanda por esse tipo de alimento funcional,
direcionado os consumidores vegetarianos, veganos, intolerantes a lactose ou
alérgicos as proteinas do leite. Mais estudos precisam ser realizados para elucidar os
mecanismos envolvidos na resisténcia e sobrevivéncia ao estresse oxidativo e na
prevencao de doencas relacionadas ao envelhecimento. Novos estudos com modelos
animais e testes em humanos serdo essenciais para validar a eficacia da bebida a

base de cacau fermenta por gréos de kefir.

7 EMPRESA / START-UP

Produto da tese: Synbiotika Viver Bem LTDA
Com os recursos do Programa Centelha foi aberta a primeira Startup do Programa, a
SYNBIOTIKA VIVER BEM LTDA, da qual faco parte da sociedade.

No ano de 2019 foi lancado o edital da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Espirito
Santos (FAPES) n° 07/2019 — Programa Centelha. Trata-se de uma iniciativa
promovida pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagbes (MCTI) e pela
Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), em parceria com o Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e o Conselho Nacional das
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Fundacbes Estaduais de Amparo a Pesquisa (Confap), e operada pela Fundacéo
CERTIL.

O Programa Centelha visa estimular a criagdo de empreendimentos inovadores e
disseminar a cultura empreendedora no Brasil. Oferece capacitacdes, recursos

financeiros e suporte para transformar ideias em negocios de sucesso.

Nessa primeira versdo do Edital Centelha no Espirito Santo foram submetidas mais
de 3.553 propostas conforme figura abaixo:

NuUmero da edicdo

L Ideias Ideias L Ideias Projetos Projetos .
Participantes Participantes Projetos
Cadastrados Inovadoras Inovadoras nas Equines Aprovadas Aprovados Aprovados AT

Iniciadas Submetidas quip FASE 1 FASE 2 FASE 3
3075 751 3553 7099 500

Figura 10. Fluxograma do Programa Centelha no Espirito Santo e numero de

propostas aprovadas em cada Fase. Fonte: https://es.programacentelha.com.br

Como pode ser observado, o Programa € desenvolvido em 3 fases. Das 3.553
propostas inovadoras submetidas, 500 foram aprovadas na Fase 1, 250 na Fase 2 e
56 na Fase 3 e apenas 53 foram contratadas.

RESUMO DOS TERMOS DE OUTORGA DO EDITAL FAPES N° 07/2019 - Programa Centelha ES. Vigéncia: 12 (doze) meses, tendo inicio em
01.12.2020. Recurso: Contrato celebrado entre a Fapes e a Finep n® 03.18.0170.00 ou Funcitec.

T.0 PROCESSO BENEFICIARIA DA SUBVEPQRO VALOR (R$) DATA DE ASSINATURA FONTE DO RECURSO
4587/2020 2020-2BHMQ NATALIA PITANGA XAVIER $9.400,00 16.11.2020 FUNCITEC
4582020 2020-808C4 SYNSIOTIKA VIVER BEM LTDA 50.000,00 18.11.2020 FINEP
49972020 2020-808C4 PROSIOTIKA VIVER BEM LTDA 50.000,00 17.11.2020 FINEP
50072020 2020-NXGKK ALERTAP SOLUCOES EM TECNOLOGIA | 54.919,50 19.11.2020 FUNCITEC
LTDA

Vitéria, 19 de novembro de 2020.
Denio Rebello Arantes
Diretor-presidente da FAPES.

Protocolo 626446

Tabela:

Fonte: https://es.programacentelha.com.br

O processo de desenvolvimento da bebida simbiotica vegetal a base de yacon e Kefir,
com potencial maximo antioxidante deu origem a proposta de negocio denominada

“Yakun-K — produto simbiético vegano” que foi submetida ao Edital Centelha sendo
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aprovada ao final em 34° no geral e em 3° lugar dentro da tematica Biotecnologia e
Genética (https://drive.google.com/file/d/1plEUd3kitIbZG31091ZVB1-
JKr3vkXQT/view?usp=sharing, proponente Tadeu Uggere de Andrade). Portanto,

trata-se de uma das 53 propostas financiadas para a abertura de empresa.

Esse desenvolvimento foi realizado nas dependéncias do LabCardio — Laboratorio de
Investigacdo Cardiovascular, Metabdlica e de Alimentos Funcionais, onde também
desenvolvo meu doutorado e participei do processo de elaboragéo da bebida que deu
origem ao Projeto. A proposta apresentada no programa Centelha pode ser
consultada no link:
https://drive.google.com/file/d/1871HGGIhIsObT36Widmlgnzjn_639Tq7/view?usp=sh
aring. Lembrando que se trata de um projeto de negocio e ndo de um projeto de
pesquisa. O projeto aprovado pode ser consultado no link:
https://drive.google.com/file/d/1RhOpLI2KInJkbWYziUaA2VcINOJ8sobl/view?usp=s
haring.

Com os recursos do Programa Centelha foi aberta a primeira Startup do Programa, a
SYNBIOTIKA VIVER BEM LTDA, da qual faco parte da sociedade. Abaixo o cartdo de
CNPJ da empresa.
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