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RESUMO - As caracteristicas estruturais da levedura S. cerevisiae tornam este
microrganismo um promissor veiculo para a bioencapsulacdo de substancias de
interesse alimenticio e/ou farmacolégico. Dessa forma, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito da concentragdo de fisetina (C), temperatura (T) e pressdo
osmotica (P) sobre a eficiéncia da bioencapsulagcdo da fisetina mediante choque
osmotico. A metodologia usada para avaliar a eficiéncia da encapsulagao (EE%) foi
a quantificagdo do flavonoide utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O teor de fisetina internalizada (FI) foi relacionado com a EE% e a massa
de fisetina inicialmente adicionada. Os resultados mostraram que a melhor EE% foi
de 14% com C=2 mg.mL‘l, T=16,6 °CeP=30MPa. A maior EE% obtida através
do modelo estatistico foi de 11% (R?>=0,808) nas mesmas condig¢des. Os melhores
resultados para a FI foram de 0,494 mg e de 0,410 mg predito pelo modelo
estatistico (R?=0,871). Os resultados demonstram que o choque osmético aumenta
a internalizacdo de flavonoides lipossoliveis, antes inviabilizada pela morfologia
natural da célula de levedura estudada.

1. INTRODUCAO

O interesse das industrias alimenticias por produtos que possuam em sua formulagcao
compostos promotores da satide humana € crescente. A fisetina (286 Da) é um flavonoide
extraido de frutas como o morango, tomate, uva e péssego, previamente apontado por sua
capacidade de reduzir o avancgo de células cancerigenas na prostata (Khan et al., 2008), auxiliar
no tratamento de doencas neurodegenerativas (Maher, 2008) e reduzir o efeito de respostas
inflamatérias pulmonares (Geraets et al., 2009). No entanto, devido a sua sensibilidade as
alteracdes fisico-quimicas possui baixa biodisponibilidade in vivo (Sengupta et al., 2005). Neste
caso € essencial envolver a molécula por uma membrana que seja capaz de impedir a sua
degradacio.

Dardelle et al. (2007) perceberam que 6leos essenciais inseridos no envelope microbiano
(parede e membrana celular) da levedura S. cerevisiae ficam protegidos mesmo com variagoes
de temperatura, umidade e pH. A membrana plasmaética da levedura age como barreira seletora
de moléculas essenciais para o seu metabolismo. Apesar disso, moléculas com pesos
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moleculares maiores que 110 Da sdo incapazes de passar livremente pela membrana (Dupont,
2012).

Dessa forma, estratégias para promover a internalizacdo de componentes na célula devem
ser investigadas. O choque osmético pode ser definido como a desidratacdo de células
microbianas com solucdo depressora concentrada seguido de rdpida reidratagcdo com solucao
isotdnica. O choque osmético com solucdes levemente concentradas de glicerol provoca a
formacdo de poros transientes na membrana celular da levedura S. cerevisiae (Dupont et al.,
2010; Da Silva Pedrini et al., 2014). Na etapa de reidratacdo ocorre a entrada de dgua dentro da
célula e consequentemente a internalizacdo do composto suspendido/solubilizado. O fécil
manuseio e producdo das leveduras demonstram seu forte potencial para o desenvolvimento de
novos processos de bioencapsula¢do de flavonoides, corantes e aromas (Pham-Hoang et al.,
2013).

O objetivo deste estudo foi avaliar a quantidade de fisetina bioencapsulada nas células da
levedura S. cerevisiae e a eficiéncia do processo mediante uso de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Para isto, foram estudadas as varidveis concentracdo final de fisetina,
pressdo osmotica de desidratacdo e temperatura sobre o processo de bioencapsulacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais e solucoes

A fisetina, extrato de levedura e tampao fosfato-salino (PBS) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (EUA). O dlcool etilico absoluto, dlcool metilico absoluto, dcido acético glacial,
glicerol e glicose foram adquiridos da Vetec (Brasil). A peptona pancredtica foi adquirida da
Himedia (India) e o fosfato de s6dio monobdsico anidro da Cromato (Brasil).

As solucdes de fisetina em élcool etilico absoluto foram preparadas individualmente de
acordo com a concentracdo final utilizada em cada ensaio. As solugdes de glicerol com pressao
osmotica (7) de 1.4, 4.8, 15, 30, 45 ou 55.2 MPa foram preparadas adicionando-se 51, 179, 513,
1.063, 1.668 ou 2.045 g de glicerol a 1000 g de 4gua destilada. A atividade de dgua foi estimada
através da Equacdo de Norrish (Norrish, 1966). A pressdo osmdtica estd relacionada com a
atividade de 4gua (ay) de acordo com a Equacdo 1:

—RTIna,, 0
T = v

Onde R é a constante universal dos gases (J.mol'.K "), T a temperatura (K) e Vy o volume
parcial molar de dgua (m>.mol ™). As a, das solugdes foram confirmadas por meio de medidor
de atividade de dgua (Decagon devices, series 3 TE, EUA).

2.2. Células e condicoes de cultivo

Trés coldnias previamente isoladas da levedura S. cerevisiae (Fleischmann, Brasil) foram
adicionadas a 100 mL do meio Malt Wickerham modificado (Dupont et al., 2010), para 1 L:
3 g de extrato de levedura, 3 g de peptona pancredtica, 10 g de glicose, 51 g de glicerole 1,5 g
fosfato de sédio monobdsico anidro, em seguida incubadas sob agitacdo (Tecnal, Brasil,
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modelo TE422) a 250 rpm, 48 h e 25 °C. Aliquota (1 mL) da suspensao foi transferida para
100 mL do mesmo meio e mantido nas mesmas condi¢des por mais 24 h. Centrifugou-se
40 mL desta suspensdo por 5 min e 2200 xg (Solab, Brasil, modelo SL701). O precipitado foi
lavado 2 vezes com a solugdo isotonica de glicerol (1.4 MPa) e ressuspendido em 20 mL da
mesma solucao.

2.3. Choque osmdtico e bioencapsulacao da fisetina

Transferiu-se 1,5 mL da suspensdo para microtubo e centrifugou-se a 5100 xg durante 10
min. Ao precipitado foi adicionado o mesmo volume de glicerol a 4.8, 15, 30, 45 ou 55.2 MPa.
As células foram incubadas em agitacdo por 1 h com temperatura de 16.6, 20, 25, 30 ou
33.4 °C. As células foram centrifugadas e reidratadas com a solugdo isotonica. Imediatamente
adicionou-se 300 pL de fisetina com concentracdo final de 0.32, 1, 2, 3, ou 3.68 mg.mL'l. As
células foram lavadas 3 vezes com dlcool etilico, ressuspendidas em PBS e liofilizadas.

2.4. Extracao e quantificacao

Foram pesados 20 mg da levedura liofilizada, adicionados 5 mL de alcool etilico 50%
(v/v) e incubado sob agita¢do por 60 min. As amostras foram filtradas em membrana de nylon
(poro de 0,45 um) e a leitura realizada em HPLC (Shimadzu, modelo LC-10ATvp, Japao)
acoplado a uma coluna C18 (150 mm x 3,9 mm, 5 um) em condi¢des isocréticas. A fase movel
constituida de dgua destilada:alcool metilico:acido acético glacial (440:550:10 v/v/v). Vazao
1,0 mL.min"! e volume de injecdo 20 uL. A detec¢io foi realizada com detector UV-VIS a
360 nm. A area do pico de emissdo de cada amostra foi relacionada com a curva padrido da
fisetina. A eficiéncia da encapsulacdo (%EE) foi calculada conforme a Equagao 2:

Cg
EE% = = X 100 )

i
Onde, Cg € a concentracao de fisetina encapsulada e C; a concentracdo de fisetina
adicionada inicialmente. A quantificacdo da massa de fisetina internalizada (FI) foi estimada

através da regressdo dos valores da EE% e da quantidade de fisetina inicialmente adicionada
(Volume final = 1,8 mL) de acordo com a Equagao 3.

C;x EE% x1,8
FI =

100 )

2.5. Planejamento experimental

Utilizou-se a metodologia de delineamento composto central rotacional (DCCR) 2% com
3 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 4 repeticdes no ponto central para avaliar o processo de
bioencapsulacao da fisetina. As varidveis estudadas foram a concentracao de fisetina, a pressao
osmotica de desidratacdo e a temperatura do sistema. A matriz completa do DCCR com as
variaveis codificadas, reais e as respostas pode ser observada na Tabela 1. Cada ensaio foi
realizado em triplicata para aumentar a confiabilidade dos resultados e a reprodutibilidade do
processo.
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Tabela 1 — Matriz do DCCR para os trés fatores e as respostas eficiéncia da encapsulacio e
fisetina internalizada

Enaig | C(mgmLh) P (MPa) T (°C) EE (%) FI (mg)
(X1) (X2) (X3) (Y (Y2)
01 —1(1,0) ~1(15,0) ~1(20,0) 126 0,19 0,023
02 ~1(1,0) ~1(15,0) 1 (30,0) 1,02 £0,12 0,018
03 ~1(1,0) 1 (45,0) ~1(20,0) 1,33 +0,13 0,024
04 ~1(1,0) 1 (45,0) 1 (30,0) 1,72 0,22 0,031
05 13,0) ~1(15,0) ~1(20,0) 1,76 +0,68 0,095
06 13,0) ~1(15,0) 1 (30,0) 1,73 +0,32 0,093
07 13,0) 1 (45,0) ~1 (20,0) 3,12 £2,95 0,168
08 13,0) 1 (45,0) 1 (30,0) 2,74 +1,99 0,148
09 ~1,682(0,32) 0 (30,0) 0 (25,0) 3,16 0,15 0,018
10 1,682 (3,68) 0 (30,0) 0 (25,0) 0,41 +0,09 0,027
11 0(2,0) ~1,682 (4,8)  0(25,0) 0,53 +0,14 0,019
12 0 (2,0) 1,682 (55,2) 0 (25,0) 0,62 +0,05 0,022
13 0 (2,0) 0 (30,0) ~1,682 (16,6) 13,73 +3,59 0,494
14 0(2,0) 0 (30,0) 1,682 (33,4) 10,47 £0,59 0,377
15 0 (2,0) 0 (30,0) 0 (25,0) 0,65 +0,17 0,023
16 0(2,0) 0 (30,0) 0 (25,0) 0,79 +0,13 0,028
17 0 (2,0) 0 (30,0) 0 (25,0) 0,69 +0,14 0,025
18 0 (2,0) 0 (30,0) 0 (25,0) 0,51 +0,13 0,018

X1 =(C-2,00), X, = (P -30,0)/15,0 e X3 = (T —25,0)/5,0. Valores médios + desvio padrdo (n = 3 repeti¢des).

2.6. Analise Estatistica

Os modelos de segunda ordem representativos do processo estudado foram obtidos
através do ajuste dos valores experimentais (Tabela 1) pelo método dos minimos quadrados. Os
dois modelos propostos para as resposta (Y1 e Y2) foram baseados na Equacgao 4:

Yi=BO+f)1X1 +BZX2+B3X3+Bl 1X%+BZZX%+B33X%+BQXIX2+613X1X3+623X2X3 (4)

Onde Yi é o termo dependente dos valores dos coeficientes. Po, Bi, Pii € Pij sdo os
coeficientes da média, lineares, quadréticos e das interagdes entre 0s termos, respectivamente.
A regressao dos coeficientes do modelo, as superficies de resposta e a andlise de variancia
(ANOVA) foram calculados e analisados por meio do software STATISTICA v7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Avaliacao do modelo estatistico

Neste estudo foram avaliadas a eficiéncia da encapsulacdo e a massa de fisetina
internalizada nas células. Na Tabela 2 estdo os coeficientes de regressdo dos modelos. Os
valores dos efeitos estatisticamente ndo significativos (¢ Student) foram retirados do modelo de
segunda ordem e a qualidade do modelo em representar as respostas (Y1 e Y2) foram analisadas
através da Analise de variancia (ANOVA) e do teste F mostrado na Tabela 3.
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Tabela 2 — Coeficientes estimados para o ajuste do modelo de segunda ordem

Coeficiente Eficiéncia da Fisetina
Encapsulagao Internalizada
(%) (mg)
Bo 0,817 0,028
B1 NS 0,031
Bi1 -0,303 -0,020
B2 0,241 0,011
B22 -0.731 -0,021
B3 -0,420 -0,016
B33 3,344 0,126
Bi2 0,200 0,014
B3 NS NS
B23 NS NS

NS = ndo significativo (p > 0,05).

Tabela 3 — Andlise de variancia (ANOVA) dos modelos de segunda ordem em fungao das
respostas eficiéncia da encapsulacdo (EE%) e fisetina internalizada (FI) através do DCCR

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Médio Feaic
variagao quadrados liberdade

EE% FI EE% FI EE% FI EE% FI
Regressao 179,838 0,2692 6 7 29,973 0,03845 7,70 9,64
Residuos 42,800 0,0399 11 10 3,891 0,00399 - -
Falta de ajuste 42,760  0,0399 8 7 5,345 0,00569 396,91 326,32
Erro puro 0,040 0,0001 3 3 0,013 0,00002 - -
Total 222,638 0,3091 17 17 - - - -
R? 0,808 0,871 - - - - - -

EE%: Fuab (6:11:0,05) = 3,09; Frab (8:3:0,05) = 8,85; p-valor < 0,0001
FI: Fuab (7:10:0.05) = 3,14; Fuab (7:3:0,05) = 19,30; p-valor < 0,0001

O valor do Fcac (7,70) para EE% foi cerca de 2,5 vezes superior ao valor do Fup (3,09)
para os mesmos graus de liberdade. Para a FI o valor do Fcac (9,64) foi 3 vezes superior ao Fuap
(3,14). Isto significa que os valores experimentais estdo sendo preditos de maneira eficiente
pelos modelos propostos, ou seja, o nivel de significancia dos modelos é superior a 95%. Os
coeficientes de determinagdo (R?) mostram que cerca de 80,8% e 87,1% das respostas podem
ser explicadas pelos modelos para EE% e FI, respectivamente. Os valores elevados de Fcac na
falta de ajuste demonstram que as varidveis que foram excluidas do modelo ndo estdo sendo
bem representadas. Contudo, os modelos estdo muito bem ajustados na regido de interesse, ou
seja, na drea onde encontram-se os valores de maior EE% e FIL.

3.2. Superficies de resposta
As superficies de resposta dos modelos da eficiéncia da encapsulacdo e da massa de
fisetina internalizada nas células de levedura estdo mostradas na Figura 1. A comparagdo grafica

das superficies foi adotada como método de avaliagao da melhor resposta obtida pelo modelo
estatistico e a definicdo das condi¢des otimizadas do processo.
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Figura 1 — Superficies de resposta da eficiéncia da encapsulacdo (a-c) e fisetina internalizada
(d-f) em fun¢do da Pressao Osmética x Concentragdo, Concentracao x Temperatura e Pressao
Osmoética x Temperatura.

3.3. Efeito da concentracao de fisetina

O efeito linear da concentragdo da fisetina ndo foi significativo para a EE%. Ja o efeito
quadratico foi significativo e negativo, e o efeito da interac@o entre a concentragdo e a pressao
osmotica foi positivo e significativo (Tabela 3). Os melhores valores encontram-se na regiao
central do grafico com C = 2 mg.mL" (Figura 1a-b). De maneira andloga, foi observado na
quantificacdo de FI, diferenciando-se somente pelo termo linear (1) que foi significativo e
positivo. Observou-se o aumento da quantidade FI ligeiramente proporcional a sua
concentracdo (Figura 1d-e), portanto os melhores valores da FI foram observados na regido
central-superior do grifico com C >2 mg.mL"". E evidente que a EE% nio obrigatoriamente
deve corresponder a maior quantidade de FI, uma vez que a FI € dependente da quantidade de
fisetina inicialmente adicionada, enquanto que a EE% ¢é calculado como a relacdo entre a
concentracao de fisetina encapsulada e a concentragao inicialmente adicionada (Equacao 2 e 3).

3.4. Efeito da pressao osmética de desidratacao

O efeito linear da pressdo osmoética sobre a EE% foi positivo e relativamente baixo em
comparacdo ao valor da média e negativo para o termo quadratico (Tabela 3). Os melhores
valores da EE% ficaram na regido central com P = 30 MPa (Figura la/c). Em relacdo a FI os
melhores resultados foram encontrados na regido central-superior das superficies (Figura 1d/f)
entre 30 e 55,2 MPa. Dupont et al. (2010) perceberam que o aumento excessivo da pressao
osmotica do meio leva a desestabilizacdo irreversivel da membrana plasmatica, o que pode
representar o extravasamento do contetddo intracelular e a redu¢dao da EE%. Em contrapartida
pressdes osmdticas reduzidas ndo afetam a estrutura da célula e a substancia € impedida de
atravessar a membrana celular devido a sua morfologia natural. Neste caso nio se observa o
efeito da osmoporagao celular (Camara Junior et al., 2013; Pedrini et al., 2014). Sendo assim,
considera-se o valor otimizado na regido de central a 30 MPa.
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3.5. Efeito da temperatura do sistema

Em ambos os casos, o termo linear foi negativo e o termo quadratico positivo, por essa
razao constatou-se um comportamento positivo nos extremos do grafico das superficies, em
T <16,6 °Ce T > 33,4 °C (Figura 1b-c e le-f). Provavelmente a fisetina foi conservada em
temperaturas mais baixas, levando a um aumento na intensidade do pico de emissdo no HPLC.
Ja as temperaturas mais elevadas podem ter causado maior choque osmoético e aumento do
nimero e/ou tamanho dos poros formados na membrana celular da levedura, levando a maior
entrada de 4gua e fisetina na célula e consequentemente maior EE%. A possivel degradacao
causada pela temperatura mais elevada pode ter sido evitada devido a estrutura protetora da
célula de levedura, que tem se demonstrado capaz de suportar altas temperaturas e manter a
integridade dos componentes nela inseridos (Normand et al., 2005). Considerou-se a
temperatura de 16,6 °C como ideal por ter sido encontrado maior nimeros de pontos 6timos
nesta temperatura (Figura 1).

3.6. A osmoporacao influencia a EE% e FI

Neste estudo foi constatado que a osmoporac¢do promoveu aumento na EE% e na FI. Os
melhores resultados experimentais foram de 14% para a EE% e de 0,494 mg para a Fl. Os
valores preditos pelos modelos foram de 11% para EE% e de 0,410 mg para a FI. Paramera et
al. (2011) utilizaram células da levedura S. cerevisiae plasmolisadas com cloreto de sddio para
encapsular o corante lipossolivel curcumina. Os autores reportaram valores proximos com uma
EE% em média de 20%. Os resultados mostrados aqui levam a crer que as lavagens das células
com o dlcool etilico absoluto podem ter arrastado parte do componente internalizado e reduzido
a EE% (Pham-Hoang et al., 2013).

A principal barreira do processo de bioencapsulacdo € a membrana plasmatica que
impede a entrada passiva de substancias no citoplasma da célula (Pedrini et al., 2014). Dupont
et al. (2010) constataram a existéncia de um mecanismo de formagdo de poros na membrana
celular da levedura S. cerevisiae em funcdo da pressdo osmoética do meio. Resultados
qualitativos publicados anteriormente mostraram que células da levedura S. cerevisiae foram
capazes de encapsular instantaneamente grandes quantidades de fisetina quando submetidas ao
choque osmético a 30 MPa (Camara Junior et al., 2013). Da mesma forma, Pedrini et al. (2014)
encontraram resultados qualitativos semelhantes para molécula hidrossolivel FITC-Dextran
(20 kDa) quando nao aplicada a osmoporagao.

4. CONCLUSOES

O choque osmético mostra-se como uma estratégia tecnoldgica promissora para aumentar
a eficiéncia da bioencapsulacdo de componentes lipossoliveis em células da levedura S.
cerevisiae. Neste estudo as melhores condi¢des foram encontradas com C = 2 mg.mL’,
P =30 MPa e T = 16,6 °C. Os modelos estatisticos de segunda ordem obtidos foram
estatisticamente significativos, com R%=0,808 paraa EE% e RZ=0,871 para a FI. A eficiéncia
do processo de bioencapsulagdo de compostos lipofilicos por choque osmético poderia ser
aprimorada com a utiliza¢do de métodos de quantificacdo que nao utilizem solventes organicos
na etapa de extracdo. Estes solventes podem desidratar, danificar o envelope celular, solubilizar
os componentes intracelulares e reduzir a EE%.
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