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RESUMO

O desenvolvimento de novos alimentos prebidticos e sua relagdo com a saide humana sio
temas que estdo sendo fortemente explorados. Uma opg¢ao para producgdo de sucos prebioticos
¢ a sintese destes compostos diretamente no suco. Até o presente, pouco se sabe sobre a
ampliacdo da escala deste processo e possiveis efeitos benéficos a nivel intestinal. Assim,
usando a enzima dextrana-sacarase, esse trabalho objetivou avaliar o efeito da temperatura e
agitacdo na sintese de oligossacarideos e dextrana em suco de laranja com volume ampliado,
bem como o efeito do suco na composi¢cdo da microbiota intestinal humana, na barreira
epitelial de células intestinais Caco-2/TC7 e na expressdao de genes-alvo. Visando um melhor
desempenho de sistema de mistura, especialmente em relacdo a homogeneidade do meio e a
difusividade dos carboidratos, as sinteses foram conduzidas diretamente no suco de laranja em
reatores agitados magneticamente e mecanicamente a 25 e 30 °C (MAG2S5, MEC25, MAG30
e MEC30) durante 24 h. Os sucos produzidos foram submetidos a digestdo in vitro, seguida
da fermentacdo pela microbiota coldnica de dois doadores, sendo um vegetariano
autodeclarado (A) e outro onivoro (B), em condi¢des anaerdbicas (37 °C/48 h). Por fim,
avaliou-se o efeito de suco de laranja sem (SL) e com oligossacarideos e dextrana (SLP),
antes e apOs digestdo in vitro (SLD e SLPD) na viabilidade, resisténcia elétrica transepitelial
(TEER) e expressdo dos genes relacionados a inflamacao (IL-8, TNF-a, NF-xB-1 e COX-2),
as juncdes estreitas (ZO-1) e ao metabolismo de aguicares (GLUT-2, SLGT-1 e GLUT-5) em
células intestinais Caco-2/TC7. A concentracdo de agucares redutores (AR) no suco reduziu a
25 °C, demonstrando a utilizacdo dos AR na producdo de oligossacarideos e dextrana, e
aumentou nas sinteses conduzidas a 30 °C, sendo um indicativo de hidrélise. Além disso, uma
maior concentracdo de oligossacarideos e dextrana foi identificada nos sucos sintetizados a 25
°C. A agitagdo magnética aumentou a sintese de dextrana, enquanto o tipo de agitacao nao
interferiu na producio de oligossacarideos a 25 °C/6 h. Apesar dos 6timos resultados para
MAG25, MEC25 foi selecionado para as etapas posteriores, pois reatores agitados
mecanicamente sdo mais adequados para producdo em larga escala. Os oligossacarideos e
dextrana presentes no suco digerido foram consumidos pela microbiota fecal humana de
ambos os doadores, com consequente producdo de altas concentragdes de lactato e acetato,
seguidos de butirato, propionato e isobutirato. Os doadores apresentaram perfis diferentes de
consumo de oligossacarideos e producao de acidos, com um consumo rapido e completo dos
oligossacarideos pelo doador B, além do elevado acumulo de propionato. A microbiota fecal
do doador A apresentou uma alta abundancia relativa de Lactobacillus ruminis (44,96%),
enquanto Bifidobacterium adolescentis foi a principal bactéria do microbioma do doador B
(41,73%) apds 24 h. A abundancia de microrganismos com propriedades benéficas, como
Bacteroides xylanisolvens, também foi favorecida pelo suco de laranja funcional (6,08 e
8,52%), porém houve reducdo de algumas espécies de Clostridia sp. No cultivo de células
Caco-2/TC7, SLP aumentou a viabilidade celular e os valores de TEER em comparagdo ao
SL. Ap6s digestdo, SLPD minimizou danos e perdas estruturais na camada celular em relagdo
ao SLD. SLPD, na concentragdo 1,25%, reduziu a expressdo dos genes associados a
inflamacgdo e ndo afetou a expressdo do gene ZO-1. Contudo, SLPD a 2,5% promoveu um
aumento nos niveis de RNAm de ZO-1. Nao houve modificacdes marcantes na expressao de
genes relacionados ao transporte de agicares. Nesse sentido, o suco de laranja contendo
oligossacarideos e dextrana melhorou a composi¢do e atividade metabdlica da microbiota
colonica humana e podem contribuir para a reducdo da inflamacao intestinal e melhoria da
funcdo de barreira, sendo uma alternativa ao mercado de alimentos funcionais.

Palavras-chave: oligossacarideos, dextrana, agitacdo, microbiota, inflamacao intestinal.



ABSTRACT

The development of new prebiotic foods and their relationship with human health are topics
that have been strongly explored. An option for producing prebiotic juices is the synthesis of
these compounds directly in the juice. However, there is limited knowledge about scaling up
this process and its potential beneficial effects at the intestinal level. Thus, using the enzyme
dextransucrase, this work aimed to evaluate the effect of temperature and agitation on the
synthesis of oligosaccharides and dextran in orange juice in increased volume, as well as the
effect of the juice on the human intestinal microbiota composition, on epithelial barrier of
Caco-2/TC7 intestinal cells and on expression of target genes. Aiming to achieve a better
performance on the mixing system, especially the homogeneity of the medium and the
carbohydrate diffusivity, the synthesis was conducted directly on the orange juice in magnetic
and mechanical stirred reactors at 25 and 30 °C (MAG25, MEC25, MAG30 and MEC30) for
24 h. The juices produced were submitted to in vitro digestion, followed by fermentation by
the colonic microbiota of two donors, one vegetarian (A) and the other omnivorous (B), under
anaerobic conditions (37 °C/48 h). Finally, the effect of orange juice without (SL) and with
oligosaccharides and dextran (SLP) was evaluated, before and after in vitro digestion (SLD
and SLPD) on viability, transepithelial electrical resistance (TEER) and expression of genes
related to inflammation (IL-8, TNF-a, NF-kB-1 and COX-2), tight junctions (ZO-1) and sugar
metabolism (GLUT-2, SLGT-1 and GLUT-5) in Caco-2/TC7 intestinal cells. The
concentration of reducing sugars (AR) into the juice reduced at 25 °C, due to the use of RS in
the production of oligosaccharides and dextran, and increased in syntheses conducted at 30
°C, an indication of hydrolysis. Furthermore, a higher concentration of oligosaccharides and
dextran was identified in juices synthesized at 25 °C. In terms of agitation, magnetic agitation
increased dextran synthesis, while the type of agitation did not interfere on the production of
oligosaccharides at 25 °C/6 h. Despite the excellent results for MAG25, MEC25 was selected
for next steps because mechanical stirred reactors are more suitable for large-scale production.
The donors presented different profiles of oligosaccharide consumption and acid production,
with rapid and complete consumption of oligosaccharides by donor B, in addition to high
propionate accumulation. Oligosaccharides and dextran present in the digested juice were
consumed by the human fecal microbiota of both donors, with consequent production of high
concentrations of lactate and acetate, followed by butyrate, propionate and isobutyrate. The
microbiota of donor A showed a high relative abundance of Lactobacillus ruminis (44.96%),
while Bifidobacterium adolescentis was the main bacteria in the microbiome of donor B
(41.73%) after 24 h. The abundance of beneficial microorganisms such as Bacteroides
xylanisolvens was also favored by functional orange juice (6.08 and 8.52%), but a reduction in
some species of Clostridia sp was observed. In Caco-2/TC7 cells, SLP increased cell viability
and TEER values compared to SL. After digestion, SLPD reduced damage and structural
losses in the cell layer compared to SLD. SLPD, at 1.25 % concentration, reduced the
expression of inflammation-related genes and did not affect the expression of the ZO-1 gene.
However, 2.5% SLPD increased the ZO-1 mRNA levels. No changes were observed on the
expression of sugar transport-related genes. In this sense, orange juice containing
oligosaccharides and dextran improved the composition and metabolic activity of the human
colonic microbiota and may contribute to reducing intestinal inflammation and improving
barrier function, being an alternative to the functional food market.

Keywords: oligosaccharides, dextran, agitation, microbiota, intestinal inflammation.
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INTRODUCAO GERAL

O mercado de alimentos funcionais tem evoluido fortemente nos ultimos anos,
principalmente devido a necessidade de estar sempre alinhado aos desejos dos consumidores.
Para diversificar o setor alimenticio, estratégias acerca de novas técnicas para elaboragcio de
produtos vém sendo desenvolvidas, das quais podem ser mencionadas a producdo de
alimentos com propriedades prebidticas (BEVILACQUA et al., 2024). O conceito de
prebidticos sofreu algumas modificacdoes desde 1995, pois sua definicdo era restrita a
carboidratos e funcdes intestinais. No entanto, devido ao reconhecimento da expansdo de seus
efeitos em outras partes do corpo e de outras categorias além dos alimentos, os prebidticos sao
atualmente classificados como substratos usados seletivamente por microrganismos
hospedeiros conferindo beneficios a saide (GIBSON et al., 2017).

Os sucos de frutas funcionais tém se apresentado com uma boa opg¢do para
impulsionar o setor alimenticio, especialmente por serem uma alternativa aos produtos de
base lactea. Tendo em vista a boa aceitabilidade dos sucos, principalmente os citricos, e sua
composi¢do rica em agucares, dcido orginicos e compostos bioativos, essas bebidas t€m sido
reconhecidas como excelentes veiculos de substratos prebidticos (SILVA et al., 2020).

Os oligossacarideos compdem o principal grupo de prebidticos adicionados ou
sintetizados em sucos, sendo a via enzimdtica uma das mais exploradas por apresentar um
maior rendimento, possibilitar a execu¢do de um processo mais controlado e ser mais segura
(AWASTHI et al., 2022). Diante dessas vantagens, nosso grupo de pesquisa tem
desenvolvido sucos de frutas potencialmente prebidticos pela acdo direta da enzima dextrana-
sacarase (E.C.2.4.1.5), a qual sintetiza oligossacarideos e dextrana a partir dos acucares
presentes no suco (DO NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022; LEITE et al., 2021).
Contudo, essas metodologias foram executadas em escala laboratorial.

Diante disso, a producdo e comercializacdo de sucos prebidticos € uma forte
tendéncia para alavancar as industrias do ramo alimenticio, aliados aos fatores benéficos a
saude dos consumidores. Assim, estudar o aumento de escala na produgcdo de sucos
prebidticos torna-se importante a nivel industrial e social. Para tanto, conduzir um processo
com aumento de volume demanda ajuste de alguns pardmetros, como agitacdo e tempo de
processos, a depender do tipo de processo e produto desejado, além de outros parametros que
ndo sdo critérios para ampliacdo de escala, tais como temperatura e pH. No caso especifico da
sintese enzimatica de oligossacarideos e dextrana, a temperatura e agitacao sao cruciais para o

controle e desempenho ideal da reacdo, visto que, esses parametros estdo relacionados a
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estabilidade, atividade e seletividade da enzima, bem como a homogeneidade do meio
reacional e melhoria da difusividade dos carboidratos (POTTRATZ; MULLER; HAMEL,
2022; RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2011).

A escolha adequada das condicdes de processo favorece um maior rendimento e
estd diretamente ligada a qualidade do produto e suas propriedades funcionais. O principal
critério para um produto ser considerado prebidtico € sua capacidade de ser fermentado pela
microbiota coldnica, favorecendo o crescimento seletivo de microrganismos benéficos e os
efeitos que conferem a saide (DAVANI-DAVARI et al., 2019). A partir disso, surge a
importancia de avaliar a interagdo desses ingredientes com a microbiota intestinal (AMORIM
et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020), preferivelmente submetidos previamente a digestdo
simulada (DA SILVA et al., 2023; REGES et al., 2023), além da busca de respostas positivas
na saide do hospedeiro que podem ser avaliadas por métodos in vitro com cultura de células.
Apesar dos modelos com células Caco-2, que mimetizam o epitélio intestinal, ji serem
consolidados para o estudo de absorc¢do de farmacos, compostos bioativos e alguns alimentos
(LIAN et al., 2023; PANSE; GERK, 2022; ROSELLI et al., 2022), a literatura ainda ndo
dispde de estudos sobre o efeito de sucos prebidticos contendo gluco-oligossacarideos e
dextrana na barreira epitelial intestinal usando modelos in vitro com células Caco-2.

Dito isto, o presente trabalho aborda a producado de suco de laranja potencialmente
prebidtico pela agdo da enzima dextrana-sacarase e serd apresentado na forma de capitulos,
como descrito a seguir:

Capitulo 1: Nesta secdo serd apresentada uma revisdo bibliogrifica sobre os
principais temas discutidos no decorrer do trabalho.

Capitulo 2: Este topico discorre sobre o efeito dos parametros agitacdo e
temperatura durante a sintese enzimdtica de oligossacarideos e dextrana em suco de laranja,
referente ao artigo cientifico “Effect of temperature and agitation on the enzymatic synthesis
of oligosaccharides and dextran in orange juice”, publicado em 2023 na revista Food
Chemistry Advances (DOI: 10.1016/j.focha.2023.100525).

Capitulo 3: Este capitulo refere-se ao artigo cientifico “Impact of orange juice
containing potentially prebiotic ingredients on human gut microbiota composition and its
metabolites”, publicado pela autora da tese na revista Food Chemistry, em 2022 (DOI:
10.1016/j.foodchem.2022.134706).

Capitulo 4: Esta dltima secdo terd como abordagem o impacto do suco de laranja

potencialmente prebidtico na barreira epitelial e na expressdo de genes relacionados a
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inflamacdo, juncodes estreitas e transporte de agucares, usando um modelo com células

intestinais humanas do tipo Caco-2/TC7.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito da temperatura e agitacdo durante a sintese enzimdtica de
oligossacarideos e dextrana no suco de laranja, pela acdo da enzima dextrana-sacarase, bem
como, o impacto do suco de laranja potencialmente prebidtico na composi¢do da microbiota
intestinal humana, na barreira epitelial de células intestinais Caco-2/TC7 e expressdo de genes

relacionados a inflamacao, juncdes estreitas e transporte de agucares.

Objetivos especificos

e Sintetizar oligossacarideos e dextrana no suco de laranja;

e Estudar o efeito da agitacdo e temperatura durante a sintese no suco;

e Avaliar a digestibilidade dos carboidratos durante a simulagdo da digestdo
gastrointestinal;

e Avaliar o efeito do suco contendo oligossacarideos e dextrana na composicdo da
microbiota intestinal humana;

e Avaliar e quantificar os metabdlitos dcidos proveniente do metabolismo da microbiota
intestinal.

e Investigar o efeito do suco contendo oligossacarideos e dextrana na viabilidade celular
e na resisténcia da barreira epitelial de células intestinais Caco-2/TC7;

e Auvaliar e quantificar a expressdo de genes relacionados a inflamacdo, transporte de

acucares e juncdes estreitas usando modelo com células Caco-2/TC7.
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CAPITULO 1

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Prebioticos

Os alimentos sdo fontes importantes de nutrientes e compostos bioativos, que
devem atender as demandas do corpo, promover saide e bem-estar, além de prevenir doengas
relacionadas a nutricdo (CILLA et al., 2018). O mercado de alimentos funcionais tem se
concentrado mais intensamente nos segmentos de prebidticos, probidticos e simbidticos,
visando exercer efeitos benéficos a saide do consumidor com foco na composicdo da
microbiota intestinal (GRAND VIEW RESEARCH, 2022; SIDDIQUI et al., 2023).

Esse enfoque na microbiota, impulsionou o conhecimento sobre microrganismos,
que raramente eram conhecidos por seu papel positivo na saide humana, mas sim como
causadores de doencas. Diante das vantagens associadas aos alimentos funcionais, a procura e
aceitacdo de probidticos e prebidticos vem crescendo exponencialmente, tendo sido previsto
um crescimento de 14,9% do mercado de prebidticos de 2022 a 2030, o qual foi avaliado em
US$ 6,05 bilhdes em 2021 (CUNNINGHAM et al., 2021; GRAND VIEW RESEARCH,
2022).

O conceito de prebidtico vem sofrendo modificacdes ao longo do tempo, como
consequéncia dos avancos nas pesquisas. Anteriormente, reconhecido como ingrediente
alimentar que afeta beneficamente o hospedeiro, estimulando o crescimento e/ou atividade de
um ou um numero limitado de bactérias intestinais. Contudo, é definido atualmente como
substrato que € usado seletivamente por micro-organismos hospedeiros conferindo beneficios
a saude (GIBSON et al., 2017). Dentre os efeitos positivos oferecidos aos consumidores,
destacam-se: promover a homeostase gastroenteroldgica, modulacdo da microbiota intestinal,
prevencao ou cura de doengas associadas ao desequilibrio da microbiota (disbiose), melhoram
a motilidade intestinal, estimulam a resposta imune e, quando fermentados, induzem a
producdo de mucina pelos colondcitos e citocinas imunomoduladoras (KHUITUAN et al.,
2019; PANSAIl et al., 2020; YADAV et al., 2022).

A importancia bioldgica dos prebidticos deve-se a sua capacidade de serem
fermentados e aos beneficios que conferem ao hospedeiro. Esse fato estd vinculado aos
metabolitos provenientes da fermentagdo coldnica que resulta na producdo de acidos graxos

de cadeia curta (SCFA), como acetato, butirato e propionato (BERGER et al., 2021). Esses
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metabdlitos dcidos atuam em diferentes fungdes no organismo, protegendo a células epiteliais
do intestino, regulando o pH do limen e tornando-o inadequado ao crescimento de patégenos.
Além disso, atuam no metabolismo lipidico e glicémico e apresentam atividade anti-
inflamatdria, dentre outras vantagens (CHENGXIAOQ et al., 2021).

Os oligossacarideos formam o principal grupo dos prebidticos e sao formados por
cadeias compostas entre 3 ¢ 10 monomeros de carboidratos (SAINI et al., 2022). Fruto-
oligossacarideos e galacto-oligossacarideos sdo os principais oligossacarideos comercialmente
disponiveis. Porém, os pesquisadores tem se empenhado em produzir outros potenciais
ingredientes funcionais a partir de diferentes substratos. Assim, mano-oligossacarideos, xylo-
oligossacarideos, arabino-oligossacarideos e glico-oligossacarideos vem sendo reconhecidos
por suas propriedades benéficas como prebidticos (AWASTHI ez al., 2022).

Para que esses oligossacarideos sejam classificados como prebidticos devem
atender alguns critérios: ser resistente as condicdes adversas do trato gastrointestinal (TGI),
como acidez e acdo de enzimas digestivas, estimular seletivamente o crescimento de micro-
organismos probidticos, ser fermentado pela microbiota intestinal, conferir efeitos benéficos a
saude humana e ser quimicamente estdvel ao processamento de alimentos, incluindo o uso de
tecnologias emergentes (BALTHAZAR et al., 2022; GIBSON et al., 2017; LEE et al., 2019;
SILVA et al., 2020).

Prebidticos podem ser encontrados diretamente na natureza em alimentos como
aspargos, beterraba, alho, cebola (DAVANI-DAVARI et al., 2019). Além disso, algumas
cascas de frutas, como banana, abacaxi e melédncia, e residuos de sementes apresentam
potencial como prebidticos ou possuem prebidticos em pequenas concentragdes (AKTER et
al., 2022; BAMIGBADE et al., 2022). Assim, diferentes vias sdo utilizadas para sua
obtencdo, das quais podemos mencionar a extracdo por hidrdlise dcida (WIATER et al.,
2020), os processos microbioldgicos, bem como os processos enzimdticos (SHARMA et al.,
2021).

Contudo, os métodos quimicos, usados no processo de extracdo, apresentam
algumas desvantagens associadas aos produtos secunddrios provenientes do processo, que
podem ser nocivos aos consumidores. Em contrapartida, as técnicas enzimdticas sdo mais

seguras para a formulacdo de alimentos funcionais (AWASTHI et al., 2022).
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1.1.1 Sintese enzimdtica de oligossacarideos e dextrana

Nos tltimos anos, tem sido observada uma forte tendéncia para a aplicacdo de
enzimas na producdo de ingredientes com potenciais propriedades prebidticas. Existe na
literatura relatos de autores sobre a producdo de oligossacarideos pela a¢do das enzimas f3-
galactosidade (SABATER et al., 2019), dextrana-sacarase (TINGIRIKARI; GOMES;
RODRIGUES, 2017) e combinacdo de dextrana-sacarase e dextranase imobilizadas
(SHARMA et al., 2021).

A dextarana-sacarase ¢ uma glicosiltransferase obtida pelo processo fermentativo
da bactéria Leuconostoc mesenteroides B-512F em meio de cultura tendo sacarose como fonte
de carbono. A dextrana-sacarase atua hidrolisando a molécula de sacarose em glicose e
frutose, em seguida as fra¢des de glicose sdo unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6 na
cadeia principal, dando origem a molécula de dextrana (HASHEM et al., 2018). E importante
ressaltar que, o produto final dessa reacdo depende da composi¢ao do meio reacional. Quando
além da sacarose, carboidratos aceptores (glicose, maltose e frutose) sao adicionados ao meio,
a enzima pode catalisar a sintese de oligossacarideos prebidticos, bem como de dextrana. Essa
reacdo é conhecida como reacdo do aceptor, assim na presenca desses aceptores algumas
unidades de glicose, provenientes da quebra da sacarose, sdo desviadas da cadeia de dextrana
e se ligam ao aceptor, produzindo os oligossacarideos prebidticos (ALMEIDA et al., 2015).

Existem na literatura alguns mecanismos para a sintese de oligossacarideos e
dextrana pela enzima dextrana-sacarase. Segundo PLOU et al. (2002), a enzima apresenta
diferentes sitios ativos, sendo dois para a ligacdo da sacarose e um sitio de ligagdo para o
aceptor, como mostrado na Figura 1. A transferéncia das unidades de glicose para producao
de dextrana ocorre apds a formacdo de dois complexos glicosil-enzima ligados
covalentemente. A reacdo do aceptor é conduzida pelo ataque nucleofilico do grupo hidroxila
presente na terminacdo ndo-redutora do aceptor ao carbono C-1 de um dos dois residuos
glicosil presentes nos complexos enzimdticos glicosil-enzima (ROBYT; KIMBLE;
WALSETH, 1974).

A medida que as unidades de glicose vdo sendo incorporadas aos aceptores, o
grau de polimerizacdo (GP) dos oligossacarideos aumenta e quanto mais elevado o GP, maior
a resisténcia da molécula as condi¢des do TGI. O GP do oligossacarideo juntamente com sua
massa molar sdo caracteristicas cruciais ao estudar as propriedades funcionais dessas

moléculas, visto que a estrutura quimica estd vinculada diretamente ao efeito causado ao
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organismo, principalmente no que se refere a modulacdo da microbiota intestinal (HUANG et
al., 2020).

Esses carboidratos complexos sintetizados pela dextrana-sacarase sdo formados
principalmente por ligagdes glicosidicas a-1,6, que sdo caracteristicas da funcdo prebidtica, ou
seja, sdo resistentes a acidez estomacal e a acdo de enzimas salivares e digestivas, além de
serem metabolizados por micro-organismos probidticos (BARUAH; DEKA; GOYAL, 2017,
FONTES et al., 2015; HUANG et al., 2020).

Figura 1 - Mecanismo da sintese de oligossacarideos prebidticos e dextrana pela enzima
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Fonte: PLOU et al. (2002)

Na literatura, vérios autores relataram o efeito prebidtico dos oligossacarideos,
porém poucos estudos demostraram as propriedades prebidticas da dextrana (KOTHARI;
DAS; PATEL, 2014; KOTHARI; TINGIRIKARI; GOYAL, 2015). A dextrana é uma
molécula biolégica natural, biocompativel e biodegradavel que apresenta diversas aplicacdes
industriais, como gelificante, espessante, melhorador de textura e sabor (CHEN; HUANG;

HUANG, 2020; WANG et al., 2020b). Contudo, as pesquisas relacionadas ao seu potencial
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prebidtico ainda sdo escassas.

Alguns autores avaliaram o potencial efeito prebidtico da dextrana de alta massa
molar e observaram uma maior abundancia relativa de Bacteroides e Prevotella e consequente
producdo de propionato. Com isso, a dextrana foi apontada como um ingrediente promissor
que pode aportar beneficios a saide (AMARETTI et al., 2020). Nesse mesmo contexto,
trabalhos mais recentes do nosso grupo de pesquisa foram desenvolvidos com o intuito de
avaliar o potencial efeito da dextrana e oligossacarideos sintetizados diretamente nos sucos de
caju (LEITE et al., 2021) e acerola (DO NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022) e
confirmaram o efeito positivo desses carboidratos no crescimento de bactérias benéficas.

Por fim, a crescente busca por alimentos funcionais, principalmente os
prebidticos, somados ao sucesso das pesquisas em desenvolver metodologias que possibilitem
a producao destes em nivel laboratorial, tem instigado as industrias a se adequarem aos novos
habitos dos consumidores e diversificarem o mercado. Dessa forma, estudos que permitam a

producdo dos alimentos funcionais em grande escala devem ser realizados.

1.1.1.1 Aumento de escala

Os prebidticos apresentam um amplo espectro de aplicacdo, que varia entre a
alimentacdo ndo s6 de humanos, como também de animais e atinge as industrias
farmacéuticas e de cosméticos. Diante da demanda global por essa categoria de produto,
torna-se necessdrio aprofundar os estudos voltados para a producdo desses compostos
funcionais em escala industrial (SAINI ez al., 2022). Aliado a isso, em compara¢ao aos outros
métodos de producdo de prebidticos, a via enzimatica € reconhecida por permitir um processo
controlado, de facil purificacdo, alta especificidade e adaptdvel ao scale-up (BUJNA et al.,
2022).

Embora a literatura disponha de inimeros trabalhos acerca do desenvolvimento de
alimentos potencialmente prebidticos, as reagdes sdao fundamentalmente conduzidas em
pequenos volumes. BARUAH; DEKA; GOYAL (2017) produziram oligossacarideos
prebidticos em suco de abacaxi e manga pela acdo da enzima dextrana-sacarase em 2 mL de
meio reacional. BUJNA er al. (2022) sintetizaram oligossacarideos por meio de uma
preparagdo enzimdtica bruta em volume de 1 mL. Além disso, trabalhos realizados pelo nosso
grupo de pesquisa também foram conduzidos em reatores de tamanho pequeno contendo 10

mL de suco de caju clarificado (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014) e no caso da



20

producdo de suco de acerola potencialmente prebidtico, as reagcdes enzimadticas foram
realizadas em Erlenmeyer contendo 25 mL de suco (ARAUIJO et al., 2015).

Em contrapartida, a produ¢do de mano-oligossacarideos foi realizada em reator
tanque agitado com aumento de escala, onde as condicdes de processo foram otimizadas de
acordo com as varidveis concentracdo de enzima, temperatura e concentragdo de substrato
(YILMAZER et al., 2021). Considerando esses aspectos e almejando uma futura aplicagao em
nivel industrial, um teste de aumento de escala na producdo de suco de caju prebidtico,
demonstrou a necessidade de controle do parametro agitacdo (LEITE et al., 2021). Nesse
estudo, a agitacdo permitiu uma maior produgdo de oligossacarideos no suco de caju e esse
aumento foi associado a redug@o dos problemas difusionais ao trabalhar com volumes maiores
resultado da melhoria dos fendmenos de transferéncia de massa (POTTRATZ; MULLER;
HAMEL, 2022).

Além da agitacdo, outras varidveis sdo imprescindiveis para o controle de
processos biotecnoldgicos e principalmente quando hé interesse em alavancar a producdo para
escala industrial. Destacam-se a concentragdo de substratos e moléculas aceptoras, as
condicdes de pH e temperatura, presenca e velocidade de agitacdo, presenca de oxigénio e
tempo de processamento (DE LAMOTTE et al., 2017). No que se refere a acdo da enzima
dextrana-sacarase, o fator temperatura apresenta um papel importante na atividade e
estabilidade da enzima (RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2011). Por outro lado, a
agitacdo permite a homogeneiza¢do adequada do meio, favorecendo o contato dos substratos
aos sitios ativos da enzima e produzindo oligossacarideos e dextrana pelo mecanismo
anteriormente elucidado.

Sendo a agitacdo uma varidvel crucial nos processos biotecnoldgicos, faz-se
necessario avaliar o tipo de agitador e a velocidade que podem apresentar melhor desempenho
e impulsionar a producdo. Nesse contexto, foram avaliados dois tipos de agitacdo no presente
trabalho, a agitagdo magnética e mecanica, tendo em vista que em maiores volumes, faz-se
necessdrio o uso de agitadores mecanicos. Ademais, sabe-se que, os reatores tanque agitado
sdo os mais utilizados em processos quimicos e bioldgicos, devido a sua ampla gama de
aplicacdo e boa performance (DE LAMOTTE et al., 2017).

Diante do exposto, pode-se observar a relevancia da otimizacdo de processos que
visa um maior rendimento do produto de interesse, e a possivel producdo em uma maior
escala visando etapas futuras. Esse maior rendimento, aliado a manutencdo das propriedades
funcionais do produto final sdo os principais objetivos dessa pesquisa. Dessa forma, uma

melhor abordagem em relagdo ao potencial efeito prebidtico do suco na composicdo da
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microbiota intestinal, apds digestdo simulada, serd abordada nos préximos topicos.

1.2 Digestao in vitro

A simulagdo da digestdao € um assunto que tem recebido aten¢do nos ltimos anos
e que vem sendo abordado em alguns trabalhos, principalmente pesquisas que envolvem
alimentos funcionais e seus efeitos benéficos a satide. Os ensaios de digestdo in vitro sido
essenciais para uma avaliacdo mais concreta e realista dos fendmenos que ocorrem do trato
gastrointestinal, possibilitando uma melhor compreensdao de como a digestdao simulada pode
afetar o efeito prebidtico dos alimentos que sio susceptiveis a modificacdes (GOMEZ-
GARCIA et al., 2022).

Dessa forma, foram desenvolvidas metodologias que permitissem estudar o
comportamento dos alimentos e seus compostos ao longo do TGI. Embora existam algumas
limitagdes ao simular os eventos fisioldgicos e fisico-quimicos que ocorrem no trato
gastrointestinal humano em comparacao aos modelos in vivo, o material resultante dos ensaios
de digestdo in vitro apresentam as caracteristicas semelhantes com o alimento digerido que
atinge o c6lon humano (MENEZES et al., 2021).

Os modelos de digestdo in vitro sao a melhor alternativa para se obter esses
resultados, pois permitem a simulacdo de condi¢des gastrointestinais, que fornecem
informacgdes sobre alteragdes estruturais, digestibilidade e liberacdo de compostos presentes
na matriz alimenticia, sem ir contra questdes €ticas, ocasionar constrangimentos técnicos, com
menor custo e tempo quando comparados aos modelos in vivo (HUR et al., 2011; LI et al.,
2020; MENARD et al., 2014; MINEKUS et al., 2014).

A digestao simulada permite a avaliacdo das caracteristicas dos alimentos durante
as etapas da digestdo - oral, gastrica e entérica, o que permite a obten¢cdo de informagdes
sobre a integridade, digestibilidade, biodisponibilidade e concentragdo da fragdo bioacessivel
de compostos. Esses métodos podem ser realizados sob condi¢des estiticas, mas atualmente
modelos dindmicos tém sido desenvolvidos. Essas simulagdes levam em consideragdo a
presenca e concentragdo de enzimas digestivas, pH, temperatura, tempo de digestao,
concentracdes de sal, movimentos peristidlticos e de mistura, entre outros fatores
(BRODKORSB et al., 2019). Devido a importancia de mimetizar o ambiente gastrointestinal,
alguns modelos sdo desenhados com 3 a 5 compartimentos, possibilitando a replicacdo de
varios 6rgdos humanos, como boca, esdfago, estdbmago, intestino delgado e intestino grosso

(DIXIT et al., 2023).
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Nessa perspectiva, ensaios de digestdo in vitro foram performados como uma
metodologia para confirmar a resisténcia de fruto-oligossacarideos adicionados a alimentos,
sugerindo um possivel efeito na sadde intestinal (PEI et al., 2023). Além disso, em outro
estudo, a digestibilidade de oligossacarideos obtidos enzimaticamente foi investigada antes de
avaliar o potencial efeito prebidtico. Como resultado, verificou-se uma alta resisténcia dos
ingredientes quando submetidos a acidez do suco géstrico e as condi¢des dos fluidos
intestinais (KUMAR; RAJULAPATI; GOYAL, 2020).

Com os avancos nos ensaios de digestdo in vitro, experimentos com sucos de
frutas funcionais foram ganhando espaco. Nesse contexto, alguns sucos potencialmente
prebidticos, dos quais podemos mencionar os sucos de abacaxi, meldo, laranja, acerola, caju e
sapota-do-solimdes, foram avaliados quanto a resisténcia as condicdes gastrointestinais,
demonstrando que os oligossacarideos presentes no suco foram resistentes a acidez estomacal
e a acdo de enzimas digestivas, o que revela seu potencial de atingir o c6lon intactos, onde
podem ser fermentados pela microbiota intestinal, promovendo efeitos benéficos a saide do
hospedeiro (FONTES et al., 2015). Recentemente, esses estudos tém sido conduzidos em
sistemas semi-dinamico, que consistem de reatores sequenciais com capacidade de 300 mL,
os quais possibilitam a simulacdo das diferentes fases de digestdo do trato gastrointestinal,
seguido da fermentacdo com a microbiota fecal (DO NASCIMENTO; SANTOS;
RODRIGUES, 2022; LEITE et al., 2021 e DA SILVA; CAMPELO; RODRIGUES, 2022).

Contudo, realizar ensaios de digestdo in vitro antes da avaliacio do efeito
prebidtico € imprescindivel para o presente estudo, pois nos permite obter informacdes
importantes sobre a integridade dos oligossacarideos e dextrana, bem como a concentracao
desses carboidratos que ficam disponiveis para serem usados como substrato pela microbiota

coldnica.

1.3 Efeitos na microbiota intestinal

A microbiota intestinal humana trata-se de um complexo ecossistema microbiano
que, nos ultimos anos, vem sendo fortemente investigada devido ao seu importante papel na
saide do hospedeiro. Esse ecossistema é composto por mais de 2000 espécies de bactérias,
além dos eucariotos e arqueias (BALLAN er al., 2020). Existem relatos na literatura que
apontam cerca de 3000 mil espécies de bactérias, porém apenas 1000 tipos foram
caracterizados por cultura de células, enquanto as remanescentes foram identificadas por

técnicas de sequenciamento (HIIPPALA et al., 2018).
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Em termos de diversidade microbiana, a composi¢ao da microbiota dos individuos
apresenta uma grande variabilidade associada a diferentes fatores, destacando-se a idade,
estilo de vida, dieta, medicamentos, genética, entre outros (FAN; PEDERSEN, 2021). O tipo
de dieta classifica os individuos principalmente como onivoros e vegetarianos, dos quais os
onivoros consomem uma variedade de alimentos de origem animal e vegetal, incluindo
carnes, produtos carneos, peixe, laticinios, frutas, legumes, dentre outros alimentos, enquanto
0s vegetarianos consomem uma dieta que exclui carnes e produtos carneos de qualquer
animal, aves, frutos do mar e peixes, mas pode incluir ovos e laticinios a depender do tipo de
vegetarianismo (TREFFLICH et al., 2020).

Apesar das particularidades de cada organismo, aproximadamente 30% da
populacdo bacteriana sdo comuns aos hospedeiros. Assim, o microbioma humano é composto
majoritariamente por Firmicutes e Bacteroidetes, seguidos dos filos Proteobacteria e
Actinobacteria (HIIPPALA et al., 2018; WANG et al., 2023a).

A promocdo e manuten¢do de uma microbiota balanceada refletem no estado de
saide do hospedeiro e gracas a isso esfor¢os t€ém sido voltados para a descoberta de métodos
que levem a modulacdo da comunidade microbiana intestinal. Uma microbiota saudavel e
equilibrada apresenta uma abundéincia de microrganismos benéficos, com destaque para os
géneros Bifidobacterium, Lactobacillus e géneros associados, que compreendem espécies
consideradas probidticas. Em contrapartida, o nimero de microrganismos patogénicos deve
ser minimo. E importante salientar que outros géneros de microrganismos tm se mostrado
promissores devido aos efeitos que conferem ao organismo e assim vem sendo
comercializados como probidticos como Enterococcus, Streptococcus e Saccharomyces
(SARAO; ARORA, 2017). Com o avanco das pesquisas, principalmente referentes aos
probidticos e prebidticos, outros géneros de microrganismos tem recebido interesse como
bactérias com propriedades benéficas e possiveis alvos para prebidticos, dentre eles podemos
citar Akkermansia, Faecalibacterium, Bacteroides, Roseburia, Ruminococcus e Eubacterium
(WANG et al., 2020a).

O desequilibrio da microbiota, também conhecido como disbiose, pode ser
ocasionado pela ingestdo de antibidticos que podem reduzir a diversidade microbiana e o
nimero de microrganismos benéficos (HUMPHREYS, 2020). Condi¢des como essas podem
promover desordens no corpo humano, o que leva a casos de inflamacdo e disfuncdo da
barreira intestinal (HIIPPALA et al., 2018). Nesse sentido, o enfoque em compreender a

interacdo entre compostos € a microbiota intestinal tem se tornado crescente.
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A capacidade da microbiota ser suplementada e modulada despertou os estudos
principalmente para prebidticos, devido as suas propriedades de selecionar e melhorar a
colonizacdo de bactérias probidticas. Autores relataram a capacidade de cepas de
Bifidobacterium metabolizar carboidratos, como oligossacarideos, e favorecer a colonizagdo
intestinal desse género, bem como de outros microrganismos intestinais. Esse mecanismo
ocorre por meio de interacdes metabdlicas cooperativas, onde o metabolismo das
bifidobactérias produz substancias e um ambiente favoravel a multiplicacdo de bactérias
produtoras de butirato, por exemplo (LUO et al., 2021).

Bifidobacterium adolescentis, uma espécie de suma importancia, é capaz de
metabolizar fruto-oligossacarideos de baixo grau de polimerizacio, oligossacarideos de grau
de polimerizagdo entre 3 e 6, inulina e xilose. De modo geral, as bifidobactérias apresentam
um papel importante na regulacdo da microbiota intestinal, no metabolismo glicolipidico,
prevenindo doencas como obesidade, diabetes, aterosclerose e alivia os sintomas de colite
ulcerativa e doenca de Crohn (WANG et al., 2022).

Algumas bactérias comensais apresentam efeitos anti-inflamatérios e contribuem
para a homeostase intestinal por meio de substancias secretadas durante o metabolismo. Além
disso, espécies classificadas como probidticos de proxima geracdo, Faecalibacterium
prausnitzii, Roseburia intestinalis e Eubacterium hallii promovem efeitos anti-inflamatdrios
devido a interagdo com fibras dietéticas. Esse fendmeno resulta na producao de acidos graxos
de cadeia curta, que atuam como fonte de energia para os enterdcitos (HIIPPALA et al.,
2018).

As interacdes entre carboidratos prebidticos e probidticos podem apresentar
efeitos sinérgicos ou antagdnicos nas fungdes intestinais, visto que a variagdo genética de
cada espécie confere diferentes habilidades para metabolizar os substratos. Aliado a isso, nem
todas as fibras dietéticas resistentes ao trato digestivo sdo usadas como fonte de energia pelos
probidticos devido as propriedades estruturais da molécula, como grau de polimerizagdo, grau
de substituicdo, ordem molecular e modificacdes quimicas de grupos funcionais (WANG et
al., 2022).

Os fendmenos discutidos até o momento justificam o efeito prebidtico de alguns
alimentos. Nos oligossacarideos e dextrana essas propriedades devem-se principalmente
composi¢cdo das moléculas em termos de ligagdes glicosidicas, composicdo de carboidratos
simples e comprimento da cadeia. As ligagdes glicosidicas a-1,6 presentes nesses carboidratos

complexos ndo sdo clivadas por enzimas digestivas, porém sdo responsdveis pelo efeito
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prebidtico devido a capacidade de serem quebradas por enzimas produzidas por micro-
organismos intestinais benéficos (WANG et al., 2020a).

A promocao do ambiente intestinal equilibrado e sauddvel associados ao consumo
de prebidticos também pode ser explicado devido a presenca de proteinas enzimdticas na
membrana ou parede celular dessas bactérias. Essas proteinas exercem um papel importante
na adesao desses micro-organismos ao trato intestinal e sdo responsaveis pelo catabolismo de
acucares e pela degradacdo de véarios carboidratos complexos (XU et al., 2019; ZHANG et
al., 2017). Os principais géneros de bactérias benéficas contém genes que codificam enzimas
envolvidas no metabolismo de carboidratos complexos, por exemplo algumas glicosil
hidrolases como oligo-1,6-glucosidase e a-glicosidases. Aliado a isso, no genoma de
lactobacilos também foi evidenciada a presenca de genes que codificam produtos relacionados
a resisténcia dcida e biliar, o que permite o metabolismo dos carboidratos prebidticos. Diante
do exposto, observa-se a importancia de estudar o genoma microbiano, visto que o conteido
génico pode refletir na adaptacio do micro-organismo ao TGI humano (POKUSAEVA;
FITZGERALD; VAN SINDEREN, 2011; WANG et al., 2020a).

Novas formulacdes de alimentos adicionadas de componentes prebidticos vem
sendo recentemente estudadas com o intuito de avaliar as modificagdes causadas por esses
ingredientes na microbiota intestinal. PEI et al., (2023) estudaram o efeito da adi¢ao de fruto-
oligossacarideos em arroz cozido na microbiota intestinal e observaram um aumento no
numero de Bifidobacterium e Lactobacillus, com reducdo de Bacteroides e Klebsiella.

Além disso, WANG et al. (2023) avaliaram o impacto de suco de beterraba na
modulacido da microbiota intestinal de individuos sauddveis, bem como a associacio entre os
metabdlitos e as mudangas da microbiota recorrentes da fermentacao do suco de beterraba no
intestino. Assim, foi constatado um aumento na abundancia de Bifidobacterium, Coprococcus
e Akkermansia muciniphila, com reducdo de Ruminococcus e Bacteroides fragilis, o que
comprova a capacidade modulatéria dessa bebida rica em bioativos na microbiota de
individuos e sugere a presenca de componentes de funcdo prebidtica no suco de beterraba.

Dito isto, torna-se importante estudar o efeito do suco produzido nesse trabalho na
composi¢cdo da microbiota intestinal, para assim confirmar as indica¢des de suas propriedades
prebidticas. Nesse mesmo ambito, modelos baseados na cultura de células também sdo

considerados relevantes para a obtencao de respostas sobre o efeito de prebidticos na saude.
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1.4 Modelo in vitro com células Caco-2/TC7

Simular os processos bioldgicos que se sucedem no organismo humano é um
grande desafio que tem sido deslindado com éxito gracas as avangadas técnicas de cultura de
células. Em virtude da extrema importancia das funcdes fisioldgicas, o trato intestinal tem
sido alvo de pesquisa no ramo na ciéncia de alimentos e nutri¢do, especialmente pelo uso de
modelos celulares que avaliam a interagcdo entre alimento e intestino (DING et al., 2021).

No intestino delgado humano, o epitélio é caracterizado pela presencga de criptas e
vilosidades que se estendem da mucosa ao limen intestinal e desempenha um papel crucial
nos mecanismos de absorcdo de nutrientes (LEA, 2015a). Em meio aos diferentes tipos de
células que compdem a camada epitelial, das quais podemos mencionar os enterdcitos, células
caliciformes, células de Paneth e células enteroenddcrinas, os enterdcitos recebem
notoriedade devido a sua funcao absortiva (PETERSON; ARTIS, 2014).

Dito isto, a linhagem celular Caco-2, originalmente isolada de adenocarcinoma de
c6lon humano em 1977 por FOGH; FOGH; ORFEO, (1977) é amplamente reconhecida por
sua aplicabilidade em sistemas de transporte e absor¢do de firmacos e nutrientes. As células
Caco-2 sdo capazes de sofrer diferenciagcdo espontinea e comegam a polarizar, formando uma
monocamada celular, com juncdes fortes e estreitas, bordas em escova apicais e
microvilosidades, que expressa diversas caracteristicas morfoldgicas e funcionais dos
enterdcitos do intestino delgado (KUS; IBRAGIMOW; PIOTROWSKA-KEMPISTY, 2023;
LEA, 2015b). Geralmente, as células Caco-2 sdo cultivadas em placas com insertos
Transwell, que consiste em dois compartimentos, apical e basolateral. O compartimento
apical representa o limen intestinal, onde as substancias entram em contato com o epitélio, e
o compartimento basolateral contém a substincias que foram absorvidas ou transportadas
através da camada epitelial intestinal. Nesses modelos, as células sdo cultivadas do lado apical
até atingir a confluéncia, seguido do processo espontdneo de diferenciacdo, totalizando um
periodo de 21 dias de cultivo até a completa diferenciacdo, conforme ilustrado na Figura 2
(LEA, 2015a, 2015b).

Além das principais aplicacdes direcionada aos mecanismos de absorcdo e
transporte de nutrientes, os modelos com Caco-2 também sao usados para investigar o
impacto de moléculas funcionais na barreira intestinal (ZHENG et al., 2022), no sistema
imune (SULIGOYJ ef al., 2020) e na adesdo de microrganismos ao epitélio intestinal (KONG et
al., 2020).
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Figura 2 - Processo de diferenciacao de células Caco-2 cultivadas em placas com insertos de

culturas de células Transwell.
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Fonte: Elaborado pela autora com adaptacdes de Lea (2015a).

A monocamada celular de Caco-2 apresenta caracteristicas estruturais que permite
a avaliacdo das principais vias de absorcdo: a difusdo passiva transcelular e paracelular,
transporte ativo mediado por transportadores e transporte facilitado (PANSE; GERK, 2022).
A via paracelular é mediada por proteinas de jungdes estreitas, reconhecidas pela capacidade
de formar uma barreira responsavel pela difusdo intercelular. Nesse complexo juncional,
destacam-se as claudinas, ocludinas, zonula ocludentes-1 (ZO-1) e moléculas de adesdo
juncional (LOPEZ-ESCALERA; WELLEJUS, 2022; SHIRALI et al., 2022). Desse modo, na
atual pesquisa, destacamos ZO-1, uma proteina estrutural critica que desempenha um papel
crucial na manutencdo da integridade da barreira intestinal e regulacdo da fun¢do de barreira
(LIAN et al., 2023).

A estrutura e integridade da barreira epitelial estdo intrinsecamente ligados a
saude e homeostase intestinal. Nesse contexto, danos estruturais a monocamada celular
exercem um impacto adverso na permeabilidade, o que favorece a passagem de
microrganismos e moléculas indesejaveis. Isso, por sua vez, desencadeia uma resposta imune
desregulada, resultando em inflamag¢ao (LAURINDO et al., 2023). A avaliacdo da integridade
e da permeabilidade das monocamadas epiteliais € frequentemente realizada por meio da
medicdo da resisténcia elétrica transepitelial (TEER), a qual reflete a condutincia i6nica da

via paracelular em modelos de cultura celular de monocamadas epiteliais (SRINIVASAN et
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al., 2015). As medi¢des de TEER sado realizadas com o auxilio de um voltimetro composto
por dois eletrodos, onde o eletrodo mais curto deve ser colocado no compartimento apical
(regido superior) e o outro eletrodo no compartimento basolateral (regido inferior), conforme

ilustrado na Figura 3 (LEA, 2015a).

Figura 3 - Representacdo da medida de resisténcia elétrica transepitelial (TEER) por um

voltimetro composto por dois eletrodos.
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Fonte: Elaborado pela autora com adaptacdes de Lea (2015b).

Diante do exposto, € importante salientar que, a medida de TEER somada a
andlise de expressdo de proteinas e genes relacionados as jungdes estreitas, como ZO-1,
proporcionam respostas sobre a integridade e resisténcia da barreira.

Com base nesses conhecimentos, estudos acerca do uso de modelos in vitro com
Caco-2 vem sendo conduzidos a fim de avaliar o potencial benéfico de carboidratos
complexos no epitélio intestinal. SHIRAI et al. (2022) buscaram analisar a permeabilidade

intestinal de oligossacarideos obtidos a partir de dgar em células Caco-2 e identificaram a
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capacidade dos oligossacarideos atravessarem a monocamada celular pela via paracelular e
atingirem a corrente sanguinea. Além disso, uma pesquisa sobre a adicdo de oligossacarideos
pécticos a férmulas infantis também usou células Caco-2 como modelo de permeabilidade
para investigar a absorc¢ao de produtos de glicagdo avangada (ZHU et al., 2022).

Nessa mesma perspectiva, modelos com células epiteliais Caco-2 também foram
utilizados para demonstrar que fruto-oligossacarideos modificam a expressdo de genes
relacionados as juncdes apertadas, mostrando a habilidade dessas moléculas melhorarem
expressdo de genes que fortalecem as juncdes estreitas (HARASAWA; ISHIYAMA;
MOCHIZUKI, 2023).

Além dos modelos com células parentais Caco-2, o uso do clone Caco-2/TC7,
isolado das células Caco-2 em passagem tardia, vem sendo utilizado para simular as
propriedades do intestino delgado. Os modelos apresentam algumas semelhangas
morfoldgicas, incluindo a presenga de borda em escova, microvilosidades e juncdes estreitas.
Adicionalmente, o clone TC7 destaca-se frente as células parentais pelo: maior
desenvolvimento da borda em escova e das jungdes intercelulares, formacdo de uma
monocamada mais homogénea, maior atividade metabdlica e maior expressio de
transportadores (GRES et al., 1998).

Desse modo, a literatura dispde de trabalhos que discorrem sobre a absor¢ao e
permeabilidade intestinal de compostos usando os clones Caco-2/TC7, além de estudar a
expressao de genes relacionados a TJ e inflamacdo, e a secrecdo de citoquinas inflamatdrias,
como Interleucina-8 (IL-8) (MILARD et al., 2019; VINCENT et al., 2020). Perante o exposto
e por estar alinhado com um dos objetivos dessa tese, enfatizamos a pesquisa idealizada por
ROSELLI et al. (2022), a qual investigou o impacto de galacto-oligossacarideos (GOS) em
células Caco-2/TC7 com foco na atividade anti-inflamatéria dos oligossacarideos. As
descobertas revelaram que GOS ndo afetam a permeabilidade da monocamada celular,
reduzem a secrecdo de citoquinas pro-inflamatéria (IL-8, IL-6 e TNF-a) e inibem as proteinas
envolvidas na via de sinalizac¢do do fator nuclear kappa B (NF-kB).

Sendo assim, a hipétese € que o modelo celular Caco-2 seja ideal para avaliar o
efeito de suco de laranja contendo oligossacarideos e dextrana na integridade da barreira
intestinal, bem como na expressdo de genes associados a inflamacdo (IL-8, TNF-a, NF-kB e
COX-2), juncdes estreitas (ZO-1) e transporte de agicares (GLUT-2, SLGT-1 e GLUT-5).

Para finalizar a abordagem dos principais assuntos dessa pesquisa, uma breve

descricao da matriz alimenticia usada serd apresentada a seguir.
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1.5 Suco de laranja

O bem-estar e a saide sdo os principais anseios dos atuais consumidores. Uma
escolha adequada para alcancar um estilo de vida sauddvel é uma dieta rica em frutas e
vegetais. Esses alimentos além de nutrir, t€m sido utilizados para fins terapéuticos e na
prevencdao de doencas como: cancer, diabetes, obesidade, ataques cardiacos, entre outras
(AGUILERA; MARTIN-CABREJAS; GONZALEZ DE MEJIA, 2016; HEATH et al., 2022).
Paralelo a isso, um baixo consumo de frutas e vegetais vem sendo considerado um alto fator
de risco para cancer géstrico (FERRO et al., 2020).

As frutas citricas sdo conhecidas e consumidas mundialmente tanto na forma
natural como processada. As frutas citricas apresentam como diferencial o perfil de sabor
doce e moderadamente azedo, com destaque para a laranja (YUASA et al., 2021). Aliado a
i1sso, a demanda por sucos de frutas tem apresentado um considerdvel crescimento, pois a
populacdo busca alimentos priticos e naturais, com qualidade nutricional e sensorial
(RODRIGUEZ et al., 2017).

O suco de laranja € uma das bebidas mais consumidas no mundo e sua alta
aceitabilidade € justificada pelo seu alto valor nutricional e composi¢do rica em agucares
(glicose, frutose e sacarose), acidos organicos (citrico e madlico), minerais, aminoacidos,
polifendis, carotenoides e um alto conteido de vitamina C (ALMEIDA et al., 2015, 2017;
ANVARIAN; SMITH; OVERTON, 2018). Outrossim, o consumo de suco de laranja atua
reduzindo os fatores de sindrome metabdlica, distirbios neurolégicos, alguns tipos de cincer
e apresenta efeito antioxidante (CASTELLO et al., 2020; YUASA et al., 2021).

Os sucos de frutas citricas tém se destacado no mercado de alimentos devido a sua
habilidade de atuar como carreadores de componentes como probidticos e prebidticos. Além
de diversificar o mercado de alimentos funcionais, esses produtos alcancam um publico mais
restrito que busca por alimentos alternativos aos de base lactea. A vista disso, 0 aumento do
desenvolvimento de novos produtos a base de frutos, bem como do seu consumo, implica
diretamente na saide e bem estar da sociedade (MONTEIRO; DE OLIVEIRA; PASQUALI,
2022).

Trabalhos acerca da elaboracdo de sucos de frutas com propriedades funcionais ja
foram reportados na literatura (FONTELES; RODRIGUES, 2018; TINGIRIKARI; GOMES;
RODRIGUES, 2017). Alguns autores relataram que o suco de laranja se mostra como um
veiculo adequado para a ingestdo de micro-organismos probidticos, pois apresenta nutrientes

benéficos como vitaminas, fibras e antioxidante, podendo conferir efeitos benéficos a saide
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do consumidor (FERREIRA et al., 2019). Ademais, o suco de laranja também ¢é considerado
um sistema modelo ideal para a adicdo direta de componentes prebidticos como xilo-
oligossacarideos (SILVA et al., 2020).

Outra opgdo viavel de diversificacio do mercado € a elaboracdo de sucos
prebidticos por meio da sintese enzimdtica conduzida pela enzima dextrana-sacarase. Nosso
grupo de pesquisa produziu com sucesso sucos funcionais de diferentes frutas, dentre elas
caju (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014), acerola (DO NASCIMENTO; SANTOS;
RODRIGUES, 2022), meldo, abacaxi e laranja (ALMEIDA et al., 2015; FONTES et al.,
2015).

Diante das vantagens acima citadas, a matriz alimenticia escolhida nesse estudo
foi o suco de laranja, principalmente por ser considerado um interessante carreador de

prebiodtico.
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CAPITULO 2

2 EFEITO DA TEMPERATURA E AGITACAO NA SINTESE ENZIMATICA DE
OLIGOSSACARIDEOS E DEXTRANA EM SUCO DE LARANJA

Resumo

A producdo de sucos de frutas prebidticos tem sido amplamente investigada, principalmente
pela via enzimética. Porém, ndo existem estudos envolvendo reatores agitados e considerando
outros parametros importantes. Assim, este trabalho avaliou o efeito da temperatura e da
agitacdo na sintese de oligossacarideos e dextrana em suco de laranja utilizando dextrana-
sacarase. As sinteses em suco de laranja foram realizadas em reatores batelada agitados
magneticamente e mecanicamente a 25 (MAG25, MEC25) e 30 °C (MAG30, MEC30) por 24
h. Uma baixa concentragao final de sacarose foi observada em 6 h para sinteses com agitacao
magnética e menores temperaturas. A concentracdo de aguicar redutor diminuiu a 25 °C e
aumentou a 30 °C ao longo do processo. Os resultados mostraram uma maior producio de
oligossacarideos e dextrana a 25 °C. A agitacdo magnética (MAG) favoreceu a sintese de
dextrana em relacdo a agitacdo mecanica (MEC), sob a mesma temperatura. MAG25 e
MEC?2S5 levaram a producao de oligossacarideos em concentra¢des com 6 h de reacdo. Diante
do exposto, embora MAG25 e MEC25 tenham sido as melhores condi¢des para sintetizar
oligossacarideos e dextrana em suco de laranja, MEC25 é mais adequado e vidvel para

producdo em larga escala.

Palavras-chave: Dextrana; oligossacarideos; reator batelada; agitacdo; reatores de vidro

encamizados

2.1 Introducao

Carboidratos prebidticos sdo substratos metabolizados seletivamente por
microrganismos do hospedeiro, conferindo beneficios a saide (CHAVAN et al., 2023;
GIBSON et al., 2017). Dos quais podemos citar como exemplo, os oligossacarideos e
dextrana sintetizados pela enzima dextrana-sacarase produzida por Leuconoctoc
mesenteroides, que sdo considerados carboidratos potencialmente prebiéticos (LEITE et al.,

2023; KOTHARI & GOYAL, 2013; LEITE et al., 2021). Oligossacarideos sdo carboidratos
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com cadeia curta, usualmente formadas com 3 a 10 unidades de monossacarideo, onde cada
por¢cdao de acucar corresponde a um grau de polimerizacdo (GP). Contudo, polimeros de
carboidratos com GP entre 2 e 20 também podem ser classificados como oligossacarideos
(BARRETEAU et al., 2006; ZENG et al., 2023). Os oligossacarideos prebidticos tanto podem
ser encontrados naturalmente nos alimentos, como podem ser obtidos seguindo diferentes
vias, das quais podemos mencionar os processos microbianos, auto-hidrélise, catdlise 4cida e
basica, hidrélise enzimatica e sintese enzimatica (CANO et al., 2020; CHAVAN et al., 2023).
Nao obstante, as rotas quimicas e de auto-hidrdlise apresentam limitagdes no controle do GP
das moléculas, além dos elevados custos na recupera¢do do produto. Como alternativa, o
processo enzimdtico tem sido relatado como ecologicamente correto, uma vez que dispensa o
uso de produtos quimicos e pode ser conduzido em temperaturas moderadas (PRECUP et al.,
2022).

A sintese enzimatica possibilita a execucdo de um bioprocesso mais controlado,
acompanhado de um maior rendimento na sintese de polimeros de carboidratos (Wang et al.,
2023b; Zeng et al., 2023). Dito isso, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido alguns sucos
potencialmente prebidticos usando a enzima dextrana-sacarase (E.C.2.4.1.5) de Leuconostoc
mesenteroides B512 F (DA SILVA et al., 2014; FONTES et al., 2015; LEITE et al., 2021).
Como principal produto, a dextrana-sacarase sintetiza dextrana a partir da sacarose, porém,
em meios reacionais contendo outros agucares, como glicose e frutose, que atuam como
aceptores, a sintese é desviada para a rota de producdo de oligossacarideos. Desse modo, o
produto final dessa reagdo trata-se de uma mistura de glico-oligossacarideos e dextrana, que
sdo moléculas resistentes ao trato gastrointestinal superior e consumidos seletivamente por
microrganismos probidticos (LEITE et al., 2021). Assim, tendo em vista a composi¢ao dos
sucos de frutas que s@o ricos em acucares, como glicose, frutose e sacarose, essas matrizes
alimenticias sdo ideais para a producdo e ingestdo de prebidticos. Além disso, a sintese de
carboidratos prebidticos no suco traz uma vantagem adicional, pois ndo necessita de
processamento posterior apds a sintese do biopolimero. Entretanto, poucos trabalhos
exploraram a dextrana como carboidrato potencialmente prebidtico (DO NASCIMENTO et
al., 2022; LEITE et al., 2021).

Nos estudos anteriores, as condi¢des de sintese foram estabelecidas e otimizadas
para reatores bateladas com capacidade de pequeno volume (100 mL) sem considerar
parametros como a agitacdo. Contudo, o volume de reacdo pode afetar o rendimento e a
concentracdo de cada componente do produto final (POTTRATZ et al., 2022). Considerando

isso, estudos preliminares ndo publicados demonstraram que a concentracdo de
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oligossacarideos diminui quando a sintese é conduzida com maiores volumes (1 a 2L) em
sistemas estdticos (sem agitacdo). Isso ocorre pois apesar do pH e da temperatura serem 0s
principais parametros que afetam as reacdes enzimadticas, o aumento de volume em sistemas
estdticos pode se tornar invidvel devido a resisténcia do meio a transferéncia de massa e as
limitacdes de difusdo conferidas pela alta viscosidade da dextrana sintetizada (LEITE, 2020).

No atual contexto, onde a produgdo industrial de alimentos prebidticos é de
interesse tanto para o mercado de alimentos funcionais e como para a sociedade, torna-se
essencial intensificar as pesquisas relacionadas aos parametros de processos visando obter um
alto rendimento de prebidticos. Nessa busca por melhores condi¢des industriais, algumas
estratégias propostas incluem a imobilizacio de enzimas em reatores de membrana
(POTTRATZ et al., 2022) e imobiliza¢do covalente de enzimas (DA SILVA et al., 2019).
Contudo, a imobiliza¢do de dextrana-sacarase apresenta limitagdes de transferéncia devido a
presenca e tamanho da cadeia de dextrana, além das limitagdes dos biocatalisadores em
relacdo ao nimero de ciclos (batelada).

Os reatores de tanque agitado, operados em batelada, sdo utilizados
industrialmente em processamento quimico e bioldgico devido ao seu desempenho e ampla
gama de condic¢Oes operacionais disponiveis. (DE LAMOTTE et al., 2017). Aliado a isso,
algumas varidveis sdo cruciais para o controle do processo e altos rendimentos, como
concentracio adequada de substrato e aceptores, presencga e velocidade de agitacdo, valores de
pH, tempo e temperatura. A temperatura, por exemplo, pode alterar o caminho da reacgdo,
melhorando a producdo de um produto final especifico, além de seu efeito estar associado a
estabilidade e atividade da dextrana-sacarase no meio reacional (RABELO et al., 2011). As
baixas temperaturas proporcionam um aumento na especificidade e rendimento pela dextrana-
sacarase devido ao aumento da razdo de sintese/hidrélise nessas condi¢des mais brandas
(DAUM & BUCHHOLZ, 2002). Paralelamente, a velocidade e tipo de agitacdo
desempenham um papel essencial na complexa sintese de carboidratos, principalmente para
solucionar as limitacdes difusionais e melhorar a transferéncia de massa no processo
(POTTRATZ et al., 2022).

Atualmente, os sucos prebidticos sintetizados pela dextrana-sacarase descritos na
literatura, incluindo o suco de laranja, foram produzidos em volumes reduzidos sem
considerar fatores criticos que poderiam melhorar a eficiéncia do processo (ALMEIDA et al.,
2015; FONTES et al., 2015; TINGIRIKARI et al., 2017). O suco de laranja apresenta-se

como uma matriz adequada para a producdo e veiculagdo de carboidratos prebidtico, sendo
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reconhecida como uma das fontes mais importantes de compostos bioativos e agucares
(ANVARIAN et al., 2018).

Diante do exposto, a transferéncia de massa ndo afeta significativamente as
reacoes de sintese com enzimas livres em volumes menores. Contudo, em volumes maiores, a
transferéncia de massa torna-se um fator critico. Portanto, a agitacdo poderia aumentar a
eficiéncia da reacdo do aceptor da dextrana-sacarase em volumes maiores, melhorando a
transferéncia de massa e mitigando as limitacdes de difusdo. Nessa perspectiva, este trabalho
teve como objetivo compreender o efeito da temperatura e de dois diferentes tipos de

agitacdo, magnética e mecanica, na sintese de dextrana e oligossacarideos em suco de laranja.

2.2 Material e Métodos

2.2.1. Suco de laranja

O suco foi preparado a partir do suco de laranja (Citrus sinensis L.) concentrado
(Lanjal®), obtido do mercado local. O suco concentrado foi diluido em &4gua potavel (1:8

v/v), como descrito pelo fornecedor.

2.2.2. Produgdo da enzima dextrana-sacarase

A enzima dextrana-sacarase (E.C.2.4.1.5) foi produzida pelo processo
fermentativo da bactéria Leuconostoc mesenteroides B-512 F em reator batelada alimentada.
Para a producdo da enzima, fez-se o uso de um meio composto por sacarose (50 g/L - grau
alimenticio), extrato de levedura (20 g/L - Himedia); MgSQOy-7H,0 (0,20 g/L), MnSO4-2H,0
(0,01 g/L), FeSO4-7H,0 (0,01 g/L), CaCl,-2H,0 (0,02 g/L), NaCl (0,01 g/ L) e K,HPO, (20
g/L. - anidro). A fermentacdo foi realizada em reator batelada de 4 L, com controle de
temperatura a 30 °C, pH a 6,5 (£ 0,1), agitacdo mecanica de 150 rpm e aeracdo de 0,5 L/min.
Para o controle de pH e dos niveis de sacarose no meio de cultura, o reator foi alimentado
com NaOH (120 g/L) e sacarose (300 g/L). Apés 6 h, a vazdo de alimentacdo foi interrompida
e o pH do meio reduziu até 5,2 quando o processo foi finalizado. As células foram removidas
por centrifugacdo a 11600 g a 4° C durante 10 min, usando uma centrifuga Sigma 6 K-15. A
enzima foi recuperada por precipitagdo com polietilenoglicol (PEG 1500, 50% v/v) e

posteriormente diluida em 200 mL de tampao acetato de s6dio (20 mM) contendo 0,05 g/L de
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CaCl, e pH ajustado para 5,2. A enzima produzida apresentou atividade de 90 UI/mL (DA
SILVA et al., 2014; FONTES et al., 2015; DA SILVA et al., 2019, 2020).

2.2.3. Atividade enzimadtica

A medida de atividade da dextrana-sacarase estd relacionada a quantidade de
frutose liberada da molécula de sacarose quando a porcao glicose é polimerizada na cadeia de
dextrana. Desse modo, a frutose foi quantificada pelo método DNS (4cido 3.5-
dinitrosalicilico) (Miller, 1959). Uma solucdo de sacarose a 10% (p/v), diluida em tampao
acetato de sodio 20 mM contendo 0,05 g/L de CaCl, a pH 5,2, foi utilizada como substrato na
reacdo (Heincke et al., 1999). O ensaio de atividade enzimética foi realizado a 30 °C/10 min.
Os resultados foram expressos como unidade internacional (UI/mL), e corresponde a
quantidade de enzima que libera 1 umol de frutose a partir de sacarose por minuto

(Tanriseven & Dogan, 2002).

2.2.4 Sintese de carboidratos prebioticos no suco de laranja em reator batelada agitado

magneticamente

A Figura 1 apresenta um esquema da sintese de oligossacarideos e dextrana
utilizando suco de laranja como substrato, onde as rea¢des sdo conduzidas em dois diferentes
reatores agitados: agitado magneticamente e mecanicamente (reator batelada agitado).

O suco de laranja foi utilizado como meio para sintetizar 225 mL de suco de
laranja prebidtico em um reator batelada encamisado de 300 mL com agitacdo magnética em
duas temperaturas diferentes (25 °C e 30 °C). A agitacdo de 250 rpm foi realizada com auxilio
de uma barra magnética (0,5 cm de didmetro e 4 cm de comprimento) e um sistema
automatizado de agitacdo magnética. O tempo total de sintese foi de 24 h, e as amostras foram
coletadas a cada hora até completar 6 h, e depois coletadas novamente em 24 h. Esta
estratégia de amostragem foi aplicada tendo em vista resultados obtidos em estudos
preliminares, onde o consumo total da sacarose ocorreu em 6 h. No entanto, a otimizacao da
sintese foi realizada com uma sintese enzimatica final de 24 h. Dito isto, como a enzima
dextrana-sacarase possui multiplas vias, e a hidrélise pode ocorrer apds a polimeriza¢do do
monossacarideo, o tempo de reacdo foi estendido até 24 h.

Como mencionado, o suco de laranja foi utilizado como substrato. Entdo, a

concentracao inicial de agucar foi ajustada para 75 g/L de sacarose e 75 g/L de acucar redutor
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(mistura equimolar de glicose e frutose), em seguida, o pH do suco foi ajustado para 5,2 com
NaOH, conforme previamente otimizado por (Fontes et al., 2015). A sintese foi realizada com
1 Ul/mL de dextrana-sacarase durante 24 h, e interrompida pela adicdo de 4cido citrico até

atingir o pH 4,2.

Figura 1 - Fluxograma da sintese de dextrana e oligossacarideos utilizando suco de laranja
como substrato. MAG significa reator agitado magneticamente ¢ MEC significa agitado
mecanicamente.

Sintese de oligossacarideos e dextrana
no suco de laranja

Substrato

Glicose Frutose Sacarose

Dextrana-sacarase

Reator agitado Reatoragitado
magneticamente mecanicamente
(MAG) (MEC)
Oligossacarideose Oligossacarideose
dextrana dextrana

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

As amostras de sucos foram analisadas para quantificacdo da dextrana pelo
método dos carboidratos totais (FOX & ROBYT, 1991), actcares simples por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), oligossacarideos por balanco de massa e concentracao
relativa dos GPs por Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiéncia (HPTLC),
seguindo as metodologias descritas a seguir.

As sinteses foram codificadas como:

e MAG?2S5: Sintese conduzida com agitagdo magnética (250 rpm) a 25 °C

e MAG30: Sintese conduzida com agitacdo magnética (250 rpm) a 30 °C.
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2.2.5 Sintese de carboidratos prebioticos no suco de laranja em reator agitado

mecanicamente

A sintese foi realizada em 700 mL de suco de laranja em um reator batelada
encamisado agitado mecanicamente de 1 L. A agitacdo mecanica foi performada utilizando
dois impulsores Scaba com 4 cm de didmetro e 1 cm de largura. O processo seguiu a
metodologia descrita no tépico 2.2.4, com sinteses a 25 e 30 °C.

As sinteses foram codificadas como:

e MEC25: Sintese conduzida com agitacdo mecanica (250 rpm) a 25 °C;

e MEC30: Sintese conduzida com agitacdo mecanica (250 rpm) a 30 °C.

2.2.6 Determinagdo de carboidratos

As amostras de suco foram caracterizadas antes e apds a sintese enzimdtica.
Inicialmente, a amostra de suco de laranja foi diluida (1:10) em &4gua ultrapura (Milli-Q
System, Millipore®) e filtrada através de membrana de acetato de celulose (Millipore® com
0,45 pm).

Apés a sintese, a dextrana dos sucos potencialmente prebidticos foi precipitada
com 3 volumes de etanol 96% (v/v), adicionando 3 mL de etanol a 1 mL de amostra de suco.
(RABELO et al., 2006). Em seguida, o sobrenadante foi diluido (1:2) em dgua ultrapura,
filtrado e utilizado para quantificar os agicares simples e os oligossacarideos. A dextrana
precipitada foi ressuspensa e diluida (1:200) em &4gua destilada, para quantificacdo pelo

método fenol-acido sulfirico (FOX & ROBYT, 1991).

2.2.6.1 Acticares simples e oligossacarideos

Os acucares (glicose, frutose e sacarose) foram quantificados por HPLC em um
sistema Agilent Infinity 1260 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA-EUA), equipado com
bomba quaternéria, amostrador automatico, forno de coluna e detector de indice de refragao.
(IR). A separagdo foi conseguida usando uma coluna BIORAD HPX-87C (300 x 7,8 mm) a
80 °C. Agua ultrapura a 0,5 mL.min"' foi utilizada como eluente e a temperatura do detector
foi de 35°C. A concentracdo de oligossacarideos foi obtida por balanco de massa, como

demonstrado por (FONTES er al., 2015; RABELO et al., 2009). Sacarose e acticares
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redutores (glicose + frutose) foram expressos em concentra¢do relativa de acordo com a

Eq.(1).

Concentracao relativa (%) = % x 100 (1)
0

C; significa a concentracdo no tempo i (i = 1 a 24 h)

C, significa a concentracio no inicio da sintese i (i = 0)
2.2.6.2 Grau de polimerizagdo dos oligossacarideos

O grau de polimerizac¢do dos oligossacarideos (GPs) foi determinado pelo sistema
Camag HPTLC (Camag Muttenz- Switzerland), usando placas de silica gel 60 (Art.
1.05553.0001, Merck, 20 x 20 cm). Para conducdo das andlises, amostras de 5 pL foram
aplicados na placa com auxilio de um amostrador automatico HPTLC (ATS 4, Camag,
Muttenz-Sui¢a), com comprimento de banda de 6,0 mm e 10,0 mm de distancia da borda
inferior. Apds a aplicacdo, a placa foi revelada em camara reveladora de vidro HPTLC pré-
condicionada, a temperatura ambiente, com mistura de solventes composta por
acetonitrila/acetato de etila/1-propanol/dgua (85:20:50:90, v/v), em duas ascensoes.
Os oligossacarideos foram quantificados utilizando um densitometro HPTLC (TLC
Scanner 4, Camag Muttenz-Suica) e o software Planar winCATS Chromatography Manager.
As leituras foram medidas no comprimento de onda de 490 nm (Tingirikari et al., 2017). Os

resultados foram expressos em concentracao relativa (%) seguindo a Eq. (2).

Relative concentration(%) = %xlOO 2)
T

onde,

Agpj significa a area cromatogréfica de um GP (j =3 a 12)

Ar significa a soma das dreas cromatograficas de todos os GP's Y22 A¢p j

GP — Grau de polimerizacao
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2.2.7. Andlise estatistica

Os resultados cinéticos foram obtidos em duplicata e as andlises foram realizadas

em triplicata. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (n = 6).

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Consumo de sacarose durante a sintese

Como principal substrato para a enzima dextrana-sacarase, a sacarose foi
consumida ao longo da sintese de oligossacarideos no suco de laranja. A Figura 2 ilustra a
concentracdo relativa de sacarose durante 24 h de reacdo enzimatica sob as quatro condig¢des

distintas.

Figura 2 - Evolucdo temporal da concentracdo de sacarose (%) durante as sinteses enzimaticas
pela dextrana-sacarase, realizadas com agitacdo magnética a 25 °C (MAG25) e 30 °C

(MAG30) e agitagdo mecanica a 25 °C (MEC25) e 30 °C (MEC30).

| —=— MAG25 —e— MAG30 —— MEC25 —v— MEC30 |
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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O perfil de concentracdo de sacarose foi semelhante para MAG30 e MEC30.
Aproximadamente 80% da sacarose (60 g/L) foi hidrolisada até 6 h de sintese a 30 °C. As
taxas de consumo de sacarose até 6 h de sintese foram de 10 g/L..h a 30 °C para ambos os
processamentos (MEG e MAG). Por outro lado, o consumo de sacarose foi ligeiramente mais
rapido quando a sintese foi realizada a 25 °C com taxas de 10,6 g/L.h (MEC25) e 11,25 g/L.h
(MAG?25). Apés 6 h de sintese, a taxa de consumo diminuiu drasticamente para menos de 0,5
g/L.h para todas as sinteses, e em 24 h de processamento, a concentragdo residual de sacarose
foi de apenas 3,75 g/L, ou seja, 95% de sacarose foi consumida. Desse modo, a enzima
dextrana-sacarase hidrolisa a sacarose, liberando frutose e glicose, e entdo polimeriza as

porg¢des glicosil formando as cadeias de dextrana e oligossacarideos.

2.3.2 Evolucao dos acticares redutores durante a sintese

Durante a sintese, os agucares redutores (frutose e glicose) provenientes da
molécula de sacarose, devido a ac@o hidrolitica da dextrana-sacarase, podem ser
polimerizados em oligossacarideos ou permanecer como agticar simples no meio de reagdo. A
Figura 3 mostra a evolucido dos acucares redutores (frutose + glicose) ao longo da sintese
enzimatica.

A temperatura afetou fortemente a concentracdo de agucares redutores (AR),
favorecendo o actimulo de agucares AR a 30 °C. Por outro lado, o perfil de concentragcdo de
AR apresentou um comportamento diferente a 25 °C, com uma reducdo nas primeiras 6 h de
sintese, seguido de um aumento na concentra¢do de AR. Na Figura 3, também foi evidenciado
o efeito da agitacdo nas diferentes temperaturas avaliadas. Nas sinteses conduzidas com
agitacdo mecanica a 30 °C, a concentracdo de AR aumentou até 5 h, com valores ligeiramente
superiores aos obtidos com agitacdo magnética. Porém, apds 6 h, a concentracdo de AR
diminuiu ligeiramente para MEC30, enquanto para 0 MAG30 o valor permaneceu constante.
Diante do apresentado, infere-se que o aumento da concentracdo de AR pode estar associado a
hidrélise da sacarose durante a sintese.

A diminuicdo da concentragdo relativa de AR se deve a producdo de
oligossacarideos e dextrana durante a sintese enzimdtica, em que as cadeias de carboidratos
sdo formadas por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas (a-1,6), resultando em
uma reducdo na concentracdo de AR. Contrariamente, o aumento de AR nas sinteses
realizadas a 30 °C independe do tipo de agitacdo, indicando que a taxa de hidrdlise da

sacarose foi superior a taxa de polimerizacao.
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Figura 3 - Evolucdo temporal da concentragdo de agucares redutores (AR) (%) durante as
sinteses enzimdticas pela dextrana-sacarase realizadas com agitacdo magnética a 25 °C

(MAG25) e 30 °C (MAG30) e agitacdo mecanica a 25 °C (MEC25) e 30 ° C (MEC30).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Somado a isso, os ensaios performados a 25 °C com agitacdo mecanica mostraram
aumento da concentragio de AR em 1 h. Posteriormente, essa concentracdo reduziu
acentuadamente até 3 h de sintese, seguida de um aumento na concentragdo de AR, atingindo
aproximadamente o valor inicial apds 24 h de sintese. MAG25 promoveu uma reducao
constante da concentracdo de AR até 5 h, seguida de um aumento as 24 h, porém notadamente
inferior ao MEC25. O aumento da concentracdo de aceptores, principalmente no final do
processo, indica a hidrdlise e cisalhamento dos carboidratos complexos devido a agitacdo, o
que pode ocasionar danos mecanicos aos carboidratos prebidticos (GIAVASIS et al., 2006).

Nota-se que, o perfil de consumo de sacarose nao foi proporcional a concentracao
de AR durante o processo, isso ocorre porque parte das por¢cdes de glicose € incorporada as
cadeias de dextrana e oligossacarideos. Além disso, os resultados revelam que as sinteses
realizadas a 25 °C apresentaram maior taxa de hidrdlise de sacarose e menor concentragdo de
AR livre do que as sinteses a 30 °C, sugerindo que 25 °C € a temperatura que pode favorecer
maior producdo de carboidratos prebidticos pela dextrana-sacarase. A sintese a 25 °C

apresentou consumo de AR com taxas de 13,25 g/L.h (MEC25) e 8,25 g/L.h (MAGZ25). Por
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outro lado, a sintese realizada a 30 °C apresentou taxas de liberacdao de AR de 6 g/L.h
(MAG30) e 3,75 g/L.h (MEC30). Dito isso, o acumulo de AR significa que os
oligossacarideos ndo foram sintetizados. Sabe-se que, a atividade 6tima da dextrana-sacarase
ocorre a 30 °C, mas sua estabilidade é maior em temperaturas mais baixas, como 25°C.
Assim, o acumulo de acucar redutor na sintese a 30 °C sugere que a reagdo do aceptor nio foi
favorecida nesta temperatura. Por fim, esses resultados corroboram com dados obtidos

anteriormente, onde autores relataram que a reacdo do aceptor € favorecida em temperaturas

mais baixas (HEINCKE et al., 1999; RABELO et al., 2011).

2.3.3 Producao de oligossacarideos

A Figura 4 demonstra a conversdo de oligossacarideos ao longo de 24 h de sintese
enzimdtica em suco de laranja. Pode-se observar que, as maiores conversdes foram obtidas
para MAG25 e MEC25. Para MAG25, a conversdo teve inicio apenas com 3 h de reacao,
enquanto a agitacdo mecanica a 25 °C possibilitou a sintese de oligossacarideos j4 a partir da
segunda hora de experimento.

A partir das Figuras 3 e 4, € possivel observar uma relacdo entre AR e a produgao
de oligossacarideos, visto que, a medida que a concentracdo de AR reduz, aumenta-se a
producgdo de oligossacarideos, sendo a relag@o inversa também veridica. Num meio composto
por aceptores além da sacarose, as por¢des glicosil da sacarose sdo transferidas para a
extremidade dos aceptores, alongando o comprimento da cadeia aceptora em vez da cadeia de
dextrana. Nessa perspectiva, a molécula aceptora formada pode atuar também como um
aceptor, promovendo a formacdo de séries homologas de oligossacarideos (HEINCKE et al.,
1999; RODRIGUES et al., 2006). Esses oligossacarideos, também conhecidos como produtos
aceptores, sdo formados por ligacdes glicosidicas consecutivas a-1,6 e apresentam grau de
polimerizacao (DP) entre 3 e 12 (DA SILVA et al., 2014; RABELO et al., 2009). A formagao
dessas ligacdes se processa devido ao ataque nucleofilico do grupo Cs-OH da molécula de
glicose ao grupo C; da molécula aceptora.

Na Figura 4, pode-se visualizar a maior conversao de oligossacarideos obtida nas
condi¢cdes MAG25 e MEC25 em 6 h de sintese, com uma conversdo de 40% para ambos os
processamentos. Transcorrido esse tempo de reacdo, os valores diminuiram para 37% para
MAG25 e 29% para MEC25. Nessas circunstancias, este resultado indica a irrelevancia de

manter as sinteses conduzidas a 25 °C por 24 h, demonstrando que apenas 6 h s@o suficientes.
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O suco com carboidratos prebidtico, obtido por sintese enzimdtica a 25 °C,
apresentou alta viscosidade, principalmente com 6 h de experimento. Esse fendmeno pode ser
atribuido a alta concentracio de carboidratos, considerando acicares simples,
oligossacarideos e dextrana. Essa maior viscosidade pode ter aumentado a resisténcia a
difusdo e afetado a transferéncia de massa, e consequentemente a mobilidade das moléculas
(FERNANDES & RODRIGUES, 2007), reduzindo a producdo de oligossacarideos e
modificando a via bioquimica da dextrana-sacarase. Por outro lado, a alta transferéncia de
massa pode promover um aumento da viscosidade devido a maior producdo de

oligossacarideos e dextrana no meio (DIXIT et al., 2015).

Figura 4 - Evolucdo temporal da conversdo de oligossacarideos (%) durante as sinteses
enzimaticas pela dextrana-sacarase realizadas com agitacdo magnética a 25 °C (MAG25) e 30

°C (MAG30) e agitacao mecanica a 25 °C (MEC25) e 30 °C (MEC30).
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A reologia do suco contendo dextrana e oligossacarideos pode prejudicar o
desempenho do reator, modificar a rota da reacdo, afetando assim o rendimento e a
produtividade do processo, devido a falta de homogeneidade do meio. Diante disso, o
emprego da agitagdo pode melhorar o coeficiente de transferéncia de massa, embora este

processo também apresente desvantagens associadas a da taxa de cisalhamento, que é
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dependente da velocidade (DIXIT et al., 2015). Adicionalmente, o extenso tempo de reacdo
pode ter afetado a estrutura da enzima, promovendo alteracdes nos sitios ativos.

A Figura 4 também ilustra a evolu¢do da conversdo dos oligossacarideos nas
sinteses conduzidas a 30 °C ao longo de 24 h. A agitacdo magnética (MAG30) demonstrou
promover a sintese de oligossacarideos nos tempos de 2 e 3 h, alcancando aproximadamente
5% de conversdao. Em 5 h de processo, a conversdao dos oligossacarideos aumentou para
9,04%, atingindo 11,92% ao final da sintese (24 h). Para MEC30, o inicio da producao de
oligossacarideos ocorreu apenas com 4 h, com aumento gradual até 24 h, com 25% de
conversdo de oligossacarideos ao final da reagdo enzimatica. Estes resultados sdo opostos aos
obtidos a 25 °C, apresentando uma ligeira diminui¢do na sintese de oligossacarideos ap6s 6 h,
apesar de terem apresentado os maiores valores de conversao de oligossacarideos.

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que o efeito da agitacdo na
sintese de oligossacarideos depende da temperatura de processamento. Nos ensaios realizados
a 25 °C, os resultados conseguidos pela agitacdo magnética demonstraram melhores
resultados que a agitacio mecanica somente apdés 6 h de sintese. Em contrapartida, na
temperatura de 30 °C, a agitagdo mecanica se mostrou mais eficiente. Diante do exposto,
constata-se que, a sintese enzimatica a 25 °C favoreceu a maior conversdo de oligossacarideos
(Figura 4), ao passo que uma menor concentragdo de AR foram quantificados no suco de
laranja (Figura 3). De modo geral, até 6 h de sintese, a formacdo de oligossacarideos em
sistemas agitados magnético e mecanicamente foi semelhante em ambas as temperaturas de
sintese, com maiores conversoes a 25 °C.

A hidrélise desses oligossacarideos pode explicar a reducdo nos valores de
conversdo de oligossacarideos em paralelo ao aumento no acimulo de AR, mesmo apds a
sacarose ser quase totalmente consumida (apds 6 h de processamento). O cisalhamento da
molécula pode ocorrer devido ao processo de agitacdo, principalmente com a agitacdo
mecanica que levou a reducdo da conversdo de oligossacarideos e aumento da concentracao
de AR em alguns pontos. Sugere-se que, a presenca de impelidores somados a maior taxa de
cisalhamento proporcionada pela agitacio mecéanica podem ter provocado alteracdes na
conformacdo da enzima, levando a quebra dos oligossacarideos durante o processo em
comparacao com a agitacao magnética.

Contudo, a agitagdo mecanica é fundamental para transferéncia de massa em
processos industriais, principalmente enziméticos. O impelidor do tipo Scaba utilizado neste
estudo é semelhante a turbina Rushton, a mais comumente aplicada em processamento

biotecnolégico. Esses impelidores sdo caracterizados pelo adequado tempo de mistura e taxas
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de transferéncia de calor. A turbina Scaba promove os fluxos radial, axial e tangencial. O
fluxo axial leva a ocorréncia do “efeito caverna” formando regides de mistura eficiente
préximas ao agitador com dreas estagnadas e mortas em outros lugares. No entanto, o fluxo
tangencial pode melhorar a eficiéncia da mistura, aumentando a regido homogénea no reator

(AMEUR & VIAL, 2020; DREVETON et al., 1994).

2.3.4 Producao de dextrana

A Figura 5 apresenta a producdo de dextrana durante a sintese catalisada pela
enzima dextrana-sacarase no suco de laranja. Em conformidade ao descrito anteriormente
para oligossacarideos, a maior conversio de dextrana também ocorreu a 25 °C,
principalmente para MAG25, com conversdo mdxima em 5 h de reacdo, atingindo 37,36%.
Nas condicdes MEC25, o inicio da produgdo de dextrana se deu as 2h, com conversdo
maxima de 34,86% no tempo de 3 h. Experimentos conduzidos a 30 °C demonstraram uma
menor conversdo de dextrana em comparacdo ao processo conduzido a 25 °C. Entretanto, os
perfis de conversdo foram semelhantes para MAG30 e MEC30. Além disso, € pertinente
observar que nenhum aumento de conversao de dextrana foi evidenciado apds 6 h.

Assimilando os resultados obtidos para dextrana (Figura 5), oligossacarideos
(Figura 4) e perfil do substrato (Figuras 2 e 3) ao longo da sintese enzimadtica, justifica-se que,
6 h de processo € suficiente para produzir um suco de laranja potencialmente prebidtico pela
reacdo do aceptor da enzima dextrana-sacarase, nas condi¢des realizadas no presente estudo.
Apo6s 6 h de processamento, tanto a sacarose estava quase completamente esgotada no meio,
quanto o curso da reacdo mudou, sem mudancas no rendimento de carboidratos
potencialmente prebidticos, o que torna o processo dispendioso devido ao longo tempo de
processamento sem qualquer beneficio adicional. Os baixos valores de conversdo de dextrana
em alguns tempos do processo sugerem uma possivel inibi¢do competitiva entre as altas
concentragdes de AR e sacarose. Do mesmo modo, a alta concentragao de aceptores no final
do processo pode diminuir a conversdao de dextrana pelo mecanismo de inser¢do devido ao
impedimento estérico pela ocupacdo do sitio pelo aceptor (Heincke et al., 1999). Como
descrito para os oligossacarideos, essa redu¢do pode ser provocada pela hidrdlise e quebra de

moléculas durante o processo de agitacao.
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Figura 5 - Evolucao temporal da conversao de dextrana (%) durante a sintese enzimaética pela
dextrana-sacarase realizadas com agitacdo magnética a 25 °C (MAG25) e 30 °C (MAG30) e
agitacdo mecanica a 25 °C (MEC25) e 30 °C (MEC30).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A Figura 6 apresenta a distribuicdo dos GP dos oligossacarideos sintetizados
durante as primeiras 6 h do experimento, para as quatro condi¢cdes avaliadas. A porcentagem
de cada GP ndo foi calculada até 24 h, pois a partir de 6 h a concentracio de oligossacarideos
ndo apresentou mudancgas significativas. Sendo assim, prolongar o tempo de reacdo
inviabilizaria economicamente o processo. Referindo-se a temperatura, a sintese conduzida a
25 °C favoreceu a maior produgdo de oligossacarideos, porém, com GP até 7 e 8. Ao passo
que, uma grande variedade de GP foi encontrada a 30 °C com oligossacarideos de GP até 12.
As Figuras 6A e C mostram que o suco produzido sob agitacdo magnética apresentou mais
oligossacarideos com GP3 do que MEC25 e menor percentual de GP4. Observa-se também
que, no tempo de 4 h, a concentracdo relativa de GP3 diminui e sdo produzidos
oligossacarideos com GP7 (Figura 6A). Neste caso, infere-se que, as unidades de glicose
livies no meio podem se ligar aos oligossacarideos com menor GP, que atuam como
moléculas aceptoras, dando origem aos carboidratos com maior GP. Assim, houve aumento
nas concentragdes dos GP6 e 7 as 5 h, enquanto a concentragdo relativa de GP4 reduziu. No

final do processo (6 h), o suco apresentou um ligeiro aumento na porcentagem de



oligossacarideos com GP3 e 4, que pode estar associado a hidrdlise das moléculas de maior

GP ou a producdo de novos carboidratos prebidticos com cadeias mais curtas.

Figura 6 — Concentracdo de diferentes graus de polimerizacdo (%) dos oligossacarideos
obtidos durante 6 h de sintese enzimatica pela dextrana-sacarase em reatores agitados
magneticamente (A) a 25 °C e (B) a 30 °C, e reatores agitados mecanicamente (C) a 25 °C e
(D) a30°C.
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Comportamento similar foi observado para MEC25 até 4 h, onde a concentracao
relativa do GP3 reduziu de 51,20 para 39,19%, e a concentracio de GP7 aumentou. A
distribui¢do dos GPs no suco se manteve estdvel entre 4 e 5 h, com ligeiro aumento para GP3.
Apenas no final do processo foi identificada a producdo de oligossacarideos com GP8
(1,00%).

Considerando as sinteses realizadas a 30°C, os resultados mostram uma maior
redu¢do na concentragdo relativa do GP3 durante todo o tempo de sintese, o que pode ter
favorecido o aumento da diversidade de GP (Figuras 6B e 6D). Ao longo do processo,

oligossacarideos com GP até 12 unidades de glicose foram sintetizados, enquanto a
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concentracdo de oligossacarideos com baixo GP apresentou uma redug¢do. O aumento na
concentracdo relativa de oligossacarideos com maior GP e a diminui¢do daqueles com menor
GP indicam o alongamento da cadeia devido a reagdo do aceptor promovida pela dextrana-
sacarase. Comparando MAG30 e MEC30, o primeiro apresentou alta concentragdo de GP3,
enquanto a agitacdo mecanica promoveu valores maiores no GP4 e GP5. De modo geral, a
composi¢cao dos sucos de laranja apresentou maior concentracdo relativa em oligossacarideos
com GP3 e GP4, onde GP3 foi mais suscetivel a hidrélise a 30°C e agitacdo mecanica, € a
producdo de GP4 foi favorecida pela agitagcdo mecanica.

Na reagdo do aceptor, a reduc@o da concentracdo de GP3 ndo € justificada apenas
em razao das reagdes de hidrélise, visto que os oligossacarideos com GP3 também podem
atuar como aceptores na producdo de oligossacarideos com maior GP. Portanto, o
alongamento da cadeia dos oligossacarideos promovido pela reacdo do aceptor da dextrana-
sacarase produz séries homodlogas de oligossacarideos. Para isso, a concentracdo de
oligossacarideos com baixo GP deve ser suficiente para produzir o préximo grau de
polimerizacdo, pois o aumento de oligossacarideos com maior GP utiliza aqueles com menor
GP. Assim, o alongamento da cadeia serd proporcional a concentragdo de oligossacarideos
com GP3 e sacarose (RODRIGUES et al., 2006).

Trés estudos anteriores foram encontrados sobre a sintese de oligossacarideos pela
acdo da enzima dextrana-sacarase utilizando suco de laranja como substrato, dois desses
realizados pelo nosso grupo de pesquisa, porém ndo publicados. A reagdo do aceptor foi
otimizada em pequena escala (tubos de ensaio) nas mesmas condic¢des utilizadas no presente
estudo. A sintese resultou na conversao de 92% dos sacarideos totais em oligossacarideos.
Este resultado € superior aos valores obtidos no presente estudo. Porém, a sintese em tubos de
ensaio ndo apresenta as limitacdes de transferéncia de massa e taxas de cisalhamento
encontradas em reatores agitados. No segundo estudo, a enzima dextrana-sacarase obtida do
processo fermentativo da bactéria Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F foi submetida a
imobilizacdo e co-imobilizacdo com dextranase de Chaetomium erraticum. Com isso, foram
produzidos glico-oligossacarideos com alto grau de polimerizagdo usando 2,4 Ul/mg de
dextrana-sacarase imobilizada ou co-imobilizadas usando suco de laranja. No processo
descontinuo, a dextrana-sacarase co-imobilizada converteu 27% dos sacarideos totais e
produziu uma quantidade significativamente maior de glico-oligossacarideos do que a
dextrana-sacarase imobilizada, que converteu 25% dos sacarideos totais. Os resultados
obtidos sdo superiores aos valores obtidos no presente estudo, porém a sintese foi realizada

em tubos de ensaio, que ndo apresentam as limitacdes de transferéncia de massa e taxas de
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cisalhamento encontradas em reatores agitados. Por dltimo, dextrana-sacarase obtida a partir
de uma cepa mutante (Leuconostoc mesenteroides 512FMCM) foi aplicada na sintese glico-
oligossacarideos em suco de laranja contendo 9,3, 22,9 e 48,1 g/LL de glicose, frutose e
sacarose, respectivamente. A sintese foi conduzida a 16 °C utilizando 3 U/ml de enzima e
obteve uma conversdo de 35% dos sacarideos totais em oligossacarideos, com um consumo
de sacarose de 97% (NGUYEN et al., 2015).

A temperatura, a concentracdo inicial de agtcares e o tempo sdo fatores cruciais
que afetam o curso da reacdo do aceptor da dextrana-sacarase. Dentre esses parametros, a
temperatura influencia fortemente o grau de polimerizacdo (GP) e a estabilidade enzimética
durante a sintese dos oligossacarideos (KAUR & PANESAR, 2020). O objetivo principal da
agitacdo em um reator é conseguir a homogeneizagao, reduzindo os gradientes de temperatura
e concentracdo. A agitacdo magnética tende a criar regides estagnadas proximas a parede e a
superficie do liquido, devido a formag¢do de um vortice na regido inferior. Este fluxo restrito a
regido proxima ao agitador pode limitar a producdo de oligossacarideos, favorecendo a sintese
de dextrana. Por outro lado, a agitacio mecanica forma uma zona de movimento intenso ao
redor do impelidor, eliminando as regides estagnadas proximas a parede através da criacao de
duas dreas de circulacdo. O impelidor especifico utilizado em nosso estudo (impelidor Scaba)
gera fluxos tangenciais, axiais e radiais, contribuindo para um melhor desempenho do sistema
de mistura.

A presenca de diferentes impelidores e distancias entre os mesmos afetam a
mistura e a transferéncia de massa no processo industrial (DIXIT et al., 2015; DREVETON et
al., 1994). Em escala ampliada, a agitacio mecanica promove maior cisalhamento das
moléculas do que a sintese com agitacdo magnética. Entretanto, a agitacdo magnética € mais
vidvel para reatores de pequeno volume normalmente usados em sintese laboratorial. A
agitacdo apresentou efeito secunddrio na sintese de oligossacarideos e dextrana no presente
estudo. Este resultado foi inesperado devido principalmente devido a mudanca de viscosidade
do meio de cultura causada pela sintese de dextrana. Além disso, os resultados mostram que a
sintese pode ser otimizada em um pequeno reator agitado magneticamente para posterior

ampliacdo de volume em reatores de tanques agitados.

2.4 Conclusao

Este estudo oportunizou a producdo de suco de laranja potencialmente prebidtico

em reatores, usando dois tipos de agitacdo (magnética e mecanica). Os parametros de agitacao
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e temperatura foram essenciais para a compreensao e elucidagdo do mecanismo de acdo da
dextrana-sacarase em reagdes com volumes maiores do que os usualmente utilizados em
escala laboratorial. A temperatura 6tima de estabilidade da dextrana-sacarase (25 °C) levou a
maior producdo de dextrana e oligossacarideos. A agitacdo magnética promoveu maior
producdo de dextrana principalmente nas reagdes conduzidas a 25 °C, e a sintese de
oligossacarideos foi similar nas condicdes MAG25 e MEC25 em 6 h de processo. No que
concerne a distribuicdo dos GP dos oligossacarideos, as sinteses realizadas a 30 °C resultou
em oligossacarideos com GP até 12. As sinteses a 25 °C resultou em maior concentra¢do de
GP3 e GP4, bem como alguns oligossacarideos com GP até 8. Apesar das concentra¢des
similares de oligossacarideos obtidas por MEC25 e MAG25, MEC25 foi a melhor condi¢do
para sintetizar carboidratos prebidticos no suco de laranja devido a formacgdo inferior de
dextrana. Essas descobertas sdo atraentes para uma futura aplicacao industrial usando reatores
descontinuos de tanque agitado com agitacdo mecanica e impelidores Scaba. A sintese desses
oligossacarideos pode ser de interesse industrial, pois, além da formagdo dos oligossacarideos,
os agucares de baixo peso molecular presentes nos sucos de frutas sdo consumidos para
formar os carboidratos prebidticos, resultando em um suco funcional com alto teor de

carboidratos ndo digeriveis e menor teor de actcares simples (glicose e frutose).
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CAPITULO 3

3 IMPACTO DE SUCO DE LARANJA CONTENDO INGREDIENTES
POTENCIALMENTE PREBIOTICOS NA COMPOSICAO DA MICROBIOTA
INTESTINAL HUMANA E SEUS METABOLITOS

Resumo

Suco de laranja contendo oligossacarideos e dextrana foi avaliado, apds digestdo in vitro, em
um sistema fermentativo usando a microbiota fecal de dois doadores (A e B) em anaerobiose
(37 °C/48 h). A microbiota foi analisada por sequenciamento 16S rRNA e os metabolitos
foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Oligossacarideos e
dextrana foram resistentes a digestdo e consumidos durante a fermentacdo colonica. Lactato e
acetato foram os principais metabdlitos, seguidos de butirato, propionato e isobutirato. Foram
observados um alto acimulo de propionato e um rapido consumo de oligossacarideos para o
doador B. A abundancia relativa de Lactobacillus ruminis (44,96%) apresentou um aumento
na microbiota do doador A. Bifidobacterium adolescentis (41,73%) se destacou na microbiota
do doador B apds a fermentacdo. Além disso, o suco de laranja funcional promoveu o
crescimento de probidticos emergentes, como Bacteroides xylanisolvens, e reduziu algumas
cepas, como Clostridia sp. Assim, o suco de laranja potencialmente prebidtico melhora a
composi¢do da microbiota intestinal e se enquadra como um produto promissor para o

mercado de alimentos funcionais.

Palavras-chave: microbiota fecal, oligossacarideos, dextrana, probidticos, dcidos graxos de

cadeia curta

3.1 Introducao

Os alimentos funcionais t€ém sido amplamente estudados e propostos como
solucdes para modular o ambiente intestinal, e consequentemente prevenir diferentes doencgas.
A microbiota intestinal é composta por todos os tdxons da comunidade microbiana intestinal,
como bactérias, arqueas e eucariotos, e compreendem mais de 2000 espécies de bactérias
(BALLAN et al., 2020). Estudos envolvendo a microbiota humana vem sendo desenvolvidos

ha muito tempo. No entanto, a interacdo da microbiota com a saude do hospedeiro e sua
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capacidade de ser modulada por meio da suplementacdo alimentar s6 comecou a ser
investigada mais recentemente (FAN; PEDERSEN, 2021; HOU et al., 2020).

O desequilibrio da microbiota intestinal, também conhecido como disbiose, pode
desencadear inflamacdes associadas com disfun¢do da barreira e doencas como diabetes e
obesidade. Além disso, a disbiose pode afetar o sistema nervoso entérico e central (BALLAN
et al., 2020). Considerando o exposto, prebidticos sdo substratos usados seletivamente por
microrganismos do hospedeiro, conferindo beneficios a satide (GIBSON et al., 2017). Desse
modo, os prebidticos podem ser uma Otima estratégia para solucionar essas questoes,
atingindo a homeostase intestinal e promovendo a saide do hospedeiro.

A microbiota humana € especifica para cada individuo e varia de acordo com a
dieta, estilo de vida, idade, medicagdes e genética do hospedeiro (FAN; PEDERSEN, 2021).
Nesse sentido, prebidticos sao compostos que afetam a composi¢do da populagdo bacteriana,
em termos de riqueza e diversidade, favorecendo o crescimento de microrganismos benéficos
(probidticos), principalmente pertencentes aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, e
inibindo o crescimento de bactéria nocivas (ENAM; MANSELL, 2019).

O apelo funcional e efeitos fisiologicos dos prebidticos deve-se especialmente as
caracteristicas estruturais, incluindo a natureza das ligacdes glicosidicas, composicdo de
monossacarideos, grau de polimeriza¢do (GP), ramifica¢des, fermentabilidade, solubilidade e
viscosidade (LAM; CHEUNG, 2019). Aliado a isso, os desejdveis efeitos na saide estdo
relacionados ao mecanismo de acdo dos microrganismos benéficos, que produzem é&cidos
graxos de cadeia curta durante o processo fermentativo, melhorando a resposta imune do
hospedeiro.

Nesse contexto, sistemas in vitro sao viaveis e adequados para avaliar o efeito
prebidtico de compostos. Pesquisadores pontuaram a importancia de submeter previamente os
ingredientes prebidticos as condi¢des gastrointestinais humanas, com o intuito de observar a
integridade dos ingredientes, usando um modelo semi-dindmico de digestdo in vitro (DO
NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022). Por outro lado, a simulacdo da
fermentacdo coldnica investiga a modificacdes promovidas na composi¢do da microbiota.
Diante disso, a literatura dispde de relatos sobre o positivo efeito de ingredientes prebidticos e
alimentos funcionais na composi¢do da microbiota intestinal, bem como na producdo de
dcidos graxos de cadeia curta, usando in6culo fecal humano (RODRIGUES et al., 2020).

Embora existam estudos sobre a interacdo entre ingredientes funcionais e
microbiota intestinal, trabalhos sobre o efeito prebidtico de sucos de frutas na composi¢cdo da

microbiota humana ainda sao escassos na literatura (DA SILVA et al., 2023; REGES et al.,
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2023). Assim, o objetivo dessa etapa do trabalho foi investigar o efeito do suco de laranja
contendo oligossacarideos e dextrana, apds digestdo simulada, na composicao da microbiota
intestinal humana em um modelo fermentativo in vitro usando indculo fecal humano. Além
disso, o estudo também avaliou o consumo de carboidratos e a produg¢do de 4acidos

metabdlicos.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Preparo do suco de laranja

O suco foi preparado a partir do suco de laranja concentrado (Lanjal®) adquirido
no mercado local de Fortaleza, Ceard, Brasil. O suco de laranja concentrado foi diluido (1:8)

em agua potéavel seguido as recomendagdes do fabricante.

3.2.2 Sintese de oligossacarideos e dextrana no suco de laranja

Os oligossacarideos e dextrana foram sintetizados diretamente no suco de laranja
pelo mecanismo de reacdo do aceptor da enzima dextrana-sacarase. A enzima dextrana-
sacarase (E.C.2.4.1.5) foi produzida por meio do processo fermentativo da bactéria
Leuconostoc mesenteroides B512 F (FONTES et al., 2015).

A sintese de oligossacarideos e dextrana foi conduzida em um reator em batelada
agitado mecanicamente contendo 700 mL de suco de laranja a 25 °C durante 6 h e velocidade
de agitacdo de 250 rpm. Primeiramente, as concentracdes de agucares do suco foram ajustadas
para 75 g/LL de sacarose e 75 g/L de agucares redutores (glicose e frutose, em propor¢des
equimolares), condicdes ideias para obter a maior concentragdo de oligossacarideos
prebidticos com maior grau de polimerizagao (FONTES et al., 2015). O pH do suco foi
ajustado para 5,2 com NaOH (pH 6timo para a sintese enzimdtica), e entdo 1 Ul/mL de
dextrana-sacarase foi utilizada para a sintese. Transcorrido 6 h de processo, o pH do suco foi
reduzido para 4,2 com 4cido citrico, com o objetivo de inativar a enzima.

O suco de laranja potencialmente prebiético foi diluido em suco de laranja para
atingir o limite didrio de ingestdo de prebidticos estabelecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA), a qual indica a ingestdo de 1,5 a 30 g/dia, considerando uma

por¢do de 250 mL de suco.
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3.2.3 Inéculo fecal

As amostras fecais foram coletadas de dois diferentes doadores humanos
sauddveis com idade de 32 (A) e 28 (B) anos. Os voluntdrios ndo tomaram antibioticos,
prebidticos ou suplementos probidticos recentemente. Além disso, ndo eram fumantes, ndao
apresentavam doengas metabdlicas ou gastrointestinais e tinham dietas diferentes. O doador A
era vegetariano e o doador B era onivoro. Ambos assinaram um termo de consentimento
voluntdrio para coleta da amostra fecal.

As amostras fecais foram diluidas (1:10) em tampao fosfato salino 0,1 M pH 7,0 e
armazenadas em frascos estéreis a 4 °C até o momento do uso, respeitando o limite mdximo
de 5 h. As condi¢gdes anaerdbicas foram conseguidas pela inje¢do de N, estéril (100%) no
tampao e no espago livre do frasco (headspace). O procedimento experimental foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Universidade Federal do Ceard, CEP/UFC,
CAAE 51874021.0.0000.5054, 25/10/2021).

3.2.4 Digestdo in vitro

O sistema de digestdio semi-dinamico é composto por trés biorreatores
sequenciais, com capacidade de volume de 300 mL, conectados a um controlador BIO-TEC-
PRO (LEITE et al., 2021). O sistema opera a 37 °C e 250 rpm de agitacdo. Cada reator foi
alimentado com a solugdo géstrica ou entérica, e o pH foi ajustado automaticamente de acordo
com cada fase da digestdo. A simulacdo da fase géstrica foi conduzida em pH 2,3 + 0,2 por 2
h. Nessa fase, foi utilizada uma solucao composta por NaCl 47,2 mmol/L, KCI 6,9 mmol/L,
KH,PO4 0,9 mmol/ L, MgCl,(H,0)¢ 0,1 mmol/L, NaHCO3 25 mmol/L e CaCl, 0,3 g/L, além
da adi¢dao de 600 U/mL (2.4 g/L) de pepsina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). O
primeiro reator, correspondente a fase I, foi adicionado de 100 mL de solugdo géstrica e,
posteriormente, alimentado com 150 mL suco de laranja potencialmente prebidtico em 10
min. O tempo de residéncia em cada fase foi 1 h. Além disso, as transferéncias de fase
também duraram 1 h e foram realizadas com o auxilio de bombas peristalticas automaticas
com controlador de fluxo de massa.

Um volume de 210 mL da fase I foi transferido para o segundo reator, referente a
fase II ou fase duodenal, contendo 60 mL de solu¢do entérica. A composi¢do da solucdo
entérica foi NaCl 38,4 mmol/L, KCI 6,8 mmol/L, KH,PO4 0,64 mmol/L, MgCl,(H,0)s 0,33
mmol/L, NaHCO3 85 mmol/L, CaCl, 0,37 g/L, com adicdo de 0,9 g/L. de pancreatina e 6 g/L.
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de bile (Sigma Aldrich). O pH do meio foi ajustado para 5,0 £ 0,2, e o tempo de processo
seguiu 0 mesmo procedimento descrito para a fase I. As amostras foram coletadas nos tempos
0, 2 e 4 h da digestdo para quantificacdo de aguicares simples, oligossacarideos e dextrana,
como descrito na se¢ao 3.2.7.1.

No ultimo reator, 260 mL do suco digerido proveniente da fase II foi misturado
com 50 mL de solu¢ao entérica. O pH foi ajustado para 7,0 £ 0,2, e a simulagdo dos processos

fermentativos que ocorrem no célon foram conduzidos como descrito a seguir.

3.2.5 Fermentacgdo in vitro do suco digerido pela microbiota fecal humana

A simulagdo da fermentacdo colonica foi realizada em condi¢des anaerdbicas pela
injecdo de N, estéril (100%) através do aspersor do reator. No tltimo reator do sistema semi-
dindmico, o volume final da mistura (suco digerido e solucdo entérica) foi ajustado para 275
mL contendo 10% de inéculo fecal. O pH foi programado para ser mantido em 7.0 durante
todo o processo fermentativo que teve duracdo de 48 h. As amostras foram coletadas em 0, 24
e 48 h de fermentacdo e submetidas imediatamente a centrifugacdo nas condi¢des de 10000 g
a4 °C por 10 min. O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de carboidratos e acidos
organicos (Secdo 3.2.7). Enquanto isso, o precipitado (microbiota fecal) foi recuperado e

congelado, para posterior sequenciamento 16S rRNA.

3.2.6 Analise da microbiota fecal

A extra¢do do DNA foi realizada a partir de 250 mg da amostra fecal especifica de
cada doador, com auxilio do Kit DNeasy® PowerSoil® Pro (Qiagen, CA, USA), seguindo as
instrucdes do fabricante. Nesse procedimento, a regido V4 do RNA ribossomal 16S foi
amplificada com primers especificos (515F-Y e 806R), como orientado no protocolo descrito
por PEREIRA et al. (2022). O sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA (300-
ciclos, 2 x 150 bp) foi obtido usando o reagente MiSeq kit v2 na plataforma Illumina MiSeq
(INlumina Inc., USA). A anélise da microbiota fecal foi realizada nas amostras coletadas no
inicio (0 h) e final (48 h) da fermentagdo coldnica.

A classificacdo taxondmica foi realizada com auxilio da base de dados DADA2 e
Greengenes. O parametro a-Diversidade foi estimado usando o software EstimateS (Versdao
9.1.0) para obter o indice de riqueza Chaol (CHAO; BUNGE, 2002) e o indice de diversidade
Shannon (SHANNON, 1948).
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3.2.7 Determinagdo de carboidratos e dcidos orgdnicos
3.2.7.1 Oligossacarideos e dextrana

Inicialmente, as amostras foram adicionadas de 3 volumes de etanol 96% (v/v)
para precipitagdo da dextrana. O sobrenadante foi usado para a quantificacdo
oligossacarideos, acticares simples e dcidos organicos. Para isso, as amostras foram diluidas
em 4gua ultrapura (Milli-Q System, Millipore®) e filtradas usando uma membrana de acetato
de celulose com tamanho de poro de 0,45 um (Millipore®). Para quantificacdo da dextrana, o
precipitado (pellet de dextrana) foi ressuspenso em dgua destilada e quantificado seguindo o
método fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956). Os oligossacarideos foram caracterizados por
cromatografia de camada delgada (TLC), para tanto, um volume de 5 uL de cada amostra foi
aplicado na placa de silica 60 (Art. 1.05553.0001, Merck, 20 x 20 cm) com um aplicador
automdtico TLC Sampler (ATS 4, CAMAG). O alargamento das bandas foi de 6.0 mm, com
10.0 mm de distancia da borda inferior da placa.

O densitometro TLC scanner 4 (CAMAG), juntamente com o software Planar
winCATS Chromatography Manager foram utilizados para quantificar os oligossacarideos.
As leituras foram realizadas em 490 nm (TINGIRIKARI; GOMES; RODRIGUES, 2017). Os
oligossacarideos sintetizados apresentaram entre 3 e 10 graus de polimerizacdo (GP). Os
resultados foram expressos como concentracdo relativa (%) e calculados a partir da Eq.(3)
para amostras durante a digestdo simulada e Eq.(4) durante a fermentacdo com a microbiota

fecal.
Concentracio relativa (%) = %xmo 3)
T

Onde,
Agp; significa drea cromatografica de um GP especifico (i =3 a 10)
Ar significa a soma das dreas cromatograficas de todos os GP Y2° Ap;

~ . Agpi ~ .
Concentracio relativa (%) = CPL__ x concentragio relativagpiaigeriaoy (4)

AGPi(digerido)

Onde,

Agp; significa drea cromatografica de um GP (i=3 a 10)
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Agpi(digerido) Significa drea cromatografica de um GP especifico (i =3 a 10) do suco digerido
(fase entérica)
Concentragdo relativacpiigerido) Significa concentragdo relativa (%) de um GP (1 =3 10) do

suco digerido (fase entérica)

3.2.7.2 Aciicares simples

Glicose, frutose e sacarose foram quantificadas por HPLC em um sistema Infinity
1260 (Agilent®). A separacao dos acucares foi realizada usando uma coluna BIORAD HPX-
87C (300 x 7.8 mm) a 80 °C. Agua ultrapura foi usada como fase mével a um fluxo de 0,5
mL/min e os agtcares foram detectados por um detector de Indice de Refracio (IR) a uma

temperatura de 35 °C.

3.2.7.3 Produtos da fermentacdo colénica

Acidos organicos, acidos graxos de cadeia curta e isobutirato foram analizados
por HPLC equipado com um detector UV-DAD no comprimento de onda de 210 nm. Uma
coluna Aminex BIORAD HPX-87H (300 x 7.8 mm) foi usada a 65 °C para separar os
analitos. O acido sulfdrico 5 mM foi utilizado como fase moével, com fluxo de 0.6 mL/min. Os
metabdlitos quantificados foram: ascorbato, citrato, acetato, lactato, propionato, butirato e

1sobutirato.

3.2.8. Analise estatistica multivariada

Uma matriz numérica foi construida utilizando 4 amostras de suco de laranja
digerido incubadas com indculo fecal de dois doadores (A e B), coletadas imediatamente apds
a inoculacdo (0 h) e ap6s 48 h de fermentagdo coldnica. A matriz era composta pelas
principais espécies identificadas no sequenciamento 16S rRNA: Bifidobaterium adolescentis,
Bacteroides dorei, Lactobacillus ruminis, Roseburia faecis, Prevotella copri, Clostridium
nexile, Blautia luti, Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides xylanisolvens, Akkermansia
muciniphila e Clostridium ramosum. A matriz também apresentava oS compostos
quantificados por HPLC: sacarose, glicose, frutose, oligossacarideos, dextrana, citrato,
ascorbato, lactato, acetato, propionato, butirato e isobutirato.

A matriz numérica foi importada pelo software PLS-Toolbox™ (version 8.6.2,
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Eigenvector Research Incorporated, Manson, WA USA) para andlise quimiométrica nao
supervisionada por PCA. Para avaliacio quimiométrica, os dados foram escalonados
automaticamente (centrados na média com subsequente escalonamento de varidncia), € o
algoritmo Decomposi¢do em Valor Singular (SVD) foi aplicado para decompor a matriz
original em escores e cargas (loadings) a um nivel de confianca de 95% (FONTELES et al.,

2021).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Resisténcia de carboidratos prebioticos e fermentacdo in vitro

A concentracdo de oligossacarideos e dextrana foi monitorada juntamente com a
digestao simulada. A resisténcia destes carboidratos as condi¢des gastrointestinais superiores
€ crucial para o processo fermentativo da microbiota intestinal. A Figura 1 (A e B) mostra a
concentracdo relativa de cada GP dos oligossacarideos durante a digestdo e fermentacdo in
vitro. O resultado foi expresso para ambos os doadores, A e B. A amostra “controle” refere-se
ao suco nao digerido e as amostras “gastrica” e “entérica” representam as fases da digestdo
em 2 e 4 h (fase duodenal) de processo, respectivamente. Espera-se que os oligossacarideos
prebidticos sejam consumidos pela microbiota fecal durante as 48 horas de fermentacdo
colonica. Na Figura 1C podemos observar a placa de TLC, na qual a intensidade de cada
banda € diretamente proporcional a concentracio dos oligossacarideos.

Os oligossacarideos sintetizados apresentaram até 10 graus de polimerizacao,
sendo assim, podem ser promotores de efeitos prebidticos (FONTES et al., 2015).
Complementarmente, observa-se que os oligossacarideos foram resistentes as condigdes
dcidas e a atividade enzimatica do sistema de digestdo in vitro. Com base na ilustragdo dos
dados, a concentragdo relativa (%) de cada GP sofreu algumas alteragcdes entre as fases da
digestao, contudo, essas modificagdes ndo afetaram a concentracdo total de oligossacarideos,
que no inicio do processo foi 25,85 + 0,70 g/L, e apds digestdo se manteve em 24,95 + 0,60
g/L. Ao passo que houve uma leve redu¢do na concentragdo relativa dos GP6, GP7 e GP10, a
concentracdo de DP3 e DP4 aumentou, evidenciando assim a hidrdlise de oligossacarideos de
cadeias mais longas em moléculas de menor GP. E importante mencionar que, a redugio de
intensidade observada nas bandas da Figura 1C, durante a digestdo simulada, estd associada a
diluicao de cada fase devido a adi¢do das solucdes gdstricas e entéricas € ndo a degradacdo

dos oligossacarideos.
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Figura 1 - (A) Concentragdo relativa de cada grau de polimerizacao (GP) dos oligossacarideos
do suco de laranja potencialmente prebidtico durante a digestdo in vitro e fermentacdo pela
microbiota intestinal do doador A e (B) doador B. (C) Placa de cromatografia de camada

delgada.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Durante a fermentagdo colonica, a microbiota de ambos doadores foi capaz de
consumir os oligossacarideos, porém com perfil de consumo diferente. O consumo de
oligossacarideos foi répido e total para o doador B, enquanto a microbiota do doador A nao
consumiu completamente os oligossacarideos. Atribui-se esse comportamento a diferente
composi¢do da microbiota, que serd apresentada posteriormente. Bifidobacterium, por
exemplo, consomem principalmente oligossacarideos de cadeia curta (GP3), por outro lado, é
relatado que Bacteroides ndo apresentam preferéncia em relacdo ao GP dos substratos. (OSE
etal., 2018).

A presenga de oligossacarideos com diferentes GP na composicdo dos sucos €
desejavel para o organismo hospedeiro, devido a funcdo bioldgica especifica de cada
molécula, conferindo assim diferentes beneficios a saide humana. (ZHANG et al., 2019).

Aliado a isso, uma mistura de prebidticos com comprimento de cadeia variado facilita a
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manuten¢ao da integridade dos ingredientes durante a passagem pelo trato gastrointestinal em
direcdo ao cdlon. Essas caracteristicas possibilitam o crescimento microbiano seletivo e a
modulacdo intestinal, além de estar relacionado com uma reducao das reacdes de protedlise e
producdo de metabdlitos indesejaveis (CUNNINGHAM et al., 2021).

Além dos oligossacarideos, a dextrana também se mostrou resistente as condi¢oes
gastrointestinais, atingindo a concentracao de 7,94 + 0,47 g/L no final da digestao simulada
(Figura 2A). Esses resultados foram consistentes com descobertas anteriores que
demonstraram a resisténcia de glico-oligossacarideos e dextrana a digestao in vitro (LEITE et

al.,2021).

Figura 2 - (A) Concentracdo de dextrana e (B) concentracdo relativa de agucares redutores
(AR) e sacarose (Sac) ao longo da digestdo simulada e fermentacao coldnica pela microbiota

dos doadores (A e B).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A resisténcia dos carboidratos prebidticos estudados pode ser atribuida as ligacoes
glicosidicas a-1,6, que sdo produzidas pela enzima dextrana-sacarase durante a reacdo
enzimdtica, bem como ao grau de polimerizacdo das moléculas (KOTHARI;, TINGIRIKARI,
GOYAL, 2015). O consumo de oligossacarideos e a producdo de 4cidos graxos de cadeia curta
serdo discutidos adiante.

ApOs a sintese, além dos carboidratos prebidticos, os sucos também apresentam
acucares simples residuais, como sacarose e acticares simples (glicose e frutose). A Figura 2B
detalha a concentracgdo relativa desses agucares ao longo da digestao in vitro e o consumo dos

mesmos durante a fermentacao colonica até 48 h de processo. Durante a digestdo, a sacarose



62

foi parcialmente hidrolisada e concentra¢ao de agucares redutores se manteve acima de 80%.
A microbiota fecal consumiu o contetdo total de sacarose em 24 h de processo, enquanto isso,

os actcares redutores foram quase totalmente consumidos em 48 h de fermentacao.

3.3.2 Producao de dcidos orgdnicos e dcidos graxos de cadeia curta (AGCC)

As implicacdes da ingestdo de prebidticos na saide do hospedeiro sdo
relacionadas especialmente a produ¢do de AGCC. A Figura 3 ilustra os principais metabdlitos
provenientes da fermentacdo do suco potencialmente prebidtico digerido, pela microbiota

fecal de dois doadores.

Figura 3 - Concentracio de 4cidos organicos, dcidos graxos de cadeia curta e dcidos graxos de
cadeia ramificada durante a fermentacdo do suco de laranja potencialmente prebidtico

digerido pela microbiota intestinal de 2 doadores (A e B).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Lactato foi o principal metabdlito obtido a partir do consumo dos carboidratos
pela microbiota intestinal, seguido do acetato. A producdo de lactato e acetato pode ser
explicada, em partes, pela bioconversdao de citrato por microrganismos intestinais, como por
exemplo, as bactérias dcido-l4ticas.

Em conformidade, a concentragdo de citrato apresentou uma redugdo durante a
fermentagdo e comportamento similar foi observado para o ascorbato. Como esperado, o
perfil de metabdlitos produzidos pela microbiota de cada doador teve suas particularidades.

Para o doador A, a alta producdo de acido se deu apenas em 48 h, enquanto o doador B
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produziu uma alta concentragcdo de AGCC ja em 24 h. No entanto, os resultados estdo
coerentes com os dados do consumo de oligossacarideos mostrados na Figura 1, onde os
oligossacarideos foram consumidos rapidamente pela microbiota do doador B em 24 h,
resultando na elevada producao de metabdlitos dcidos no mesmo tempo de processo.

Para ambos doadores, acetato foi o AGCC com maior aciumulo durante a
fermentacdo. Contudo, algumas diferencas foram evidenciadas no perfil dos AGCC dos
voluntdrios, com énfase na produgdo de propionato. Um aumento acentuado na concentracao
de propionato foi observado em 24 h (14,44 g/L), atingindo 16,47 g/L no final do experimento
com a microbiota do doador B. Por outro lado, apenas 2,85 g/LL de propionato foram
produzidos pela microbiota fecal do doador A em 48 h. Nessa perspectiva, o perfil de AGCC
¢ dependente de cada individuo, principalmente devido as particularidades da populacgdo
microbiana intestinal de cada doador. Embasado nesses resultados, sugere-se que a microbiota
do voluntdrio B apresenta microrganismos produtores de propionato, onde estdo inseridos
microrganismos dos géneros Bacteroides e Bifidobacterium. Além do consumo de
prebidticos, a producdo de propionato por ser correlacionada com o uso de frutose como
substrato (WANG et al., 2017, 2019). Somado a isso, algumas cepas probidticas de
Lactobacillus sao capazes de metabolizar glico-oligossacarideos, resultando em uma alta
producdo de dcido acético, seguido de 4cido propionico (SHI et al., 2018). Outros autores
também reportaram a producdo de acetato e propionato a partir do uso de xilo-
oligossacarideos como substrato (AMORIM et al., 2020). Nesse contexto, pode-se destacar
que o propionato influencia fortemente na modulagdo da sintese de colesterol no figado,
reducdo dos niveis de triglicerideos, melhoramento de esteatose hepdtica, e apresenta um
papel importante no ganho de peso (GHOSH et al., 2021; WANG et al., 2017).

Acetato e Lactato sdo metabdlitos produzidos principalmente por Lactobacillus e
Bifidobacterium durante a fermentacdo de prebidticos e sdo reconhecidos por promoverem
efeitos benéficos a mucosa intestinal (SU et al., 2019). Ademais, esses metabdlitos podem ser
usados como fonte de energia e estimular o crescimento de outros microrganismos, como por
exemplo, microrganismos produtores de butirato. Esse processo é conhecido como cross-
feeding, onde uma bactéria é indiretamente estimulada por metabdlitos produzidos por outro
grupo de bactérias (WANG et al., 2020a).

Em relac@o ao butirato, a maior producéo foi obtida pelo doador B, com 16,48 g/L
em 48 h. Entretanto, a microbiota do doador A produziu 13,85 g/L no final da fermentacdo,
valor similar ao atingido pela microbiota do doador B em 24 h. O butirato € essencial para a

saude do hospedeiro, dentre seus beneficios merece énfase o melhoramento da barreira de
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fun¢do, absorcdao mineral e regulacdo do sistema imune. Adicionalmente, o butirato fornece
energia para as células do c6lon e podem prevenir o cancer de célon devido a sua habilidade
de causar apoptose nas células cancerigenas, diferenciando-as das células epiteliais normais
(WANG et al., 2019). Dos microrganismos produtores de butirato, podemos mencionar o filo
Firmicutes que engloba Roseburia spp., Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale,
Clostridium leptum, Coprococcus catus, Ruminococcus e Oscillospira (OSE et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2020; WANG et al., 2020a).

Além da concentragdo de AGCC e lactato, a Figura 3 mostra a formacdo de
isobutirato, um 4cido graxo de cadeia ramificada. Em compara¢do aos AGCC, o acimulo de
isobutirato foi inferior durante a fermentagdo coldnica, atingindo valores de apenas 3,17 e
3,49 g/L. em 48 h. Resultado interessante, visto que os acidos graxos de cadeia ramificada s@o
metabdlitos provenientes da clivagem de proteinas por bactérias colonicas (WANG et al.,
2019). O isobutirato juntamente com os compostos indesejaveis da fermentacdo de proteinas
podem causar um aumento do pH do limen. Desse modo, uma baixa concentracdo desse
dcido torna-se essencial para um ambiente intestinal sauddvel (FAN; PEDERSEN, 2021;

GOMEZ et al., 2014).

3.3.3 Analise da microbiota intestinal

O indice Shannon mede a uniformidade dos taxons de cada amostra (SHANNON,
1948), enquanto o indice Chaol estima a riqueza total das espécies (CHAO; BUNGE, 2002).
Em outras palavras, os indices Chaol e Shannon avaliam a riqueza e diversidade da
microbiota intestinal, respectivamente. A amostra fecal do doador A apresentou indice Chaol
de 853,89 e indice Shannon de 3,55. Enquanto isso, a microbiota fecal inicial do doador B
teve um indice Chaol de 722,22 e indice Shannon de 3,59. Ao final da fermenta¢do, nenhuma
diferenca significativa foi observada para as amostras do doador B, que mantiveram os
indices Chao 1 de 768.01 e Shannon igual a 2.47. Ndo obstante, a riqueza da microbiota do
doador A reduziu drasticamente, alcancando valores de Chaol de 308,70 e indice Shannon
igual a 2,18. Os resultados evidenciam que carboidratos complexos, como oligossacarideos e
dextrana, presentes no suco de laranja promovem mudangas na diversidade e composi¢do da
microbiota, como discutido posteriormente.

O in6culo fecal humano de ambos doadores apresentou uma microbiota intestinal
diversa e sauddvel, mesmo que em diferentes proporcdes, tendo em vista que a composi¢cao é

exclusiva de cada individuo. O filo Firmicutes foi dominante no indculo fecal dos voluntaries,
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com mudangas marcantes apds a fermentacdo do suco de laranja digerido. Os dados foram
obtidos para todos os niveis taxonomicos. No que concerne aos filos, a composicdo da
populacdo microbiana era formada por Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, e
Actinobacteria. Como discutido anteriormente, durante a fermentacdo colonica houve o
consumo de oligossacarideos e dextrana, alinhado a isso, foi identificado um aumento na
abundancia relativa de Actinobacteria e uma reducdo de Firmicutes. Lembrando que,
Firmicutes compreende as classes Clostridia e Bacilli, e no filo Actinobacteria esta inclusa a
ordem Bifidobacteriales.

O suco digerido contendo oligossacarideos e dextrana causou mudangas benéficas
na composicdo da microbiota fecal. Isso foi demonstrado por meio da redu¢do da abundancia
relativa da classe Clostridia de 55,80 para 8,27% em paralelo ao aumento da classe Bacilli de
1,74 para 18,87% na microbiota do doador A. Do mesmo modo, na microbiota do doador B, a
abundancia relativa de Clostridia reduziu de 42,30 para 12,34%, e a abundancia relativa de
Bacilli aumentou de 0,96 para 21,06%. Além do exposto, a classe Bacteroidia reduziu apos
48 h de fermentacdo com ambas as amostras fecais, enquanto Actinobacteria foi a classe
dominante com 34,98% para o doador A e 21,66% para o doador B. A populacdo bacteriana
sofreu mudangas significantes no nivel taxondmico ordem, onde Clostridiales e Bacteroidales
apresentaram reduzidos valores de abundancia relativa para ambos doadores apds
fermentacdo, e o suco de laranja com potencial prebidtico e digerido enriqueceu a composicao
da microbiota intestinal em termos de Bifidobacteriales, Enterobacteriales e Lactobacillales.

Na Figura 4, o efeito benéfico do suco de laranja, apds digestdo, € evidenciado
pelo aumento da abundéncia relativa da familia Bifidobacteriaceae e Lactobacillaceae. Essas
familias englobam espécies e géneros importantes classificados como probidticos e
reconhecidos por metabolizarem carboidratos prebidticos, como os oligossacarideos e
dextrana presentes no suco estudado.

A abundancia de Bifidobacteriaceae se destaca na microbiota de ambos os
doadores apds 48 h de fermentagdo, onde se observa uma abundancia relativa de 33,20% para
o doador A e de 20,57% para o doador B. Em contrapartida, somente a microbiota do doador
A foi enriquecida em termos de Lactobacillaceae, atingindo 18,61% ao final da incubagao.
Em resumo, esses resultados confirmam que indculo fecal de cada voluntdrio apresenta suas
peculiaridades e que a composicdo da microbiota fecal varia mesmo quando incubados na

presenca dos mesmos substratos.
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Figura 4 - Abundancia relativa (%) da microbiota intestinal de dois doadores (A e B) a nivel
taxonomico familia, antes e apds fermentacdo do suco de laranja potencialmente prebidtico
digerido. As familias com abundancia relativa acima de 5% em pelo menos uma das amostras

foram apresentadas na figura, as outras familias foram agrupadas e classificadas como

“Outros”.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

O in6culo fecal de ambos os doadores apresentou abundancia similar para a
familia Bacteroidaceae, que aumentou levemente apds a fermentacdo. A familia dominante na
microbiota inicial dos voluntarios foi Lachnospiraceae, com uma abundancia de 39,80 e
21,12% para os doadores A e B, respectivamente. Todavia, a incubagdo com suco de laranja
contendo oligossacarideos e dextrana proporcionou uma redu¢do acentuada na abundancia de
Lachnospiraceae, alcangando 5,65 (doador A) e 4,76% (doador B) apds 48 h. Comportamento
similar foi constatado para Ruminococcaceae, onde a abundancia relativa foi proxima a zero
apods 48 h de fermentagdo colonica. Em relacdo a familia Enterobacteriaceae, um aumento da
abundancia foi observado apds a fermentacdo do suco pela microbiota fecal de ambos
individuos. Contrariamente, a familia Prevotellaceae, que nitidamente foi mais abundante no
in6culo do doador A em comparacio ao doador B, mostrou uma redu¢do quase completa apds

fermentacdo com o suco potencialmente prebidtico. Para complementar, Enterococcaceae
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tornou-se mais evidente somente apds fermentacdo pela microbiota do doador B, finalizando
com uma abundancia de 20,91%.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi usada para explicar a
variabilidade da composi¢do do suco de laranja com base na influéncia das amostras fecais. A
Figura 5 ilustra os resultados do PCA, onde os eixos PC1, PC2 e PC3 retiveram 100% da
variancia total. A Figura 5 revelou que a principal discrimina¢do da dinamica da microbiota é
baseada na influéncia do tempo de fermentacdo (0 e 48 h), independente do doador (A ou B).
O eixo PC2 (Figura 5A) mostra a microbiota de cada doador antes da fermentacdo (0 h) e a
composi¢cdo da microbiota apés o consumo do substrato prebidtico, onde as amostras de
ambos os doadores foram agrupadas em torno do escore 0 apés 48 h. Essas diferencas na
composi¢do do inéculo fecal humano € vinculada a diversos fatores, com enfoque no tipo de
dieta, um dos principais determinantes da composicao da microbiota intestinal (TREFFLICH

et al., 2020).

Figure 5 - Escores (a) e respectivos loadings (b) de PC1 x PC2. Escores (c) e respectivos
loadings (d) de PC1 x PC3. Sistemas de coordenadas da avaliacdo do suco de laranja digerido

antes (0 h) e apds a fermentagdo (48 h) pela microbiota intestinal de dois doadores (A e B).
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Observa-se que, altas concentragdes de acetato, lactato, propionato, butirato e
isobutirato estavam diretamente correlacionadas com a abundania de B. adolescentis, B. dorei,
L. ruminis, B. xylanisolvens e C. ramosum nos sucos apés 48 h de fermentacdao. Dentre os
acidos, sabe-se que, lactato e acetado sdo produzidos a partir do metabolismo de
Bifidobacterium e Lactobacillus. Além disso, esses metabdlitos sdo produzidos durante a
fermentacdo de prebidticos e, como explicado previamente, podem ser usados como fonte de
energia para outros microrganismos (WANG et al., 2020a). No que diz respeito a
concentracdo de butirato, Bacteroides também sdo conhecidos como microrganismo
produtores de butirato (AMORIM et al., 2020), o que reflete diretamente na correlagdao
observada de B. dorei e B. xylanilsolvens com a concentracao de butirato na Figura 5B.

Diante do exposto, o crescimento significativo de B. adolescentis é um aspecto
importante relacionado ao estado sauddvel do hospedeiro, visto que algumas cepas podem
conferir um efeito positivo no alivio da obstipacdo e produzir dcido gama-aminobutirico, o
qual apresenta um potencial impacto em distirbios mentais como ansiedade e depressao
(DURANTI et al., 2020; WANG et al., 2017). Por outro lado, L. ruminis é reconhecido
devido ao seu destaque na microbiota intestinal em meio as bactérias 4dcido-lacticas (HOU et
al., 2020). Além disso, durante seu metabolismo, podem usar carboidratos como acticares
simples e oligossacarideos gragas a presenca de enzimas glicosil hidrolases presentes em seu
genoma (O’DONNELL et al., 2015).

Por outro lado, baixas concentracdes de sacarose, glucose, frutose, citrato,
ascorbato, dextrana e oligossacarideos foram correlacionados com baixas quantidades R.
faecis, P. copri, C. nexile, B. luti, F. prausnitzii e A. muciniphila ap6s 48 h de fermentacao
colonica. Os resultados sugerem que o consumo de agucares simples e carboidratos
potencialmente prebidticos ndo promoveram o crescimento dessas espécies. Algumas
espécies, como R. faecis, C. nexile e B. luti, pertencem a classe Clostridia e podem causar
efeitos prejudiciais ao organismo (GOMEZ et al., 2014). F. prausnitzii ¢ A. muciniphila sio
microrganismos potencialmente probidticos devido as propriedades benéficas associadas ao
tratamento de algumas doencas (SANDERS et al., 2019). Entretanto, o suco de laranja
contendo oligossacarideos e dextrana reduziu a abundancia dessas espécies, quando
identificadas no indculo fecal dos doadores. Estes resultados corroboram com um estudo
anterior onde o metabolismo dos oligossacarideos ndo favoreceu o crescimento de A.

muciniphila. No entanto, a maioria dos estudos indica o efeito oposto (OSE et al., 2018).
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Figura 6 - Heatmap representando as variacdes dos principais géneros e espécies apds a
fermentacdo de 48 h do suco de laranja digerido pela microbiota fecal de dois doadores (A e
B): cor vermelha mais intensa representa maiores variagdes positivas (aumento na abundancia
relativa entre 0 e 48 h); azul mais intenso as maiores variagdes negativas (reducdo na

abundancia relativa entre O e 48 h); e a auséncia de variacdo em branco.
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Além disso, os eixos PC1 e PC3 na Figura 5 revelaram a discriminacdo da
microbiota com base nos dois doadores. Antes da fermentacio fecal (0 h), PC1 destacou as
elevadas quantidades de R. faecis, P. copri, B. luti, e F. prausnitzii no suco digerido inoculado
com a amostra fecal do doador A, e altas concentragdes de C. nexile e A. muciniphila somados
a quantidades ligeiramente mais elevadas de sacarose, glicose, frutose, citrato, ascorbato,
dextrana e oligossacarideos na amostra do doador B. A variabilidade dos microrganismos e
dos compostos do suco digerido refletiu na variabilidade da composi¢cdo da microbiota e dos
metabdlitos apdés 48 h de fermentagdo, que foram posicionadas no eixo PC3: maiores

concentracdes de B. dorei e L. ruminis com altas quantidades de acetato e lactato na amostra
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fecal do doador A; a altas concentragdes de B. adolescentis e C. ramosum com elevadas
quantidades de propionato, detectados na amostra fecal do doador B.

Sabe-se que Lactobacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Prevotella,
Ruminococcus, e Streptococcus produzem acetato pela rota Wood-Ljungdahl e acetyl-CoA
pathways, o que confirma a correlagdo entre B. dorei, L. ruminis, e acetato (FENG; AO;
PENG, 2018). Por outro lado, embora Bifidobacterium esteja positivamente correlacionado
ao propionato, a produgao desse AGCC pode ter sido favorecida via cross-feeding e nao pela
via metabdlica direta. Portanto, os metabdlitos provenientes do metabolismo de
microrganismo do género Bifidobacterium, incluindo acetato e lactato, podem ser usados
como compostos intermedidrio para o crescimento de microrganismos produtores de
propionato (LI ez al., 2019).

Os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus compreendem varios microrganismos
reconhecidos como probidticos. Dito isso, um aumento significativo na abundincia desses
dois géneros € indicativo de uma microbiota sauddvel. Baseado nisso, as descobertas desse
estudo confirmam o efeito benéfico do suco de laranja contendo oligossacarideos e dextrana
na composi¢ao microbiana de amostras fecais humanas, evidenciando os beneficios potenciais
do consumo regular de sucos. Bifidobacterium apresentou elevada abundancia para ambos os
doadores, a medida que Lactobacillus dominou a microbiota do doador A e mostrou um
ligeiro aumento na microbiota do doador B.

Bifidobacterium adolescentis é considerada um membro essencial na microbiota
intestinal de adultos, sendo no presente trabalho, a espécie de Bifidobacterium com maior
abundancia na amostra fecal do doador B. Ainda nesse sentido, B. adolescentis apresentou a
maior abundancia relativa (41,73%) apés 48 h de fermentacdo do suco com carboidratos
potencialmente prebidticos. No entanto, essa espécie ndo foi identificada na microbiota do
doador A no final do processo fermentativo. Em contrapartida, a populacdo bacteriana da
amostra do doador A foi enriquecida no que diz respeito a espécie Lactobacillus ruminis,
seguindo comportamento semelhante a abundancia de B. adolescentis para o doador B.
Embora B. adolescentis nao tenha sido detectada na microbiota do doador A, outro membro
de Bifidobacterium foi encontrado (30.11%), porém nao foi possivel classificar, a nivel de
espécie com a, base de dados DADA 2. Sendo assim, outra base de dados, Greengenes, foi
utilizada e identificou a espécie Bifidobacterium galicum.

Na mesma perspectiva, foi observado um aumento do género Bacteroides em
ambas as amostras dos doadores. Esse fato pode ser justificado pela maior abundancia relativa

de Bacteroides xylanisolvens e Bacteroides dorei, espécies pertencentes ao género
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Bacteroides. Aliado a isso, B. xylanisolvens vem sendo estudado e considerado um probidtico
emergente (TAN; ZHAI; CHEN, 2019). B. dorei é uma das espécies de Bacteroides mais
abundantes na microbiota intestinal humana, e contribui fortemente na atenuacdo da
aterosclerose, enquanto B. xylanisolvens atua aliviando a esteatose hepdtica ndo alcoodlica
(QIAO et al., 2020). Além disso, a Figura 5D mostra que B. xylanisolvens e butirato estao
agrupados no escore 0, indicando uma correlacdo entre eles e sugerindo que Bacteroides sao
produtores de butirato. Desta forma, o enriquecimento da microbiota em termos destas
espécies pode ser interessante para a saide humana. O heatmap apresentado na Figura 6
permite a visualizacdo das alteracdes na composi¢cdo da microbiota para cada doador apds 48
h de fermentacdo colonica. Além de fornecer informagdes que esclarecem os agrupamentos
das microbiotas fecais com base na sua composicado antes e depois da fermentacdo do suco de
laranja. Conforme discutido anteriormente, os géneros com importancia probidtica, como
Bifidobacterium e Lactobacillus, aumentaram apds o cultivo in vitro da microbiota fecal para

ambos os doadores, enquanto outros géneros diminuiram.

3.4 Conclusao

Conclui-se que, o suco de laranja contendo oligossacarideos e dextrana promove
mudancgas positivas no ambiente intestinal, sendo assim considerado um alimento prebidtico
em potencial. O suco digerido melhorou a composi¢ao e diversidade da microbiota intestinal
em termos de Bifidobacterium e Lactobacillus, assim como de outros microrganismos
candidatos a probiotico e promotores de beneficios a saide, como Bacteroides xylanisolvens e
B. dorei. Além disso, oligossacarideos e dextrana foram quase totalmente consumidos pela
microbiota de ambos os doadores, levando a alta producdo de lactato e AGCCs. A producio
de dcidos metabdlicos foi mais rdpida para o doador B, com €nfase no acimulo de propionato.
Por fim, essas descobertas sugerem que o suco de laranja potencialmente prebidtico tem um

papel metabdlico essencial e pode influenciar na saide do hospedeiro.
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CAPITULO 4

4 EFEITOS BENEFICOS DE SUCO DE LARANJA POTENCIALMENTE
PREBIOTICOS NA BARREIRA EPITELIAL E NA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS A INFLAMACAO USANDO CELULAS INTESTINAIS
HUMANAS CACO-2/TC7

Resumo

A producio de sucos de frutas com potencial prebidtico, especialmente pela sintese
enzimdtica de carboidratos ndo digeriveis, € uma estratégia promissora para potencializar seus
beneficios a saide. Este estudo investigou o impacto de suco de laranja sem (SL) e com
oligossacarideos e dextrana (SLP), antes e apds digestdo in vitro (SLD e SLPD,
respectivamente) na viabilidade celular, resisténcia elétrica transepitelial (TEER) e expressao
de genes relacionadas a inflamacdo (IL-8, TNF-a, NF-kB e COX-2), do gene relacionado as
juncdes estreitas (ZO-1) e dos genes transportadores de glicose (GLUT-2, SLGT-1 e GLUT-
5), utilizando células intestinais humanas do tipo Caco-2/TC7. Essas células sio amplamente
utilizadas como modelos de barreira epitelial intestinal para avaliar o efeito de moléculas
bioldgicas. Antes de testar os efeitos nas células intestinais, a resisténcia dos oligossacarideos
e dextrana as condi¢des do trato gastrointestinal foi confirmada utilizando o protocolo de
digestao Infogest. Em seguida, as células intestinais foram incubadas com suco de laranja
(SL) e suco de laranja prebidtico (SLP) diluidos em meio de cultura nas concentracdes de 5 e
10% (v/v), e com sucos digeridos (SLD e SLPD) nas concentracdes de 1,25 e 2,5%. A
viabilidade celular foi avaliada por microscopia e pelo uso do kit de proliferacdo celular II
(XTT). Os niveis de RNAm dos genes alvo foram quantificados por RT-qPCR. O SLP
melhorou a viabilidade celular mesmo em altas concentracdes, e o SLPD aliviou as perdas
estruturais e o desprendimento celular em comparagdo ao SLD. Células incubadas com suco
contendo carboidratos prebidticos (SLP) apresentaram maiores valores de TEER do que
células tratadas somente com suco de laranja (SL). Além disso, o SLPD, principalmente na
concentracdo de 1,25%, reduziu a expressdo de todos os genes testados relacionados a
inflamagdo. SLPD a 1,25% nao afetou o nivel de RNAm de ZO-1, enquanto SLPD a 2,5%
aumentou a expressao do gene ZO-1. A SLPD ndo afetou significativamente a expressao de
genes relacionados ao transporte de agicar, mostrando apenas uma ligeira reducao no nivel de

RNAm de GLUT-2. Estas descobertas mostraram que o suco de laranja digerido e
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potencialmente prebidtico induz mudangas positivas na expressdo de genes relacionados a

barreira intestinal e a inflamacao, em células Caco-2/TC7.

Palavras-chave: Oligossacarideos; Dextrana; Inflamacdo; Integridade da barreira; Expressao

génica.

4.1 Introducao

O trato gastrointestinal (TGI) desempenha um papel crucial na saide humana
envolvendo a digestdo de alimentos, biotransformacdo, absor¢do de nutrientes € modulacao
imunoldgica (DIXIT etz al., 2023). O ecossistema intestinal possui uma barreira seletiva
construida por células epiteliais intestinais que separam o conteido luminal da circulagdo
(YANG et al., 2022). O ambiente é dotado de caracteristicas importantes para manter a
permeabilidade das células epiteliais e da homeostase do hospedeiro (CHEN et al., 2021).

O fluxo estrito e regulado entre o limen intestinal e os tecidos subjacentes é
conseguido gracas as juncdes intercelulares que conectam a barreira intestinal (TIAN et al.,
2022). A manutencdo da estrutura fisica e as propriedades da permeabilidade da barreira
intestinal estdo associadas em parte a expressdo de proteinas de juncdes estreitas,
especialmente da zonula de oclusdo (ZO-1), uma proteina estrutural critica para manutencao
da integridade da barreira intestinal (CHEN et al., 2021; LIAN et al., 2023).

A inflamacdo intestinal e o estresse oxidativo podem comprometer a funcdo da
barreira seletiva (TIAN et al., 2022). A desruptura da barreira epitelial intestinal promove
maior permeabilidade e transloca¢do de componentes dos microrganismos, desencadeando a
ativacdo de uma resposta imune desregulada e, consequentemente, levando a inflamacao
(LAURINDO et al., 2023). Fatores ambientais, incluindo o estilo de dieta, podem
comprometer a integridade da barreira intestinal, reduzir a viabilidade celular e desencadear a
inflamacdo (ERSHAD et al., 2021). Logo, uma dieta saudavel pode desempenhar um papel
importante na modulagdo das funcdes intestinais e consequentemente da inflamacgdo
(IGLESIAS et al., 2020).

Os prebidticos sao substratos utilizados seletivamente por microrganismos do
hospedeiro que conferem beneficios a saide (GIBSON et al., 2017). Sua ingestdo reduz a
constipacdo, evita a colite e melhora a microbiota intestinal (BAMIGBADE et al., 2022).

Além da melhoria do TGI, os prebidticos podem beneficiar o cardiometabolismo e a saide
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mental, prevenir cancer e melhorar o sistema imunolégico, entre outros (BAMIGBADE et al.,
2022; YADAV et al., 2022).

Galacto-oligossacarideos (GOS), fruto-oligossacarideos (FOS), oligossacarideos
do leite humano (HMOs), oligossacarideos pécticos e oligossacarideos de quitosana sdo os
prebidticos mais explorados. Sua importancia bioldgica estd principalmente relacionada ao
reforco e integridade da barreira intestinal e fun¢do das juncdes estreitas (WANG et al.,
2020c; ZHU et al., 2022; LIAN et al., 2023).

Estudos acerca do efeito de compostos prebidticos na satide humana, isolados ou
incorporados em matrizes alimentares de base lactea vem sendo realizados (WANG et al.,
2020c; TIAN et al., 2022; WU et al., 2022). Porém, a falta de pesquisas sobre alimentos
prebidticos de base vegetal e seu impacto na saiide tem incentivado o desenvolvimento de
sucos de frutas contendo oligossacarideos e dextrana, pela acdo da enzima dextrana-sacarase
(E.C.2.4.1.5) (LEITE et al., 2021; DO NASCIMENTO et al., 2022).

Modelos in vitro tém sido propostos para avaliar as funcionalidades dos
prebidticos. A simulag@o da digestdo de alimentos vem sendo usada para avaliar o impacto da
estrutura € a composi¢do dos alimentos digeridos na saide humana (BRODKORB et al.,
2019). Por outro lado, os modelos de células Caco-2 sdo comumente usados para simular a
barreira epitelial intestinal e avaliar o papel bioldgico de medicamentos, suplementos e
alimentos, por exemplo, interacdo, captacdo e transporte celular (LEA, 2015). Além disso, as
células Caco-2 expressam diversos marcadores enzimdticos, de sistemas de transporte de
células epiteliais primdrias, bem como citocinas e genes inflamatérios envolvidos em
processos bioldgicos, respostas inflamatérias e metabolismo de acgucares (LEA, 2015;
MILARD et al., 2019; ZHENG et al., 2022).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos bioldgicos de suco de
laranja ndo digerido e digerido contendo oligossacarideos e dextrana na viabilidade celular,
resisténcia transepitelial e expressdo de genes relacionados a inflamagdo, metabolismo de

acucares e fun¢do da barreira intestinal na linha celular Caco-2/TC7.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Preparo do suco de laranja

O suco de laranja foi obtido a partir da dilui¢do do suco de laranja concentrado

(LANJAL®) adquirido no mercado local (Fortaleza, CE, Brasil). Para produzir o suco de
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laranja potencialmente prebidtico, os oligossacarideos e a dextrana foram sintetizados
diretamente no suco pelo mecanismo de reacdo do aceptor catalisada pela enzima dextrana-
sacarase (E.C.2.4.1.5). A enzima foi produzida pelo processo fermentativo da bactéria
Leuconostoc mesenderoides B512 F (FONTES et al., 2015; LEITE et al., 2022).

Antes da sintese, a concentragdo de agucares foi ajustada para 75 g/L de sacarose
e 75 g/LL de agucares redutores (glicose e frutose em propor¢des equimolares) para obter uma
alta producdo de oligossacarideos, e o pH foi ajustado para 5,2. A sintese foi realizada no
volume reacional de 2000 mL com 1 Ul/mL de dextrana-sacarase em um reator batelada
agitado mecanicamente a 25 °C, 250 rpm de agita¢do por 6 h. Por fim, para inativar a enzima,
o pH foi reduzido para 4,2 (LEITE et al., 2022).

O suco de laranja contendo oligossacarideos e dextrana foi diluido em suco de
laranja para atingir a concentragdo entre 1,5 a 30 g/dia, o limite didrio de ingestdo de
prebidticos proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdaria (ANVISA), considerando

uma por¢do de 250 mL de suco.

4.2.2 Digestdo in vitro

A simulagdo da digestdo gastrointestinal seguiu o protocolo Infogest, que envolve
trés fases digestivas: oral, géstrica e intestinal (BRODKORB et al., 2019). A digestdo in vitro
foi realizada em um reator batelada agitado a 37 °C e 90 rpm de agita¢do, com volume final
de 1000 mL.

Antes da realizacdo dos experimentos, as solugdes estoques para cada fase foram
preparadas de modo a simular fluido salivar (SFS), fluido gastrico (SFG) e fluido intestinal
(SFI). Mesmo em alimentos liquidos como suco, € indicado a simulacdo da fase oral para
garantir uma diluicdo consistente. Assim, na fase oral, o suco foi diluido em SFS 1:1 (p/v),
sem adicdo de amilase salivar e incubado por 2 min. A fase géstrica foi caracterizada pela
mistura (1:1) do bolo oral com SFG e 2000 U/mL de pepsina (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA). A incubacio foi realizada a pH 3,0 por 2 h sob agitacao.

Por fim, na fase intestinal o quimo gastrico foi diluido em SFI 1:1 (v/v), 200
mg/mL de bile e 133,3 mg/mL de pancreatina (Sigma Aldrich). O pH da mistura foi ajustado
para 7,0 e o processo foi realizado a 37 °C por mais 2 h sob agitacdo de 90 rpm. Os
experimentos foram realizados com 125 mL de suco e, ao final de cada fase, obteve-se 250,

500 e 1000 mL, respectivamente.
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Amostras foram coletadas em 0, 2 e 4 h de digestdio para quantificar
oligossacarideos, dextrana e agicares simples, conforme descrito na se¢do 4.2.3.

Os sucos nao digerido e digerido foram codificados conforme descrito a seguir:

SL - Suco de laranja, sem oligossacarideos/dextrana e ndo digerido;

SLP - Suco de laranja potencialmente prebidtico, com oligossacarideos/dextrana e
nao digerido;

SLD - Suco de laranja, sem oligossacarideos/dextrana apds digestdo in vitro;

SLPD - Suco de laranja potencialmente prebidtico, com oligossacarideos/dextrana

apos digestao in vitro.

4.2.3 Anadlise de carboidratos

4.2.3.1 Oligossacarideos e dextrana

Para quantificar oligossacarideos e dextrana, foi realizada uma etapa inicial
adicionando 3 volumes de etanol 96% (v/v) aos sucos ndo digeridos e digeridos. Assim, a
dextrana foi precipitada e o sobrenadante foi recuperado para quantificagdo de
oligossacarideos e agucares simples. Posteriormente, o sobrenadante foi diluido em &4gua
ultrapura (Sistema Milli-Q, Millipore®) e filtrado com o auxilio de membrana de acetato de
celulose com 0,45 um (Millipore®).

Por sua vez, o pellet de dextrana (precipitado) foi ressuspenso em dgua destilada e
quantificado seguindo a metodologia fenol-sulfurico descrita por Dubois et al. (1956). A
concentracdo de oligossacarideos foi calculada por balanco de massa conforme descrito por

Rabelo et al. (2006).

4.2.3.2 Acticares simples

Sacarose, glicose e frutose foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em sistema Infinity 1260 (Agilent®). Uma coluna BIORAD HPX-87C
(300x7,8 mm) foi usada para separar as substincias a 80 °C. Agua ultrapura foi utilizada
como fase mével a 0,5 mL/min. Os agucares simples foram detectados por detector de indice

de refracdo (IR) a 35 °C (LEITE et al., 2022).
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4.2.4 Preparo da amostra

Os sucos foram avaliados em diferentes concentracdes, variando de 1,25 a 15%.
As concentragdes foram selecionadas a partir de estudos ja publicados na literatura sobre o
efeito dos sucos citricos nas células (XU et al., 2003; ISLAM et al., 2016).

Primeiramente, os sucos ndo digeridos foram diluidos a 15% em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), com GlutaMAX e 4,5 g/l de glicose, sem piruvato
(Gibco 61965-026), adicionado de 1% (v/v) de antibiéticos (10.000 UI/mL de penicilina e
10.000 pg/mL de estreptomicina) e 1% (v/v) de aminodcidos ndo essenciais (100X), sem
adi¢do soro fetal bovino. Os sucos diluidos foram submetidos a centrifugagdo a 3000 rpm/15
min/16 °C. O sobrenadante foi recuperado e foram realizadas diluicOes seriadas para obter
concentracdes de suco de 10, 8,7, 5,2,5¢ 1,25%.

Com o objetivo de inativar os sais biliares e as enzimas digestivas, foi realizado
um pré-tratamento com 4cido cloridrico (HCl) nos sucos digeridos. O pH dos sucos foi
reduzido até 2,0 - 2,5. Em seguida, o procedimento realizado foi o mesmo descrito para o
suco ndo digerido, com uma etapa adicional de filtracdo do sobrenadante (0,20 um). O meio
DMEM contém HEPES 25 mM que mantém o pH neutro mesmo apds o pré-tratamento acido,

ideal para cultura de células.

4.2.5 Cultura de células

Células Caco-2/TC7 foram cultivadas a 37 °C e atmosfera contendo 10% de CO,
em meio DMEM, com GlutaMAX e 4,5 g/LL de glicose, sem piruvato (Gibco 61965-026). O
meio foi suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (SBF), 1% (v/v) de antibidticos
(10.000 UI/mL de penicilina e 10.000 pg/mL de estreptomicina) e 1% (v/v) de aminodcidos
ndo essenciais (100X). O meio foi trocado a cada dois ou trés dias. Uma vez por semana, as
células foram tripsinizadas com tripsina-EDTA 0,25% (1X) e semeadas a uma densidade de
1,5x 10° células em frascos de cultura celular T75.

Todas as culturas foram realizadas a 37 °C e atmosfera de 10% de CO; durante 48
h. Para microscopia, as células foram semeadas com 10° células por poco (1,9 cm?) em placas
de 24 pocos. Ap6s 48 h, o meio foi removido e as células foram lavadas com meio completo,
sem adi¢do de soro. Em seguida, o meio foi retirado e foram adicionados 500 puL dos sucos
diluidos. A preparacdo da amostra serd explicada mais detalhadamente na Secdo 4.2.5. As

células Caco-2/TC7 foram incubadas com os sucos durante 24 h.
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Para a viabilidade celular (Sec¢ao 4.2.7), as células foram semeadas a 1,6 x 10*
células/poco (0,32 cm?) em placas de 96 pocos. Conforme descrito para andlise microscépica,
as células foram lavadas com meio completo isento de soro e depois incubadas com 100 puL
de sucos diluidos por 24 h.

Por fim, para avaliar a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) e a expressdo
génica, as células foram semeadas a uma densidade de 0,6 x 10° células por insertos de filtro
Transwell (drea de 1,1 cm” e tamanho de poro de 0,04 pm) em placas de 12 pocos. As células
foram cultivadas em meio DMEM suplementado durante 21 dias para atingir a diferenciacdo
completa. Na primeira semana, utilizou-se o meio completo em ambos os compartimentos,
apical e basolateral. Em seguida, as células foram incubadas com meio DMEM completo no
compartimento basolateral, e meio completo isento de soro no compartimento apical para
diferenciacdo. Antes de adicionar os sucos de laranja, as células foram incubadas com meio
completo isento de soro durante a noite.

No dia do procedimento, o compartimento basolateral foi preenchido com 1 mL
de meio completo isento de soro, e 500 uL de sucos diluidos foram adicionados ao filtro

Transwell (apical) durante 6 e 24 h de incubag@o.

4.2.6 Microscopia

Todas as imagens foram capturadas utilizando-se microscopio invertido Primovert
(ZeissTM) com resolugdo de 100x. As imagens foram obtidas das células incubadas com
sucos nao digeridos a 1,25 - 10%, sucos digeridos a 1,25 - 5%, meio completo sem soro,

como controle positivo, e 1% (v/v) de triton 100X, como controle negativo.

4.2.7 Viabilidade celular

A viabilidade das células Caco-2/TC7 foi medida utilizando o kit de proliferacdo
celular II (XTT) de acordo com o protocolo do fabricante (Roche, Sigma Aldrich, Cat. N°.
11465015001). O teste baseia-se na conversido de sais de tetrazélio XTT em corante formazan
(laranja) por enzimas mitocondriais presentes em células metabolicamente ativas.

Ap6s incubagdo com 100 pL do suco por 24 h, 50 uL da mistura de marcacao
XTT, contendo reagente de marcacdo XTT e reagente de acoplamento de elétrons, foram
adicionados a cada poco em banho de gelo (concentragdo final de XTT 0,3 mg/mL/pogo). A

absorbancia foi medida nos comprimentos de onda de 490 nm e 690 nm (490 - 690 nm)
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utilizando leitor de placas (espectrofotometro Tecan spark) nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120
min.

Com base nos resultados de microscopia e viabilidade celular, escolheu-se a maior
concentracdo de suco que ndo causou perda de adesdo celular nem afetou a viabilidade
celular. Além disso, decidiu-se avaliar uma concentragdo intermedidria de suco que ndo

suprimisse o efeito bioldgico do suco nas células Caco-2.

4.2.8 Resisténcia elétrica transepitelial (TEER)

A integridade da monocamada Caco-2/TC7 foi avaliada medindo a TEER com o
auxilio de um voltimetro Millicell-ERS (Millipore) com eletrodo duplo. Os eletrodos foram
colocados nos dois compartimentos de cada inserto Transwell. A medi¢do da TEER foi feita
imediatamente apds a adicdo do suco no compartimento superior do inserto, apds 6 h e 24 h
de incubacdo. Este sistema ajuda a avaliar a integridade e a confluéncia da monocamada
celular.

Para observar um efeito mais pronunciado dos compostos do suco, optou-se por
testar a concentracdo mais alta, que ndo causasse danos celulares, assim como um valor
intermedidrio. Para sucos nao digeridos: 5 e 10% de suco, e para sucos digeridos: 1,25 e

2,5%.

4.2.9 Extracdo de RNA e PCR quantitativo (qPCR)

Apés 6 h e 24 h de incubacdo com os sucos, as células foram recuperadas
utilizando-se o reagente TRIzol para extracio de RNA. A concentracdo de RNA foi medida
com NanoDrop One (Thermo Scientific), e amostras de RNA com propor¢ao A260/280 entre
1,7 e 2,1 foram consideradas de boa qualidade. Um micrograma de RNA foi utilizado para
Transcri¢do Reversa (TR) utilizando o kit de reagentes PrimeScript RT (Takara Bio Inc.). A
PCR em tempo real foi realizada com o reagente TB Green Premix Ex Taq (2X) (Tli RNaseH
Plus) utilizando um Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha).

A expressdo génica foi avaliada com os primers apresentados na Tabela 1. A
proteina de ligacdo TATA (TBP) foi usada como gene para normalizar a expressdao génica em

cada amostra.
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Tabela 1 - Primers utilizados na rea¢dao em cadeia da polimerase (PCR)

Genes Forward (Senso) Reverse (Antisenso)

IL-8 TTCTGCAGCTCTGTGTGAAG ACAGAGCTCTCTTCCATCAG
TNF-0 AGCCCATGTTGTAGCAAACC GAGGTACAGGCCCTCTGATG
NF-kB-1 GCACCTAGCTGCCAAAGAAG CATGGCAGGCTATTGCTCATC
COX-2 CTGCGCCTTTTCAAGGATGG TCCTGCCCCACAGCAAAC
70-1 TAAGCCTCCTGCACACATTG GGATGGGTTCATAGCGTTTC
GLUT-2 GAGTTGGCGCTGTAAACATGG CAGGTCCAATTGCTGAATGC
SGLT-1 AGGAGCGTATTGACCTGGAT CTCTAGCCCACAAAATAGGT
GLUT-5 GTCCATGTTTCCATTTGGAG GTTGGAAGATACACCTGCAC

TBP AGACCATTGCACTTCGTGCC CCTGTGCACACCATTTTCCC
Fonte: elaborada pela autora (2024).

4.2.10 Anadlise estatistica

Os experimentos foram realizados em replicata e as andlises foram feitas em
triplicata. Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo da média (n = 6), e
submetidos ao teste one-way ANOVA, seguida do teste de Tukey, com nivel de significancia

de 5% (p < 0,05) utilizando o software Statistica 14.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Agucares simples, oligossacarideos e dextrana em sucos de laranja

Os actcares, oligossacarideos e dextrana identificados nos sucos de laranja e
sucos de laranja potencialmente prebidticos sdo apresentados na Tabela 2. Apenas sacarose,
glicose e frutose foram identificadas e quantificadas no suco de laranja, que apds digestao in
vitro, apresentaram concentragdes de 26,69; 23,50; 19,61 g/L, respectivamente.

Oligossacarideos e dextrana também foram monitorados durante a simula¢do da
digestao dos sucos sintetizados pela dextrana-sacarase. O SLP apresentava 29,59 g/L. de
oligossacarideos e 14,57 g/LL de dextrana, concentracdes essas consideradas adequadas para
promoverem efeitos benéficos, por ndo excederem os 30 g/L de prebidticos recomendados por
dia. Além disso, os oligossacarideos apresentaram 10 graus de polimerizacdo (GP),

quantidade necessdria para proporcionar efeitos prebidticos (LEITE et al., 2022).
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Tabela 2 - Concentracdo (g/L) de acgucares simples, oligossacarideos e dextrana (DXT) de
suco de laranja (SL) e suco de laranja potencialmente prebidtico (SLP) antes e apds digestao

in vitro (SLD e SLPD), respectivamente

Sacarose Glicose Frutose Oligo DXT
SL 30,74 £ 021" 28,46 +0,25" 24,03 +0,33" 0,00 0,00
SLD 26,69 +0,30° 23,50 £0,22¢ 19,61 +0,49° 0,00 0,00
SLP 24,82 £0,14° 24,46 +0,28° 34,55 +0,35" 29,59 +0,75* 14,57 +0,46°
SLPD 22,46 £0,36° 30,59 +£0,03* 24,94 +0,59" 28,01 £0,65* 12,96 +0,16°

*Médias na coluna com mesma letra sobrescrita ndo sio significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: elaborada pela autora (2024).

Conforme esperado, os oligossacarideos apresentaram resisténcia as condicdes do
TGI, como acidez, atividade enzimadtica e presenca de sais biliares. Embora ndo tenham sido
observadas alteragdes significativas nos oligossacarideos durante a simulacdo da digestdo, foi
observada uma ligeira diminui¢do na concentracdo de dextrana. No SLPD, as concentragdes
foram mantidas em 28,01 e 12,96 g/L, respectivamente, devido principalmente a estrutura
molecular formada por ligagdes glicosidicas a-1,6 produzidas pela dextrana-sacarase durante
a sintese enzimatica (DA SILVA er al., 2014; KOTHARI et al., 2014; KOTHARI et al.,
2014; KOTHARI et al., 2015). No SLP e no SLPD, houve apenas uma ligeira redu¢cdo na
concentracdo de sacarose e frutose, com um rdpido aumento na concentracdo de glicose,
associado a uma ligeira hidrdlise de oligossacarideos e dextrana. Desse modo, a avaliacdo da
composicdo apds a digestdo € importante, pois permite conhecer os compostos disponiveis

para metabolismo no TGI do hospedeiro.

4.3.2 Microscopia

As andlises de microscopia permitiram avaliar a morfologia e integridade das
monocamadas de células Caco-2/TC7. A Figura 1 mostra o efeito dos sucos digeridos e nao
digeridos com e sem oligossacarideos e dextrana na saude das células Caco-2/TC7. Os sucos
ndo digeridos (SL e SLP) ndo promoveram danos celulares em nenhuma condicdo avaliada.
As células incubadas com SL 5% apresentaram morfologia e distribui¢do semelhantes as
células controle, enquanto o SL 10% estimulou a multiplicagd@o celular, levando a um arranjo

celular mais compacto.
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Figura 1 - Morfologia da linhagem celular Caco-2/TC7 incubadas com suco de laranja (SL) e

suco de laranja potencialmente prebiético (SLP) antes e depois da digestdao (SLD e SLPD)

Controle -DMEM Controle — triton 1%

SL 5% | SLP 5%

SL10% ©  SLP10%

SLPD 1,25%

SLPD 2,5%

Fonte: elaborada pela autora (2024).
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Sucos de laranja contendo dextrana e oligossacarideos demonstram ter favorecido
a proliferacdo celular. Os carboidratos potencialmente prebidticos presentes no suco foram
utilizados como fonte de energia pelas células Caco-2/TC7. Além disso, SLP 5 e 10% nao
apresentaram potencial citotoxico conforme confirmado posteriormente (Secdo 4.3.3). As
células cultivadas com SLP 10% apresentaram regides mais escuras que representam muitas
células nesta drea. Como as Caco-2/TC7 sao células aderentes, quando estimuladas crescem e
aglomeram-se em algumas regides, onde € dificil visualizar a borda limite das células.

Figura 1 também representa a morfologia de células Caco-2/TC7 tratadas com
SLD e SLPD 1,25 e 2,5%. Ambos os sucos na concentracdo de 1,25% preservaram a
configuragdo celular semelhante ao controle DMEM, com células uniformemente distribuidas
e firmemente aderentes. Pode-se observar a presencga de espacos vazios nos tratamentos SLD
2,5% e SLPD 2,5%, indicando perda de adesdo celular. Os danos as células epiteliais
intestinais foram mais pronunciados nos experimentos realizados com SLD 2,5%. Nessas
condicdes, houve notdvel ocorréncia de descolamento celular, prejudicando a estrutura da
barreira intestinal. Como a digestao in vitro ndo promoveu grandes alteragdes na concentragao
de acucares, oligossacarideos e dextrana, e os sucos ndo digeridos nido causaram danos
celulares mesmo na concentracdo de 10%, esse comportamento pode estar associado a
presenca de enzimas nao inativadas e sais biliares provenientes do processo digestivo.

Por outro lado, o SLPD 2,5% apresentou efeito protetor contra as possiveis
alteragdes causadas pelas enzimas digestivas, levando a menor formagdo de dreas vazias.
Assim, estes resultados destacam o papel bioldgico dos oligossacarideos e da dextrana na

preservagdo da saude intestinal.

4.3.3 Teste de viabilidade XTT

Inicialmente, foi realizado o teste XTT para determinar a concentracdo de suco
adequada para atingir a alta viabilidade celular sem perda das propriedades funcionais dos
sucos devido a dilui¢do excessiva. A Figura 2 mostra o percentual de viabilidade de células
Caco-2/TC7 tratadas com suco de laranja sem e com oligossacarideos e dextrana, antes e apds
a simulagdo da digestdo em diferentes concentracdes em comparacdo ao controle, que

corresponde a 100% (DMEM sem soro).
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Figura 2 - Viabilidade celular pelo método colorimétrico XTT

Em Controles SL SLP SLD mm SLPD

150 -

100 =) pag+:ocvreree B R R LRI o el e B R R T R T
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3
1

Concentragido de suco (%)

Fonte: elaborada pela autora (2024).

Células Caco-2/TC7 incubadas com SL apresentaram menor viabilidade em
relacdo ao SLP, principalmente em concentracdes superiores a 7%. A incubacdo com SLP
resultou em viabilidade celular de 103 £ 2%, mesmo na concentragdo de suco de 15%. No
entanto, as células expostas a 10 e 15% de suco de laranja atingiram viabilidade de 95 + 9 e
76 £ 3%, respectivamente. Devido a perda da viabilidade a 15% de suco de laranja,
experimentos com células Caco2/TC7 diferenciadas foram realizados na concentracdo
maxima de 10% de suco ndo digerido. Adicionalmente, o SL e o SLP a 5% também foram
testados em células diferenciadas, mantendo a viabilidade celular em 106 + 3 e 110 * 3%,
respectivamente.

Corroborando com as imagens de microscopia, o suco digerido em altas
concentracdes causou danos celulares e, portanto, menor viabilidade celular. A inativacdo
incompleta da mistura digestiva (enzimas, sais e bile) pode ter promovido citotoxicidade e
perda de viabilidade mesmo na concentracdo de suco de 1,25%. A exposicao de células Caco-
2 a 5% de SLD e SLPD levou a uma diminuicdo de 56,11 e 52,75% da viabilidade,
respectivamente. J4 a viabilidade celular foi de 87,67% para SLD 1,25% e 90,69% para SLPD
1,25%. Embora os sucos digeridos a 2,5% tenham proporcionado uma redugdo de até 25% na
viabilidade, os experimentos subsequentes foram conduzidos com SLD e SLPD até a

concentracdo de 2,5%.
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Assim, estes resultados refor¢cam a contribuicdo do suco de laranja potencialmente
prebidtico na manutencdo e melhoria da viabilidade celular, especialmente quando se

compara SL e SLP.

4.3.4 Resisténcia elétrica transepitelial (TEER)

O efeito de diferentes sucos na integridade da monocamada de células Caco-
2/TC7 diferenciada foi medido por TEER. A Figura 3 (A-B) mostra uma maior diminui¢io da
TEER em células incubadas com 5% de sucos ndo digeridos (SL e SLP) do que com 10% dos
respectivos sucos. A maior perda de integridade da monocamada ocorreu em 6 h de

incubacdo, com leve recuperacio para alguns tratamentos em 24 h.

Figura 3 - Resisténcia elétrica transepitelial de células epiteliais intestinais Caco2/TC7
incubadas com 5 e 10% de sucos ndo digeridos (SL e SLP) e 1,25 e 2,5% de sucos digeridos
(SLD e SLPD) durante 6 € 24 h
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Fonte: elaborada pela autora (2024).



86

Células Caco-2 expostas a 10% de suco de laranja apresentaram 84% de
resisténcia em relagdo ao controle de 100%. Enquanto isso, 10% do SLP minimizou as perdas
de TEER causadas pelo SL, mantendo a TEER de 92% apds 24 h. O efeito potencial do suco
de laranja contendo oligossacarideos e dextrana (SLP e SLPD) pode ser notavelmente
observado comparando os resultados obtidos por SL e SLD, conforme mostrado na Figura 3
(A-C).

A exposicdo de células Caco-2 a sucos nao digeridos (SLD 2,5%) resultou em
uma diminui¢do de cerca de 50% da TEER em 24 h, indicando uma perda da integridade da
barreira. Por outro lado, 2,5% de SLPD nao afetou a resisténcia da monocamada celular.

Lian et al. (2023) mostraram que os oligossacarideos ndo digeriveis podem
reforcar a integridade epitelial intestinal, verificado por um aumento nos valores da TEER em
um modelo de cocultura Caco-2/HT-29. Em conformidade, Pham et al. (2021) propuseram
que FOS e xilo-oligossacarideos (XOS), oligossacarideos ndo digeriveis assim como o0s
oligossacarideos presentes no suco avaliado nesse estudo, poderiam ser utilizados como
estratégias preventivas ou curativas contra inflamacgdes locais e sistémicas. Portanto, sugere-
se que o refor¢o da integridade epitelial intestinal seja promovido por oligossacarideos nao
digeriveis presentes nos sucos. Um estudo mais aprofundado sobre mecanismos de ac¢do €
necessario para esclarecer este ponto. Os efeitos observados podem ser mediados pela
interacdo direta com receptores de células epiteliais, como os receptores Toll-Like, através da
estimulagdo da sinaliza¢do de cdlcio intracelular, inibicdo da proteina quinase ativada por
mitégeno e induzida por patégenos (MAPK) e hipersensibilidade do fator nuclear pro-

inflamatoério kappa B (NF-«B) (LIAN et al., 2023).

4.3.5 Expressao génica

O epitélio intestinal atua como uma barreira fisica contra os xenobidticos,
desempenhando um papel importante no sistema imunoldgico em resposta a estimulos
externos. Para determinar como as mudangas na barreira epitelial estavam relacionadas a
exposi¢do ao suco de laranja potencialmente prebidtico, foi avaliada a expressdo de genes
relacionados a inflamagdo, jungdes apertadas e outros. A Figura 4 mostra a expressao de
genes relacionados a inflamacao em células Caco-2/TC7 incubadas com SLD e SLPD durante

6¢e24h.
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Figura 4 - Expressdo relativa dos genes IL-8, TNF-a, NF-kB-1 e PTGS-2 normalizada para
TBP em suco de laranja (SLD) e suco de laranja potencialmente prebidtico e apds digestao in

vitro (SLPD)

A mC 1,25% m 25% B mC 1,25% m 25%
2250+ a 500-
a
1875 o
% o 400-
= 2@ 1500+ Eg
a =) o] B ab ab
T = LII_ = 3004
= § 11257 b b = b
% © :: O 2001 b b
o o
o é 750 b > é\o/ b b b
£ b b o
375_ b b b E 100-“ ..... N e X e BE TR RS
oM . |i """ . .i— 0 i i i i
® S © vy L @ g Q 9 Q
& & & & & & & N & &%
(&) L 1L ] c° L | L J
6h 24h 6h 24h
C mC 1,25% m 25% D mC 1,25% m 25%
250+ 150~
a
o [
m a
0 2001 ab - a
t —_ ~ ’Q_J\ a a
FI 9 bc C}I B 1004 - SERRIERMIEMILLEMEERD SRS SEERIALRRLISY
e g 1504 8 E a a a
0 g c c ¢ c c N = & a
Z O 1004 Bl BB N . 2 \C.: 50
o o 9
I z<
o 50 o
£ £
0 : T T T 0- T T N N
& o O < Q
S R vy K &° & N Y of
& [ ) ® L 1L ]
4 L 1L 1
6h 24h 6h 24h

"Médias no gréfico com a mesma letra sobrescrita ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: elaborada pela autora (2024).

A Interleucina-8 (IL-8) € uma citocina pro-inflamatoria sintetizada por células
intestinais como Caco-2/TC7. A expressdo do gene IL-8 ja foi detectada em 6 h,
principalmente para SLD 2,5% (Figura 4A). De modo geral, os sucos na concentracdo de
2,5% induziram maior expressio de IL-8. Comparando SLD e SLPD, os compostos
potencialmente prebidticos presentes nos sucos reduziram o nivel de RNAm de IL-8,
indicando um efeito protetor dos oligossacarideos e da dextrana.

Um estudo empregando oligossacarideos, particularmente oligossacarideos do
leite humano, revelou uma diminuicdo na concentracdo de IL-8 no soro e no ileo de
camundongos alimentados com HMOs, indicando que os oligossacarideos poderiam afetar a

secrecao dessa citocina pré-inflamatéria (WANG et al., 2020c).
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Além disso, o gene IL-8 foi mais expresso ao longo do tempo para SLD 2,5%,
com valores 6,7 e 18,4 vezes maiores que o controle em 6 e 24 h, respectivamente. Enquanto
isso, a maior expressdo génica de IL-8 para SLPD a 1,25 e 2,5% foi obtida em 6 h de
incubagdo, com valores 1,4 e 2,5 vezes maiores que o controle, respectivamente.

Os sucos ndo digeridos ndo induziram grande alteracdo no nivel de transcritos de
IL-8, apresentando valores inferiores ao controle em 24 h (Dados nao apresentados). Assim,
outros estimulos como a presenca de enzimas digestivas ndo inativadas e bile podem ter
promovido a inflamacdo e contribuido para a maior expressao génica de IL-8 para sucos
digeridos.

Em relagdo a resposta inflamatdria, alguns oligossacarideos ndo digeriveis, como
os HMOs, sdo capazes de inibir a fosforilacio de ERK1/2 e a fosforilacio da MAP quinase
P38 em células Caco-2Bbe, bem como melhorar a expressdao da citocina IL-8 (WU et al.,
2022). As citocinas inflamatdrias poderiam ativar a via ERK1/2, que quando inibida atua
quebrando o ciclo de inflamacdo e permeabilizacdo intestinal (IGLESIAS et al., 2020).
Assim, o menor nivel de RNAm de IL-8 em Caco-2/TC7 incubado com SLPD poderia evitar
a ativagdo da sinalizacdo ERK1/2, indicando um potencial papel protetor de oligossacarideos
e dextrana contra a inflamacao.

A expressao de IL-8 pode ser induzida pelo TNF-a, um mediador pré-inflamatério
capaz de modificar a estrutura e a funcdo do epitélio intestinal, promovendo alguma lesdao
celular epitelial, apoptose e doencas intestinais (O'HARA et al. al., 2009; QAZI et al., 2011;
IGLESIAS et al., 2020; O'HARA et al., 2020). A Figura 5 mostra comportamento similar na
expressdo de ambos os genes, sugerindo que o TNF-a estimulou a expressdo de IL-8. Além
disso, IL-8 e TNF-a foram os Unicos genes marcadamente expressos em 6 h de incubagdo,
mostrando que estes genes poderiam ter induzido a transcricdio dos demais genes
identificados.

A expressio de RNAm do TNF-a foi mais importante nas células Caco-2/TC7
incubadas com 2,5% de SLD, aumentando de 240% em 6 h para 440% com 24 h de
incubacdo. Por outro lado, SLPD reduziu a expressdao de TNF-a comparado ao SLD, com
expressao relativa de 161% em 6 h e 119% em 24 h para o SLPD (concentracdo de suco de
2,5%). Além disso, os sucos na concentracao de 1,25% apresentaram o mesmo perfil, porém
com menores valores de expressdao génica. Um estudo utilizando células IPEC-J2 inflamadas
com lipopolissacarideos (LPS) mostrou que os galacto-oligossacarideos tiveram um efeito

supressor na secre¢do de IL-8 e TNF-a. Estes resultados evidenciaram o efeito positivo dos
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carboidratos ndo digeriveis, que atenuam a resposta inflamatéria e consequentemente
melhoram a integridade e a fun¢do da barreira intestinal (TIAN et al., 2022).

TNF-a promove a ativagdo das vias de sinalizagdo ERK1/2 e do fator nuclear
kappa B (NF-«xB), que estdo envolvidas na inflamagdo e regulagdo da estrutura e fungdo da
TJ. As vias NF-kB e ERK1/2 induzem a transcricdo da quinase de cadeia leve da miosina
(MLCK), que fosforila a cadeia leve da miosina (MLC) causando a abertura da TJ
(IGLESIAS et al., 2020). Nesse sentido, os valores reduzidos da expressdao génica do TNF-a
para SLPD evidenciam o efeito positivo dos oligossacarideos ndo digeriveis e da dextrana no
progresso da inflamacdo e na funcdo da barreira demonstrados neste estudo pela expressdo
génica de IL-8, NF-kB e ZO-1.

O fator de transcricdo NF-kB desempenha um papel na modulagdo de muitos
processos bioldgicos, como resposta imune e doencas inflamatérias (SONNIER et al., 2010;
ZHENG et al., 2022). O gene NF-kB foi notavelmente expresso apenas apds 24 h, em
concordancia com a maior expressdo de mRNA de TNF-a e IL-8. Sabe-se que o fator de
transcricdo NF-kB pode estar envolvido na regulacdo da expressdo de IL-8 (PARLESAK et
al., 2004). Além disso, o NF-kB pode ser ativado por diversos estimulos vitais, como
citocinas pro-inflamatdrias, produtos de lise celular e estresses fisiologicos (LAURINDO et
al., 2023), que foi mais pronunciado em células incubadas com SLD.

Além disso, a Figura 4C mostra que o SLPD regulou negativamente a expressao
de NF-«B em células Caco-2/TC7 em comparagdo com o SLD. Na concentragdo de suco de
1,25%, o nivel de RNAm foi 160 e 100% para SLD e SLPD, respectivamente. Para sucos na
concentracao de 2,5%, a expressdo de NF-kB foi de 204% em células incubadas com SLD e
138% quando incubadas com SLPD. Neste sentido, estes resultados revelaram que os sucos
contendo compostos potencialmente prebidticos podem inibir, pelo menos em parte, a via de
sinalizacdo NF-«B.

A inibi¢do da via de sinalizagdo NF-xB pode promover beneficio a satde do
hospedeiro, pois algumas doencas inflamatérias t€ém sido associadas a superprodugdo de
citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 pelas vias NF-xB (ZHENG et al.,
2022). Curiosamente, um estudo recente utilizando galacto-oligossacarideos demonstrou que
estas moléculas regulam a sinaliza¢do de NF-«B, aliviando a inflamacdo intestinal e o estresse
oxidativo através de sua interacdo direta com o epitélio intestinal (TIAN et al., 2022). Além
disso, outros carboidratos ndo digeriveis, como os oligossacarideos pécticos de maca, podem
afetar a via NF-«B, modulando atividades inflamatdrias, como o nivel dos genes TNF-a e IL-

6 (TAN et al., 2018).
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O fator de transcricdo NF-kB ¢ importante na indugdo da expressdo de varios
genes inflamatdrios, incluindo COX-2. A expressao do COX-2, induzida pelo TNF-a,
depende da ativagdao do NF-kB, uma vez que o gene COX-2 apresenta dois sitios de ligacdao
para o NF-xB (FERRARI et al., 2016). O gene COX-2 codifica enzimas reconhecidas como
marcadores de inflamacdo, e essas enzimas sdo liberadas da lesdo tecidual e produzem
prostaglandina E2, um estimulador da inflamacgdo. Desta forma, o gene COX-2 é regulado
positivamente durante processos inflamatérios (DESAI et al., 2018).

A resposta inflamatdria e o sistema imunoldgico podem ser ativados pela presenga
de patégenos, LPS e outras moléculas prejudiciais que atravessam a barreira intestinal
chegando a corrente sanguinea. Esse movimento de substancias e microrganismos € regulado
por proteinas da jungdo estreita, como a ZO-1, e sua expressdo desregulada pode alterar as
propriedades de permeabilidade e causar danos a funcdo da barreira intestinal (ZHENG et al.,
2022).

A expressdo do gene ZO-1, que codifica a proteina da juncdo estreita intercelular
Z0-1, foi representada na Figura 5A. Células Caco2/TC7 incubadas com sucos por 6 h ndo
sofreram nenhuma modificac¢do na expressao do gene ZO-1 em comparac¢do ao controle. Apos
24 h de tratamento, SLPD 2,5% favoreceu o aumento do nivel de RNAm de ZO-1 até 125%.
Este aumento € interessante para a estrutura celular, pois este gene codifica proteinas
responsaveis pela melhoria da barreira e integridade intestinal. Ainda ndo estd claro se sucos
de laranja com oligossacarideos e dextrana poderiam modular diretamente a expressdo de
RNAm de genes relacionados a TJ, porém outros estudos recentes também demonstraram que
carboidratos ndo digeriveis ndo afetaram negativamente a expressio de RNAm de ZO-1,
mantendo ou aumentando o nivel de RNAm e também melhorando os valores da TEER (WU
etal.,2020; WU et al., 2022; HARASAWA et al., 2023).

Surpreendentemente, a expressdo de ZO-1 foi maior nos tratamentos com SLD em
24 h do que com SLPD, com aproximadamente 160 e 200% de expressdao génica para SLD
1,25 e SLD 2,5%, respectivamente. O aumento da expressdao de ZO-1 pode estar associado a
passagem intercelular de substincias, controlada pelas proteinas das juncdes estreitas
(aumento da permeabilidade), porém, a alta expressdo génica de ZO-1 para SLD pode indicar
alteracdes no ambiente celular, uma vez que o SLD também induziu a superexpressdao de
outros genes descritos anteriormente.

Os genes exibidos subsequentemente na Figura 5 também codificam proteinas

envolvidas no transporte e absor¢do de agucares. A proteina codificada pelo gene GLUT-2
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auxilia o transporte bidirecional facilitado de glicose, estando localizada na membrana

basolateral e/ou borda em escova (membrana apical) (KOEPSELL, 2020).

Figura 5 - Expressdo relativa dos genes ZO-1, GLUT-2, SLGT-1 e GLUT-5 normalizada
para TBP em suco de laranja (SLD) e suco de laranja potencialmente prebidtico e apds

digestao in vitro (SLPD)

A mC " 1,25% m 25% B mC " 1,25% B 25%
250+ 2501
a o
O 00 b @ g a @
[an] =~ ab
—_ ~
t Q S % ab
o i i
g ‘E " c e 5 E 0 b ab ab ab .
N & c c c © c = g b
< O 1004 - - ... N O O 100 puy- i e A
o o
zZe =<
[ 50+ o 50
£

w)
]
o

C m C m 1,25% m 25% m 1,25% H 25%
150+ 1501
o a
% ? @ . abc ab
a a | abc
t iy a 2 a a a a B ‘E; 100- .bc ....... 'ij.[: ..... bcc.d. ...............
— D 100 g BB T Bl E e e
|L o — I— =
= - d
Oe s
a5 g
»m o Qo
o 50-
O 504 < R
=5 zZ<
o x
= £

*Médias no grafico com a mesma letra sobrescrita ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: elaborada pela autora (2024).

De modo geral, as células Caco2/TC7 incubadas com a maioria dos sucos
apresentaram um aumento na expressao do gene GLUT-2 (Figura 5B). Entretanto, em 6 h de
experimento, o0 SLD ndo causou um aumento significativo na expressido do gene GLUT-2 em
comparacao ao controle, e o nivel de transcri¢ao foi maior para 1,25% de SLPD (125%). Uma

expressao mais acentuada do gene GLUT-2 foi observada apds 24 h, principalmente quando
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as células foram tratadas com SLD, sabendo-se que esses sucos apresentavam apenas glicose
e frutose como carboidratos em sua composic¢ao.

O gene SLGT-1 codifica o co-transportador de sdédio-glicose SGLT-1, localizado
na membrana de borda em escova dos enterdcitos. Comparando todas as amostras de suco
com a condi¢do controle, ndo foram verificadas modificacdes significativas na transcri¢do do
RNAm de SLGT-1 em células Caco-2/TC7.

Tanto o GLUT-2 quanto o SLGT-1 contribuem para o transporte e absorcao de
glicose. O SLGT-1 domina o mecanismo de absorcdo em baixas concentragdes de glicose e
curto tempo de incubagdo. No entanto, sob exposicdo prolongada em altas concentragdes de
glicose, o fluxo através do SGLT-1 atinge a saturagd@o e a transloca¢@o apical do GLUT2 ¢é
favorecida, contribuindo para a absorcdo intracelular de glicose (AFSHAR et al., 2019). O
aumento na expressao relativa do gene GLUT-2 e nenhuma alteragao na expressao do gene
SLGT-1 em 24 h de incubag¢do com sucos contendo altas concentracdes de glicose podem
estar relacionados a saturacdo do SGLT-1 e a translocacdo apical do GLUT-2, favorecendo o
fluxo através da membrana apical e basolateral pelo GLUT-2.

Além disso, comparando SLD e SLPD em termos de expressdao génica de GLUT-
2, o suco de laranja digerido contendo oligossacarideos e dextrana promoveu ligeira reducdo
nos niveis de transcricdes relacionadas ao transporte de acucar, o que poderia resultar em
menor absorcao intracelular e menor passagem de glicose para a corrente sanguinea.

O gene GLUT-5 codifica o transportador especifico de frutose, GLUT-5,
responsdvel por transportar a frutose para o enterdcito no compartimento apical (SCHRECK;
MELZIG, 2018). Um alto nivel RNAm de GLUT-5 foi detectado em células Caco-2/TC7,
com baixa diferenca significativa entre células cultivadas com sucos por 6 h e aquelas
cultivadas em meio isento de soro (controle). A expressao do gene GLUT-5 aumentou com
uma exposicdo mais prolongada aos sucos de laranja (SLD e SLPD), com excecdo do
tratamento SLD 2,5% (72%). Logo, supds-se que o suco de laranja sem carboidratos
prebidticos e mais concentrado pode ter causado danos celulares e, consequentemente,
comprometido o nivel de transcritos relacionados a absorcdo de frutose, devido a auséncia de

moléculas com potenciais efeitos protetores em sua composi¢ao.

4.4 Conclusao

Por fim, concluiu-se que o suco de laranja contendo oligossacarideos e dextrana

melhorou a viabilidade das células Caco-2/TC7 e aliviou a perda da integridade da barreira
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epitelial intestinal, medida por meio da TEER. Demonstrou-se também que o SLPD reduz a
expressao de genes relacionados ao processo inflamatério, como IL-8, TNF-a, NF-«B e COX-
2. Em alta concentracdo e tempo de exposi¢do, o SLPD aumentou o nivel de RNAm de ZO-1,
um gene relacionado as jungdes estreitas. De modo geral, a expressdo dos genes GLUT-2,
SGLT-1 e GLUT-5 ndo apresentou importantes variacoes. Estes resultados sugerem que a
ingestdo de suco de laranja contendo oligossacarideos e dextrana pode contribuir para a
diminuicdo da inflamacao intestinal e melhorar a funcdo de barreira, promovendo beneficios

para a sadde.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo confirmou a importancia dos paradmetros temperatura e agitacao
na sintese do suco de laranja funcional em reagdes com volume ampliado. A maior produgdo
de oligossacarideos e dextrana foi conseguida a 25 °C, com oligossacarideos de grau de
polimerizacdo até 8. Enquanto isso, o efeito da agitacdo foi mais importante na sintese de
dextrana.

Como a maioria dos processos industrial sdo conduzidos em reatores batelada
agitados mecanicamente, MEC25 foi apontado como melhor resultado e suas propriedades
prebidticas foram avaliadas. Os oligossacarideos e dextrana sintetizados foram resistentes as
condicdes do trato gastrointestinal e foram metabolizados pela microbiota col6nica de ambos
doadores. O suco de laranja potencialmente prebidtico proporcionou um ambiente e
microbiota intestinal sauddveis, com aumento na abundincia relativa dos g€neros
Bifidobacterium, Lactobacillus e Bacteroides e produ¢do de matabodlitos acidos, especificos
para cada doador. Somado a isso, melhorou a barreira epitelial intestinal, em termos de
viabilidade, resisténcia e integridade celular, assim como induziu uma redu¢do na expressao
de genes relacionados a inflamacdo, em células intestinais humanas Caco-2/TC7.

Diante do exposto, conclui-se que, o suco de laranja funcional desenvolvido pode
apresentar um papel importante da satide dos consumidores. Conclui-se que, essas descobertas
sdo interessantes para uma futura aplicacdao industrial e diversificagio do mercado de

alimentos funcionais.
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