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RESUMO 

 

Frutas são fontes de leveduras com propriedades biotecnológicas nas quais pesquisas têm se 

focado visando as características que podem agregar aos produtos fermentados. Diversas frutas 

abundantemente produzidas no Bioma Caatinga têm sido exploradas como fonte de compostos 

bioativos, entretanto têm sido escassamente exploradas como fonte de leveduras com potencial 

biotecnológico, ou mesmo como matrizes para o desenvolvimento de formulações derivadas da 

fermentação por leveduras. O presente trabalho teve como objetivo a avaliação do potencial 

biotecnológico de leveduras isoladas a partir graviola e umbu-cajá naturalmente fermentadas. 

Leveduras foram isoladas a partir de graviola e umbu-cajá fermentadas naturalmente. Os 

isolados foram identificados via MALDI-TOF e as leveduras Hanseniaspora opuntiae 125, 

Issatchenkia terricola 129 e Hanseniaspora opuntiae 148 foram selecionadas para fermentação 

de polpas de graviola e umbu-cajá com base em seu score de identificação e histórico de 

aplicação em alimentos. As polpas fermentadas foram caracterizadas quanto a aspectos físico-

químicos (pH, sólidos solúveis e acidez titulável), perfil de açúcares, ácidos orgânicos, 

compostos voláteis e fenólicos (perfil e bioacessibilidade). As polpas sofreram mudanças na 

composição quando submetidas à fermentação pelas leveduras isoladas e as cepas H. opuntiae 

125 e I. terricola 129 mantiveram a viabilidade na amostra de graviola mesmo após condições 

gastrointestinais simuladas (≥ 6 log UFC/g). A fermentação das polpas de frutas com as 

leveduras influenciou na quantidade e bioacessibilidade dos fenólicos evidenciando a 

ocorrência de biotransformação destes compostos. De modo geral, a fermentação com as 

leveduras aumentou a quantidade de compostos fenólicos bioacessíveis, mas o aumento variou 

com a cepa e fruta avaliada. A cepa I. terricola 129 foi escolhida para testes in vitro de 

modulação da microbiota intestinal de adultos de meia-idade hipertensos devido aos efeitos 

produzidos nas polpas durante a fermentação e por sua baixa produção de etanol. A abundância 

relativa dos grupos bacterianos foi avaliada por meio de fluorescência de hibridização in situ 

acoplada a citometria de fluxo multiparamétrica durante fermentação colônica in vitro por 48 

horas. Durante a fermentação foram mensurados valores de pH e alíquotas foram retiradas para 

análises de açúcares, ácidos orgânicos e compostos fenólicos. A polpa de graviola fermentada 

com I. terricola 129 melhorou a microbiota por aumentar a abundância relativa de Lactobacillus 

spp. e Bifidobacterium spp. e reduzir a abundância relativa de Eubacterium rectale/Clostridium 

coccoides e Clostridium histolyticum, resultando no maior índice prebiótico entre os produtos 

testados. Ao mesmo tempo, observou-se o consumo de ramnose e ácido gálico e maiores teores 

de ácidos acético e propiônico e procianidina B2. Os resultados evidenciam as alterações 

decorrentes da fermentação de polpas de frutas da Caatinga com leveduras isoladas de frutas e 

indicam potencial benefícios da polpa fermentada de graviola com I. terricola 129 na 

microbiota colônica de adultos hipertensos de meia-idade. 

 

Palavras-chave: compostos fenólicos, bioacessibilidade, microbiota intestinal, Annona 

muricata L., Spondias spp.  



 

ABSTRACT 

 

Fruits are sources of yeast with biotechnological properties on which research has focused on 

the characteristics they can add to fermented products. Several fruits abundantly produced in 

the Caatinga Biome have been explored as a source of bioactive compounds, however they have 

been scarcely explored as a source of yeast with biotechnological potential, or even as matrices 

for the development of formulations derived from yeast fermentation. The present work aimed 

to evaluate the biotechnological potential of yeasts isolated from naturally fermented soursop 

and umbu-cajá. Yeasts were isolated from naturally fermented soursop and umbu-cajá. The 

isolates were identified via MALDI-TOF and the yeasts Hanseniaspora opuntiae 125, 

Issatchenkia terricola 129 and Hanseniaspora opuntiae 148 were selected for fermentation of 

soursop and umbu-cajá pulps based on their identification score and history of application in 

food. The fermented pulps were characterized regarding physical-chemical aspects (pH, soluble 

solids, and titratable acidity), sugar profile, organic acids, volatile and phenolic compounds 

(profile and bioaccessibility). The pulps showed changes in composition when subjected to 

fermentation by the isolated yeasts and the strains H. opuntiae 125 and I. terricola 129 

maintained viability in the soursop sample even after simulated gastrointestinal conditions (≥ 6 

log CFU/g). The fermentation of fruit pulps with yeast influenced the quantity and 

bioaccessibility of phenolics, demonstrating the occurrence of biotransformation of these 

compounds. In general, fermentation with yeast increased the amount of bioaccessible phenolic 

compounds, but the increase varied depending on the strain and fruit evaluated. The I. terricola 

129 strain was chosen for in vitro tests to modulate the intestinal microbiota of hypertensive 

middle-aged adults due to the produced effects on the pulp during fermentation and its low 

ethanol production. The relative abundance of bacterial groups was evaluated using 

fluorescence in situ hybridization coupled to multiparametric flow cytometry during in vitro 

colonic fermentation for 48 hours. During fermentation, pH values were measured, and aliquots 

were taken for analysis of sugars, organic acids, and phenolic compounds. Soursop pulp 

fermented with I. terricola 129 improved the microbiota by increasing the relative abundance 

of Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. and reduce the relative abundance of 

Eubacterium rectale/Clostridium coccoides and Clostridium histolyticum, resulting in the 

highest prebiotic index among the products tested. At the same time, the consumption of 

rhamnose and gallic acid and higher levels of acetic and propionic acids and procyanidin B2 

were observed. The results highlight the changes resulting from the fermentation of fruit pulps 

from the Caatinga with yeasts isolated from fruits and indicate potential benefits of fermented 

soursop pulp with I. terricola 129 on the colonic microbiota of middle-aged hypertensive adults. 

 

Keywors: phenolics, bioaccessibility, intestinal microbiota, Annona muricata L., Spondias spp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Embora o Brasil possua ampla variedade de frutas em sua mata nativa, a maior parte das 

frutas que são comercializadas localmente tem origem europeia, africana ou asiática. O Bioma 

Caatinga, que se encontra situado na Região Nordeste do Brasil, possui uma grande variedade 

de frutas que são pouco estudadas e continuam desconhecidas pela maioria dos brasileiros. 

Diversas frutas nativas ou cultivadas na Caatinga são consumidas apenas localmente e 

permanecem pouco exploradas industrialmente devido a elevada perecibilidade, porém, têm 

chamado a atenção da comunidade científica em razão da sua composição nutricional e 

conteúdo de compostos bioativos (ALBUQUERQUE et al., 2016; DUTRA et al., 2017). 

Estudos têm sido realizados, entretanto, ainda há escassez de pesquisas relacionadas às 

espécies de frutas consumidas localmente, tais como, a graviola e o umbu-cajá, principalmente 

no que diz respeito à sua exploração como matéria-prima para aplicação biotecnológica e 

desenvolvimento de novos produtos. 

A graviola (Annona muricata L.). é uma das frutas produzidas no Bioma Caatinga que 

tem se destacado e despertado o interesse de pesquisadores e consumidores devido ao seu valor 

nutricional. Pertencente à família Annonaceae a espécie é originária do Caribe e nativa dos 

trópicos americanos, apresentando-se como uma árvore frutífera cujo fruto é apreciado por sua 

polpa levemente ácida, aromática e suculenta (CEBALLOS; GIRALDO; ORREGO, 2012), 

além de sua rica composição em compostos bioativos tais como polifenóis, e elevado conteúdo 

de fibra alimentar e carboidratos (SIQUEIRA et al., 2015; AGU e OKOLIE, 2017; CHANG et 

al., 2018). Devido à sua composição possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e 

hipoglicemiantes, sendo seus compostos bioativos prevalentes as acetogeninas, os alcaloides e 

compostos fenólicos tais como os derivados dos ácidos cinâmico e p-cumárico que podem 

contribuir para os efeitos benéficos da graviola na saúde (JIMÉNEZ et al., 2014; CORIA-

TÉLLEZ et al., 2016). 

Dentre as frutas nativas abundantes na Caatinga, o umbu-cajá (Spondias spp.) também 

possui elevada concentração de compostos fenólicos (ZERAIK et al., 2016). A espécie pertence 

à família Anacardiaceae e caracteriza-se como um híbrido natural entre umbu (Spondias 

tuberosa) e o cajá (Spondias monbin) (GONDIM et al., 2013), sendo ainda apontada como 

híbrida entre as espécies Spondias tuberosa e Spondias dulcis (cajá-manga) (NOBRE et al., 

2018). 
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Obtidos principalmente de forma extrativista, os frutos da umbu-cajazeira são 

encontrados em plantios desorganizados, distribuídos pela região Nordeste, sendo 

comercializados por pequenos produtores e utilizados principalmente na forma processada 

como polpas, sucos, néctares e sorvetes (LIMA et al., 2002; GONDIM et al., 2013; SANTOS 

et al., 2021). Devido ao seu teor de polifenóis totais, o consumo de seus frutos pode contribuir 

para o aporte de antioxidantes na dieta (MOREIRA et al., 2012; DUTRA et al., 2017). 

Assim, devido às propriedades sensoriais atrativas e o aumento do reconhecimento do 

valor nutricional e terapêutico das frutas tropicais e exóticas, sua procura tem se elevado nos 

mercados nacional e internacional (RUFINO et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2016). Além 

disso, as frutas têm sido amplamente recomendadas para a prevenção de doenças 

cardiovasculares tais como a hipertensão, diabetes mellitus tipo 2 e alguns tipos de câncer 

(LIMA et al., 2018), sendo que determinados fenólicos presentes nos alimentos têm se mostrado 

promissores devido a seus efeitos hipotensores, especialmente daqueles com capacidade de 

inibir a enzima conversora de angiotensina I (ECA) (ALU'DATT et al., 2019). 

Algumas frutas da Caatinga têm sido especialmente exploradas no que diz respeito aos 

compostos bioativos, entretanto têm sido escassamente exploradas como fonte de leveduras 

com potencial biotecnológico, ou mesmo como matrizes para o desenvolvimento de 

formulações derivadas da fermentação por leveduras. 

Diferentes espécies de leveduras com capacidade metabólica distintas estão presentes 

na microbiota autóctone de frutas estando envolvidas na fermentação espontânea destes 

substratos. Leveduras dos gêneros Aureobasidium, Candida, Meyerozyma e Saccharomyces já 

foram isoladas de abacaxi (AMORIM; PICCOLI; DUARTE, 2018), de azeitonas pretas 

(BONATSOU; PARAMITHIOTIS; PANAGOU, 2018) e diversas outras matrizes alimentares 

têm sido exploradas na busca por novas cepas. 

Por serem normalmente resistentes a antibióticos e não transferirem esses genes a outros 

microrganismos, as leveduras podem trazer vantagens nos processos fermentativos em relação 

às bactérias láticas (RAI; PANDEY; SAHOO, 2019). Elas também podem levar a melhora da 

saúde e bem-estar do hospedeiro devido a sua capacidade de interagir com a matriz e produzir 

substâncias antioxidantes, tais como, carotenoides, ácidos cítrico e ascórbico, tocoferóis, entre 

outras que são capazes de combater o estresse oxidativo (ARROYO-LÓPEZ et al., 2012).  

Nesse contexto, o conhecimento sobre os microrganismos envolvidos nos processos de 

fermentação natural é de grande importância, pois essas culturas ao serem isoladas podem ser 

aplicadas em processos de obtenção de produtos funcionais, tendo em vista os benefícios que 
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podem ser obtidos por meio de seu metabolismo fermentativo (RESENDE et al., 2018). 

Ademais, a dinâmica populacional e os compostos responsáveis pelo sabor e aroma desses 

alimentos fermentados podem ser mais bem compreendidos quando se identificam os 

compostos produzidos durante esses processos (PUERARI; MAGALHAES-GUEDES; 

SCHWAN, 2015). 

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivos: i) o isolamento de leveduras a 

partir dos frutos graviola e umbu-cajá naturalmente fermentados; ii) a avaliação do potencial 

biotecnológico de cepas selecionadas para a produção de polpas fermentadas; iii) a 

caracterização das polpas fermentadas obtidas quanto aos aspectos físico-químicos (pH, sólidos 

solúveis e acidez titulável), perfil de açúcares, ácidos orgânicos, compostos voláteis e 

compostos fenólicos (perfil e bioacessibilidade); e a avaliação in vitro dos efeitos das polpas de 

frutas fermentadas na modulação da microbiota intestinal humana de adultos hipertensos de 

meia-idade. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Revisão de literatura 

 

A abordagem inicial da Tese foi embasada na bibliografia existente e se refere à 

utilização de frutas naturalmente fermentadas como fontes de leveduras e bactérias láticas com 

potencial para aplicação biotecnológica na formulação de produtos alimentícios. Os estudos 

apontam direcionamentos sobre a exploração de microrganismos de valor agregado, isolados a 

partir de fontes não convencionais, o que foi compilado e descrito na revisão de literatura 

publicada no periódico Trends in Food Science & Technology. 
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2.2 Tópicos complementares 

 

2.2.1 Fermentação natural 

 

O processo de fermentação é constituído por diversos mecanismos tais como a 

metabolização de compostos presentes no substrato, ação de enzimas e lise de células de 

leveduras (CIOCH-SKONECZNY et al., 2021). Embora seja um dos meios mais antigos para 

o processamento de alimentos, a fermentação é utilizada até os dias atuais em grande variedade 

de alimentos produzidos por grandes empresas (PEREIRA et al., 2020).  

Alimentos fermentados podem ser preparados a partir de matrizes alimentares cruas ou 

cozidas e adquirem suas características de aroma e sabor a partir do metabolismo microbiano 

(KAMDA et al., 2015). As técnicas mais antigas para a produção de alimentos fermentados 

baseavam-se na fermentação natural utilizando a microbiota autóctone proveniente da matéria-

prima ou do meio ambiente (de utensílios, manipuladores e local de processamento), sendo eles 

representados por variadas bactérias, leveduras e fungos filamentosos (RESENDE et al., 2018; 

PEREIRA et al., 2020). Nesse sentido, diversos estudos têm apontado a coexistência de 

leveduras e bactérias láticas (BAL) nesse tipo de fermentação (PUERARI; MAGALHAES-

GUEDES; SCHWAN, 2015; FREIRE et al., 2017). 

As diversas atividades metabólicas dos grupos de microrganismos, sejam eles de 

leveduras ou BAL, envolvidos no processo de fermentação são determinantes para as 

características e estabilidade do produto fermentado (BONATSOU et al, 2018). Mudanças na 

disponibilidade de nutrientes e oxigênio, assim como variações de pH, temperatura e ácidos 

orgânicos podem afetar a fermentação natural, alterando a dinâmica de populações de 

microrganismos envolvidos no processo e causando modificações na qualidade do produto 

fermentado final (GREPPI et al., 2013; RIBEIRO et al., 2018). 

Durante o processo de fermentação natural, algumas espécies de leveduras podem 

desaparecer devido ao aumento na concentração de ácido lático proveniente do metabolismo de 

BAL, já outras espécies apresentam resistência, podendo se manter em altas contagens mesmo 

após acidificação do meio (GREPPI et al., 2013). Além disso, alguns microrganismos 

conseguem coexistir durante um processo de fermentação sem causar interferência umas às 

outras. No entanto, ao modificar as características do processo de fermentação, alguns 

microrganismos tornam-se dominantes inibindo outros por meio de seus metabólitos 

(RESENDE et al., 2018). 
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Na literatura podem ser encontrados diversos estudos a respeito dos processos naturais 

de fermentação em frutas e dos microrganismos isolados a partir desses processos. Durante a 

fermentação espontânea de mosto de uvas tintas e brancas, Cioch-Skoneczny et al. (2020) foi 

capaz de isolar cepas de Hanseniaspora e Saccharomyces, além de Metschnikowia 

pulcherrima, Candida railenensis, Torulaspora delbrueckii e Wickerhamomyces onychis, que 

foram capazes de provocar alterações químicas desejáveis nos vinhos produzidos. No estudo a 

respeito do Khadi, uma bebida do Botswana feita de frutos de uma espécie de groselha selvagem 

(Grewia flava), puderam ser identificadas bactérias e leveduras Saccharomyces e não-

Saccharomyces nos fermentados (MOTLHANKA et al., 2020). Lu et al. (2021) avaliaram a 

sucessão de leveduras e bactérias durante a fermentação natural de caqui concluindo que 

leveduras dos gêneros Saccharomyces, Hanseniaspora, Rhodotorula, e bactérias dos gêneros 

Leuconostoc e Lactobacillus foram capazes de desempenhar importante papel no perfil de 

voláteis dos vinhos produzidos. Além disso, Ogodo et al. (2018) observaram que grande parte 

das bactérias e fungos deteriorantes desapareceram após três semanas de fermentação, enquanto 

BAL e leveduras benéficas permaneceram até o final, sendo essa uma característica desejável 

no que diz respeito ao perfil de segurança desses fermentados. 

Leveduras das espécies Aureobasidium pullulans, Dothichiza pithyophila, Dioszegia 

zsoltii, Hanseniaspora uvarum e outras dos gêneros Metschnikowia, Cryptococcus e 

Rhodotorula foram identificados durante a produção de uma bebida fermentada, muito 

apreciada no sul da Europa, feita a partir de frutos de medronheiro (Arbutus unedo L.), sendo 

possível observar que ao final do processo de fermentação as espécies de Saccharomyces 

cerevisiae e Pichia membranaefaciens dominaram o processo, substituindo as cepas 

anteriormente presentes no mosto caracterizado então por alto teor de etanol (ESPÍRITO 

SANTO et al., 2012). 

Assim sendo, o conhecimento sobre os microrganismos envolvidos em processos de 

fermentação natural é de grande importância, pois essas culturas ao serem isoladas podem ser 

aplicadas em processos para a obtenção de produtos funcionais, tendo em vista os benefícios 

que podem ser obtidos por meio de seu metabolismo fermentativo (RESENDE et al., 2018). 

Além disso, a dinâmica populacional e os compostos responsáveis pelo sabor e aroma desses 

alimentos fermentados podem ser mais adequadamente compreendidos quando se identificam 

os compostos produzidos durante esses processos (PUERARI; MAGALHAES-GUEDES; 

SCHWAN, 2015). Portanto, a seleção de cepas para a produção de produtos fermentados, 
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utilizando cepas endógenas provenientes desse tipo de fermentação, pode tornar possível a 

obtenção de produtos de maior qualidade e segurança (EMER et al. 2021). 

 

2.2.2 Leveduras em produtos fermentados de fruta 

 

As leveduras são microrganismos eucarióticos unicelulares e podem ser encontradas de 

modo natural na superfície de vegetais (EINSON et al., 2018), sendo capazes de transformar 

carboidratos em etanol, água, CO2, além de produzirem outros compostos tais como 

aminoácidos, purinas, vitaminas e álcoois superiores derivados do metabolismo secundário 

(ARROYO-LÓPEZ et al., 2012; CORDENTE et al., 2019). 

Representadas pelos filos dos Ascomicetos e Basidiomicetos, as leveduras são um grupo 

heterogêneo de microrganismos que se multiplicam por brotamento ou fissão e que possuem 

um potencial biotecnológico aplicável na indústria de alimentos (DE VUYST et al., 2016; RAI; 

PANDEY; SAHOO, 2019). 

O emprego de leveduras na indústria de alimentos se deve principalmente às mudanças 

nos aspectos sensoriais e nutricionais que elas provocam nos produtos fermentados. Entretanto, 

grande parte dos estudos com frutas fermentadas é realizado utilizando BAL 

(GUERGOLETTO et al., 2020, PALACHUM et al., 2020) e estudos com frutas naturalmente 

fermentadas por leveduras ainda são escassos (NYANGA et al., 2013, FARINAZZO et al., 

2020). A utilização de leveduras em detrimento das BAL em processos fermentativos pode ser 

vantajosa devido ao fato de que, embora leveduras sejam normalmente resistentes a antibióticos 

elas não transferem esses genes a outros microrganismos (RAI; PANDEY; SAHOO, 2019). As 

leveduras podem ainda levar a melhora da saúde e bem-estar do hospedeiro devido a sua 

capacidade de produzir substâncias antioxidantes tais como carotenoides, ácidos cítrico e 

ascórbico, tocoferóis, entre outras que são capazes de combater o estresse oxidativo 

(ARROYO-LÓPEZ et al., 2012). Devido a isso, também têm sido amplamente empregadas na 

indústria farmacêutica para a produção de vitaminais, particularmente as do complexo B (DE 

VUYST et al., 2016). 

Além disso, as leveduras podem contribuir para a segurança e qualidade de alimentos e 

bebidas exibindo atividade antagonista frente a microrganismos deteriorantes devido a 

produção de acetato de etila e outros metabólitos, tais como as glicoproteínas, o que pode ser 

conveniente tendo em vista que podem assim reduzir a necessidade de conservantes para a 
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estabilização do produto (ARROYO-LÓPEZ et al., 2012; CODA et al., 2013; DE VUYST et 

al., 2016). 

Leveduras de origem autóctone podem fermentar o substrato com maior intensidade por 

provavelmente estarem mais bem adaptadas às condições da matriz alimentar durante a 

fermentação (APONTE et al., 2020), entretanto, o modo como elas se multiplicam e se sucedem 

durante o processo deve ser bem conhecido (GREPPI et al., 2013). A população de variadas 

espécies de leveduras observada durante a fermentação espontânea de alimentos e bebidas é 

complexa e sua sucessão depende de vários fatores intrínsecos e extrínsecos relacionados à 

matriz alimentar, tais como tolerância a fatores de estresse microbiano como etanol e ácidos 

orgânicos, além de interações com outros microrganismos (JOHANSEN et al., 2019). 

Bebidas fermentadas por leveduras podem apresentar altas concentrações de glicose e 

frutose em sua composição, baixas concentrações de ácido acético e alto valor de fenólicos 

totais, apresentando boa aceitação sensorial (AMORIM; PICCOLI; DUARTE, 2018). Frutas 

como o abacaxi foram utilizadas para a produção de bebida fermentada com compostos voláteis 

distintos provenientes do metabolismo de leveduras e consideradas de qualidade e sabor 

agradável aos consumidores (DELLACASSA et al, 2017). Hu et al. (2020) também observaram 

a melhora da qualidade sensorial do vinho de Ponkan obtido a partir da co-fermentação de cepas 

selecionadas de leveduras não-Saccharomyces com Saccharomyces cerevisiae, que foram 

capazes de levar a menor produção de etanol e maior teor de compostos voláteis aromáticos. 

Os compostos voláteis ocorrem naturalmente em frutas e em bebidas fermentadas e têm 

uma origem muito diversa podendo ser provenientes da ação de microrganismos durante a 

fermentação ou envelhecimento e oxidação (JANUSZEK; SATORA, 2021). Estes compostos 

são responsáveis por boa parte das características sensoriais de um produto fermentado. No que 

diz respeito a essas características, por meio das fermentações, os vegetais são transformados 

de modo que passam a fornecer diferentes sabores e texturas a depender do resultado desejado 

(EINSON et al., 2018). Na produção de vinhos, por exemplo, pesquisadores têm tido a 

percepção de que a limitada variedade de cepas comerciais autorizadas para uso tem levado a 

produção de vinhos muito uniformes entre si, sem diversidade de aroma e sabor. Por essa razão, 

muitos estudos têm tido como objetivo a busca por meios para aumentar a diversidade de 

características sensoriais que levem a diferenciação entre os fermentados e adicione valor 

comercial a estes produtos (PUERTAS et al., 2018). Para tal, os estudos têm demonstrado que 

o uso de leveduras nativas, provenientes de fermentação natural, na produção de vinhos tem 

demonstrado a capacidade de melhorar tanto a qualidade como também as características 
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sensoriais do produto (MEDINA et al., 2013; XU et al., 2020). A cepa de Saccharomyces 

cerevisiae selecionada a partir de uvas da variedade Pedro-Ximenes, parcialmente fermentadas, 

foi utilizada para a fermentação de vinho misto de blueberry e uvas e os resultados 

demonstraram maiores valores de fenólicos totais e atividade antioxidante nos vinhos obtidos 

a partir da fermentação espontânea desse mosto misto (MARTÍN-GÓMEZ et al., 2021). Foram 

encontradas maiores concentrações de compostos fenólicos em vinhos Cabernet Sauvignon 

fermentados espontaneamente em comparação com os vinhos inoculados (UZKUÇ; BAYHAN; 

TOKLUCU, 2022). O estudo de Postigo et al. (2022) mostrou que as cepas não-Saccharomyces 

também têm potencial para a produção de bebida com baixo teor alcoólico, tendo em vista que, 

tendem a produzir menos álcool que leveduras do gênero Saccharomyces. 

Alguns estudos têm apontado que leveduras do grupo não-Saccharomyces predominam 

nos estágios inicial e intermediário durante processos de fermentação espontânea, enquanto as 

Saccharomyces predominam nos estágios posteriores (ESPÍRITO SANTO et al., 2012; LI; HU; 

XU, 2019). Skotniczny et al. (2020) observaram maior quantidade de leveduras das espécies 

Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia spp. e Pichia kudriavzevii no início da fermentação 

natural de purê de ameixa, no entanto, nas fases intermediária e final houve predominância da 

espécie S. cerevisiae. Também foram observadas a sucessão de diferentes grupos de leveduras 

em mostos de uvas tintas ‘Rondo’ e ‘Regent’, com prevalência de cepas de Hanseniaspora 

uvarum e Candida railenensis, substituídas por cepas de Saccharomyces cerevisiae no decorrer 

do processo fermentativo (CIOCH-SKONECZNY et al., 2018). 

O uso de cepas de leveduras não-Saccharomyces como iniciadoras de fermentação em 

vinhos apresentam a vantagem de produzir vinhos com maior complexidade e diversidade de 

sabor e aroma em relação aos que utilizam cepas comerciais de Saccharomyces (MEDINA et 

al., 2013). Nesse sentido, as co-inoculações com leveduras não-Saccharomyces têm sido cada 

vez mais utilizadas com o intuito de produzir vinhos de alta qualidade. Leveduras não-

Saccharomyces das espécies H. uvarum, Lachancea thermotolerans e Metschnikowia 

pulcherrima, isoladas de vinho do Porto, produzidos a partir de fermentação natural, 

demonstraram alto desempenho de crescimento em condições de estresse peculiares a que os 

vinhos são expostos (MATEUS et al., 2020). Vaquero et al. (2021) observaram que a co-

inoculação de L. thermotolerans e outras espécies não-Saccharomyces tornou a acidificação 

mais eficaz, protegendo a coloração destes vinhos e trazendo um perfil aromático mais 

complexo em vinhos produzidos em regiões quentes do planeta. Em outro estudo, observou-se 

que a inoculação com M. pulcherrima resultou em vinhos rosés com perfil de ésteres 
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melhorado, redução de acetaldeído e aumento de antocianinas e taninos (MUÑOZ-REDONDO 

et al., 2021).  

Outras características, que são importantes do ponto de vista da saúde, podem ser 

observadas durante os processos de fermentação por leveduras. Zullo e Ciafardini (2019) 

observaram que as leveduras Wickerhamomyces anomalus reduziram em cerca de 50% o 

colesterol presente em meio de fermentação (in vitro). Além disso, foi demonstrado que o 

extrato metanólico do sobrenadante de leveduras da espécie Pichia kudriavzevii inibiu a 

proliferação de células cancerígenas do cólon humano (HT-29 e Caco-2) induzindo a apoptose 

(SABER et al., 2017), trazendo diversos benefícios que necessitam de estudos mais 

aprofundados para melhor compreensão. 

 

2.2.3 Frutas da caatinga com potencial para aplicação biotecnológica 

 

Diversas frutas consideradas exóticas e ainda desconhecidas do público em geral 

possuem grande potencial para tornarem-se parte da alimentação cotidiana devido às suas 

propriedades funcionais (VIDIGAL et al., 2011). O Brasil possui grande número de espécies 

frutíferas nativas e exóticas subexploradas, com potencial de interesse para a indústria 

(SCHULZ et al., 2020). Sendo o país detentor de uma região geográfica com condições 

climáticas adequadas, o cultivo dessas frutas nativas possui um excelente potencial 

agroindustrial (PAZ et al., 2015). Muitas dessas frutas brasileiras ainda desconhecidas ou 

subexploradas não estão sendo produzidas ou consumidas provavelmente devido ao 

desconhecimento dos consumidores, principalmente daqueles residentes em áreas urbanas 

(BERNI et al., 2019).  

Essas frutas são mais consumidas nos interiores do Brasil, em especial no bioma 

Caatinga, que possui ampla variedade de frutas exóticas. Devido às suas propriedades sensoriais 

atrativas e ao aumento do reconhecimento do valor nutricional e terapêutico, o consumo das 

frutas exóticas e tropicais está crescendo nos mercados nacional e internacional (RUFINO et 

al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2016). Esse novo mercado tem sido o responsável pela 

demanda de estudos sobre os possíveis benefícios à saúde associados ao consumo de frutas 

exóticas e tropicais, fazendo com que ganhem cada vez mais importância dentro da alimentação 

humana (ALBUQUERQUE et al., 2016). 

As frutas, além de suas características de sabor e frescor, fornecem minerais (potássio, 

zinco, cobre, magnésio, cálcio, entre outros), vitaminas (especialmente vitamina C), fibras e 
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outros compostos (flavonoides, fenólicos, carotenoides), sendo amplamente recomendadas para 

prevenção de doenças cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e alguns tipos de câncer (LIMA 

et al., 2018). 

Além disso, frutas do bioma Caatinga podem ser fontes de microrganismos com 

potencial de aplicação em processos biotecnológicos (ASSIS et al., 2021). Dentre as espécies 

frutíferas escassamente estudadas como fonte de microrganismos com potencial biotecnológico 

destaca-se a graviola (Annona muricata L.) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Graviola in natura 

 
Fonte: Embrapa. Disponível em: < https://www.embrapa.br/bme_images/m/101160040m.jpg>. 

Acesso em: 25 out. 2022. 

 

Pertencente à família Annonaceae, é originária do Caribe e nativa dos trópicos 

americanos. Nos últimos anos, a graviola tem recebido considerável atenção dos consumidores 

devido ao seu valor nutricional. Estudos têm relatado que a graviola é fonte de carboidratos, 

micronutrientes e minerais (AGU e OKOLIE, 2017; CHANG et al., 2018). 

A graviola é uma fruta tropical que apresenta alto valor comercial no Brasil, com 

grandes perspectivas econômicas para comercialização e exportação, apresentando 

características sensoriais e valor nutritivo significativo, sendo destinada à produção de polpas, 

sucos e néctares (LEMOS, 2014; WATANABE et al., 2014). 

Além de possuir excelentes características sensoriais, a graviola é rica em compostos 

bioativos. Coria-Téllez et al. (2018) mencionaram que 212 compostos bioativos foram 

observados na graviola, dos quais acetogeninas, alcaloides e fenóis são prevalentes. Foram 
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encontrados na polpa de graviola 37 compostos voláteis, principalmente ésteres aromáticos e 

alifáticos (CHEONG et al., 2011). Jiménez et al. (2014) observaram a prevalência de derivados 

dos ácidos cinâmico e p-cumárico com outros compostos que podem contribuir para os efeitos 

benéficos da graviola na saúde. 

Ainda no contexto de espécies subexploradas desse bioma, o umbu-cajá é outra espécie 

que tem se destacado. Pertencente à família Anacardiaceae, o umbu-cajá (Figura 2) originou-

se a partir do cruzamento natural entre umbu (Spondias tuberosa) e cajá (Spondias mombin) no 

Nordeste do Brasil (CARVALHO; SOARES FILHO; RITZINGER, 2010). Por ser 

característica da região semiárida ela é uma espécie tolerante à seca sendo a árvore de aspecto 

similar ao umbuzeiro (NARAIN et al., 2007). As espécies do gênero Spondias (família 

Anacardiaceae) podem ser encontradas nas regiões tropicais de quatro continentes (Américas, 

África, Ásia e Oceania). Os frutos são de formato, redondo, ovalado ou piriforme, de acidez 

elevada, aroma agradável, possuindo polpa suculenta, doce e fibrosa e apresentando também 

sabor amargo (VIANA et al., 2015; PEREIRA et al., 2021). O umbu-cajá tem como 

característica relevante as elevadas concentrações de compostos bioativos, dentre eles vitamina 

C, taninos e flavonóides (LIMA et al., 2002). 

 

Figura 2 – Umbu-cajá in natura 

 

Fonte: Empaer. Disponível em: <https://empaer.pb.gov.br/noticias/extensionista-rural-representa-

empaer-em-simposio-sobre-umbu-caja-em-alagoas>. Acesso em: 25 out. 2022. 

 



64 

 

 

O conhecimento científico sobre essas frutas aliadas à sua exploração comercial pode 

estimular o desenvolvimento sustentável, melhores hábitos alimentares, proteção contra a 

biopirataria, além de inovação nos sistemas alimentares (BERNI et al., 2019). 

 

2.2.4 Efeitos dos compostos fenólicos sobre a saúde dos indivíduos 

 

Os compostos fenólicos estão entre as moléculas que exercem efeito sobre a saúde dos 

indivíduos e têm sido amplamente estudadas. Eles são metabólitos secundários das plantas e 

podem influenciar vários processos que modulam a saúde de órgãos e sistemas do corpo 

humano (DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 2021). Diversos estudos têm sido realizados para 

melhor compreender as transformações que a microbiota intestinal ocasiona em tipos 

específicos de polifenóis derivados de frutas e vegetais e identificar quais os microrganismos 

responsáveis pelas transformações ocorridas (SELMA; ESPÍN; TOMAS-BARBERAN, 2009). 

Dentre os compostos bioativos transformados pela microbiota intestinal está a 

procianidina B2 que tem sido relatada por seus efeitos inibidores do estresse oxidativo, redução 

da pressão arterial e melhora da função renal em ratos (DING et al., 2018; YAO et al., 2021), 

além de reduzir a calcificação vascular devido à sua potente ação antioxidante (Liang et al., 

2021). O ácido gálico, por sua vez, também é um metabólito secundário dos polifenóis e é bem 

conhecido por sua característica antioxidante, possuindo ainda ação anti-hiperlipidêmica, 

cardioprotetora, anti-hiperglicêmica e anticarcinogênica (ZANWAR et al., 2014; 

ASHRAFIZADEH et al., 2021). A catequina também tem sido reconhecida por seu efeito anti-

hipertensivo por promover a inibição da ECA (HE, 2017). Lapi et al. (2020) relataram que a 

administração de catequina em ratos foi capaz de induzir a recuperação endotelial e reduzir a 

pressão arterial. 

Os diferentes efeitos dos compostos fenólicos sobre a saúde de cada indivíduo resultam 

variabilidade interindividual da microbiota intestinal que serão determinantes para a absorção 

desses compostos através do processo fermentativo que promovem (SELMA; ESPÍN; 

TOMAS-BARBERAN, 2009; DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 2021). O cólon é o principal local 

de ação dos compostos fenólicos, podendo levar a efeitos qualitativos e quantitativos na 

microbiota intestinal, induzindo assim efeitos promotores da saúde, tanto através da ação desses 

microrganismos, como também promovendo ações anti-inflamatória, antioxidante e 

antiproliferativa (DOMÍNGUEZ-AVILA et al., 2021). 
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Apesar da numerosa quantidade de compostos fenólicos presentes na dieta, o número 

de metabólitos ao final do processo é menor, podendo os benefícios de seu consumo serem 

atribuídos aos metabólitos capazes de modular a microbiota intestinal (SELMA; ESPÍN; 

TOMAS-BARBERAN, 2009). 

 

2.2.5 Modulação da microbiota intestinal na hipertensão arterial 

 

A hipertensão arterial é uma doença crônica não-transmissível, caracterizada por 

pressão arterial sistólica igual ou superior a 140 mmHg e pressão arterial diastólica igual ou 

superior a 90 mmHg sem o uso de medicação anti-hipertensiva e avaliados por um profissional 

treinado (BARROSO et al., 2021). Ela tem sido dada coma a principal causa de doenças 

cardiovasculares e morte prematura em todo o mundo, e sua prevalência tem aumentado 

especialmente nos países de baixa e média renda (MILLS; STEFANESCU; HE, 2020). 

Os processos inflamatórios crônicos têm sido associados à danos na barreira intestinal. 

Por essa razão, os efeitos dos compostos fenólicos na permeabilidade intestinal têm sido 

relacionados com suas propriedades anti-inflamatórias (SELMA; ESPÍN; TOMAS-

BARBERAN, 2009). 

Alterações positivas na microbiota colônica demonstraram atuar prevenindo ou 

atenuando problemas relacionados à saúde como a obesidade (CHENG et al., 2018), doenças 

inflamatórias intestinais (SCHAUBECK et al., 2016) e outros distúrbios tais como a doença 

hepática não-alcoólica (XUE et al., 2017), além da hipertensão arterial (VERHAAR et al., 

2020), melhorando assim o bem-estar dos indivíduos. 

Estudos também têm demonstrado que os microrganismos do grupo Lactobacillus são 

capazes de prevenir a disbiose e estresse oxidativo tratando a disfunção endotelial que ocorre 

na hipertensão arterial (ROBLES-VERA et al., 2018; PALMU; LAHTI; NIIRANEN, 2021). 

Efeitos similares aos do Lactobacillus também têm sido relatados em relação às 

populações de Bifidobacterium, com melhora do perfil da microbiota intestinal, assim como na 

redução do estresse oxidativo, prevenindo inclusive lesões da aorta e tratando a disfunção 

endotelial, principalmente devido à elevação da produção de acetato causada por esse grupo de 

microrganismos (ROBLES-VERA et al., 2018; LU et al., 2022). 

Bactérias do gênero Bacteroides têm sido encontradas em quantidades elevadas em 

indivíduos hipertensos (CALDERÓN-PÉREZ et al., 2020; CALDERÓN-PÉREZ et al., 2021). 

O grupo de bactérias Eubacterium rectale - Clostridium coccoides está relacionado a riscos 
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elevados para eventos cardio e cerebrovasculares em pacientes com hipertensão refratária 

(JIAO et al., 2022), portanto, reduções nas populações desse grupo são desejáveis. 

Considerando o exposto, o presente trabalho visou isolar leveduras a partir dos frutos 

graviola e umbu-cajá naturalmente fermentados e avaliá-las quanto ao potencial biotecnológico 

na produção de polpas fermentadas, caracterizando-as quanto aos aspectos físico-químicos (pH, 

sólidos solúveis e acidez titulável), perfil de açúcares, ácidos orgânicos, compostos voláteis e 

fenólicos (perfil e bioacessibilidade), além de avaliar in vitro seus efeitos na modulação da 

microbiota intestinal humana de adultos hipertensos de meia-idade. 

  



67 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Tipo de estudo 

 

Trata-se de uma pesquisa experimental em laboratório (in vitro) realizada no 

Laboratório de Processos Microbianos da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) em parceria 

com pesquisadores e laboratórios da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e do Instituto 

Federal do Sertão Pernambucano (IFSertãoPE). 

 

3.2 Amostras 

 

Os frutos de graviola (Annona muricata L.) e umbu-cajá (Spondias spp.) em estádio de 

maturação em que comumente são consumidos foram adquiridos em propriedades locais. Os 

frutos foram selecionados e padronizados com base na uniformidade de tamanho e forma, 

firmeza, cor e ausência de danos mecânicos e infecções visíveis. Em seguida, os frutos foram 

transportados em caixas refrigeradas (5 ± 1°C) e armazenados a 4 ± 1°C até o processamento 

dos sucos que foi realizado no mesmo dia. 

 

3.3 Delineamento experimental 

 

As frutas foram adquiridas, processadas e os sucos resultantes foram utilizados na 

execução da fermentação natural. Antes e durante o processo de fermentação as características 

físico-químicas dos sucos foram avaliadas, procedeu-se as contagens microbianas e o 

isolamento de leveduras a partir dos sucos fermentados. As leveduras isoladas foram 

submetidas à identificação micro e macro morfológicas e posteriormente identificadas através 

da técnica MALDI-TOF MS. Após a identificação foram selecionadas cepas para ensaios de 

segurança in vitro e em seguida utilizadas na fermentação de polpas de frutas das quais foram 

isoladas. As polpas foram analisadas para a determinação de açúcares, ácidos orgânicos, 

compostos fenólicos e álcool antes e após o processo de fermentação. Também foram 

analisados compostos voláteis na polpa fermentada e não fermentada. As polpas fermentadas 

foram submetidas a condições simuladas do trato gastrointestinal e foi determinada a 

bioacessibilidade dos fenólicos. As cepas selecionadas foram submetidas à sequenciamento 

genético e a cepa Issatckenkia terricola isolada a partir da polpa de umbu-cajá foi utilizada para 
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os ensaios de fermentação das polpas de graviola e umbu-cajá com inóculo fecal in vitro. A 

identificação da abundância relativa de populações microbianas específicas foi realizada 

utilizando a técnica de fluorescência de hibridização in situ (FISH) acoplada a citometria de 

fluxo multiparamétrica (CFM). Durante a fermentação colônica foram retiradas alíquotas para 

a avaliação do pH, ácidos orgânicos, compostos fenólicos e açúcares. A partir dos dados da 

citometria foi realizada a determinação do índice prebiótico para cada processo de fermentação. 

A Figura 3 expõe o desenho de execução do estudo. 

 

Figura 3 – Desenho de execução do estudo do potencial biotecnológico de leveduras 

isoladas de frutas da caatinga fermentadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoral, 2022. Legenda: MALDI-TOF - Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-

of-Flight Mass Spectrometry; TGI - Trato gastrointestinal; FISH - Hibridização por fluorescência in 

vitro; CFM - Citometria de fluxo multiparamétrica. 
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3.4 Processamento das amostras e fermentação 

 

A fermentação foi realizada conforme metodologia descrita por Amorim; Piccoli; 

Duarte (2018) com algumas modificações. Os frutos foram higienizados com água destilada 

estéril e descascados assepticamente em câmara de fluxo laminar. As cascas e sementes de 

graviola foram desprezadas e do umbu-cajá foram desprezadas apenas as sementes. 

A polpa fresca de cada fruta foi triturada separadamente com o auxílio de almofariz e 

pistilo e passadas por uma peneira de inox de uso doméstico com abertura de malha (mesh) 18 

para remover o excesso de fibra. Essas etapas foram realizadas em condições assépticas. 

Aproximadamente 400 mL de suco integral foram obtidos de cada tipo de fruta. As polpas 

foram mantidas à temperatura ambiente (25 ± 1 ºC) por 48 h para fermentação natural. 

Os valores de pH e sólidos solúveis totais (TSS) foram medidos nos tempos 0, 24 e 48 

h de fermentação natural. O pH foi avaliado com um medidor de pH (Quimis, São Paulo, Brasil) 

e o TSS foi determinado com um refratômetro manual (Vodex, modelo VX032SG). A acidez 

titulável (AT) foi medida por titulação (0,1 N NaOH) e expressa como % de ácido cítrico. Todas 

as medições seguiram os procedimentos da AOAC (AOAC, 2016). 

 

3.5 Contagens microbianas e isolamento de leveduras 

 

As contagens e isolamentos foram realizados com base em metodologia proposta por 

(FREIRE et al., 2017), com algumas modificações. Alíquotas (1 mL) foram coletadas de cada 

frasco de fermentação nos tempos 0, 24 e 48h para a realização das contagens de levedura e 

BAL e posterior isolamento de leveduras. Diluições seriadas de (10-1 a 10-6) foram realizadas e 

o plaqueamento de alíquotas de 0,1 mL de cada diluição foram realizadas em meios específicos 

para leveduras e BAL (bactérias láticas). 

Para a contagem e isolamento de leveduras foram utilizadas placas de Petri contendo o 

meio de cultura Yeast Peptone Dextrose (YPD) formulado com 1% de extrato de levedura (p/v), 

2% de peptona (p/v), 1,5% ágar (p/v) (Acumedia, Michigan, USA), 2% de D-glicose (p/v) 

(Dinâmica Química Contemporânea, São Paulo, Brazil), e pH 3,5, suplementado com 100 mg/L 

de cloranfenicol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) para a inibição do crescimento bacteriano. 

Para a contagem de BAL cada diluição foi inoculada em placas de Petri contendo ágar 

De Man Rogosa Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, Índia) suplementado com 50 mg/L de 

nistatina 85+% (Acros Organics, New Jersey, USA) para inibição do crescimento de leveduras. 
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Essas etapas foram realizadas sob condições assépticas. As placas foram incubadas a 30°C por 

72 h para leveduras e a 37°C por 48 h sob anaerobiose para BAL (Anaerogen, Oxoid Ltda., 

Wade Road, UK) com O2 <1%. Os resultados foram reportados como log de unidades 

formadoras de colônia por mililitro (log UFC/mL). 

As unidades formadoras de colônias (UFC) foram enumeradas em placas contendo de 

30 a 300 colônias, e a concentração de células foi expressa como log UFG/mL (SANTOS, 

LIBECK; SCHWAN, 2014) (Figura 4). As leveduras isoladas foram submetidas a análises 

macroscópicas e micro morfológicas e as características de tamanho da colônia, tipo, estrutura 

de borda, cor, textura, aparência, elevação, brilho e forma foram observadas. Assim, a 

purificação das colônias de leveduras foi feita com base na morfologia presente nas placas e a 

raiz quadrada do total de isolados de cada morfotipo de colônia foi calculada para subsequente 

purificação (SENGUN et al., 2009). 

 

Figura 4 – Placa de petri contendo leveduras 

 

Fonte: Autoral, 2022. 

 

Coloração simples com azul de metileno a partir de uma preparação a fresco e testes de 

verificação da capacidade de fermentação de carboidratos (maltose, glicose e sacarose) foram 

utilizados para a seleção dos isolados submetidos à identificação. Posteriormente, as culturas 

puras foram mantidas e subcultivadas até a identificação preliminar via MALDI-TOF MS e 

testes seguintes. 
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Todos os isolados foram armazenados em meio específico contendo 20% de glicerol e 

armazenados a - 80 °C (MIGUEL et al., 2017; RESENDE et al., 2018). 

 

3.6 Identificação preliminar via MALDI-TOF MS e seleção das cepas 

 

As leveduras selecionadas foram submetidas a identificação via Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (CARVALHO et 

al., 2017). As medições foram realizadas com um ultrafleXtreme MALDI-TOF MS (Bruker 

Daltonics, Bremen, Alemanha) equipado com um laser de granada de ítrio alumínio dopado 

com neodímio de 1000 Hz. 

Culturas de leveduras foram cultivadas por 18 h em placas de Petri utilizando meio de 

cultura específico, conforme descrito acima. Aproximadamente 1 µg de biomassa da placa de 

cultura foi adicionado a um microtubo contendo 6µl de ácido fórmico a 25% em água (v/v). As 

amostras foram agitadas por 60 segundos em vórtice e, em seguida, centrifugadas por 60 

segundos a 4000 g e temperatura ambiente. 

O sobrenadante de cada amostra (1 µl) foi colocado na placa de aço inoxidável MALDI-

TOF MS (aço polido alvo MSP 96; Bruker Daltonics). Quando a amostra estava quase seca na 

placa de aço inoxidável MALDI-TOF MS, 1 µl da solução de matriz de ácido a-ciano-4-

hidroxicinâmico (Fluka) saturado em uma solução orgânica foi adicionado e misturado 

suavemente. Posteriormente, as amostras secas ao ar foram analisadas por MALDI-TOF MS. 

Cada amostra de MALDI-TOF MS foi analisada em triplicata para testar a 

reprodutibilidade. Antes das análises, a calibração foi realizada com um padrão de teste (Bruker 

Daltonics) contendo um extrato de Escherichia coli DH5 alfa previamente preparado. Os 

espectros de massa foram processados com o pacote de software MALDI Biotyper 3.0 (Bruker 

Daltonics) para agrupamento estatístico e identificação microbiana. 

O MALDI Biotyper System utiliza a espectrometria de massa MALDI-TOF para a 

interpretação dos resultados. As pontuações de identificação foram determinadas da seguinte 

forma (+++) representa a identificação da espécie altamente provável (pontuações 2.300 a 

3.000); (++) representa a identificação segura do gênero, provável identificação da espécie 

(pontuações 2.000 a 2.299); (+) representa a provável identificação do gênero (escores 1.700 a 

1.999); e (-), que representa a identificação não confiável (pontuações de 0,000 a 1,699). 
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As cepas foram escolhidas segundo seus scores de identificação e suas potencialidades 

de aplicação de acordo com a literatura consultada para serem aplicadas em testes de 

fermentação (LUAN et al., 2018; SHI et al, 2019). 

 

3.7 Avaliação in vitro dos atributos de segurança das leveduras 

 

A segurança dos isolados foi investigada avaliando a hemólise, atividade de DNAse e a 

hidrólise de gelatina, conforme descrito por Fonseca et al. (2021a), com algumas modificações. 

Para todos os testes, a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 incubadas a 37°C por 48 h foi 

utilizada como controle positivo. 

 

3.7.1 Hemólise 

 

A atividade hemolítica foi determinada inoculando as cepas em placas de ágar sangue 

contendo 5% de sangue de ovelha após 48 h de incubação a 37°C. A ausência de efeito nas 

placas sanguíneas (γ-hemólise) foi considerada não hemolítica. As zonas verdes ao redor das 

colônias (α-hemólise) foram consideradas como atividade hemolítica parcial, e as cepas com 

áreas claras de hidrólise resultantes da lise das células sanguíneas ao redor das colônias foram 

classificadas como cepas hemolíticas (β-hemólise). 

 

3.7.2 Atividade de DNAse 

 

Para o teste de DNAse, as cepas foram semeadas no meio de ágar teste DNAse (Difco, 

EUA) e as placas foram incubadas a 30°C por 48 h. Após este tempo, uma solução de HCl 1 M 

foi adicionada à placa. Uma zona clara ao redor das colônias após a incubação foi considerada 

positiva para a produção de DNAse.  

 

3.7.3 Hidrólise de gelatina 

 

A produção de gelatinase por cepas foi analisada usando ágar triptona-neopeptonedextrose 

(TND) (17,0 g triptona, 3,0 g neopeptona, 2,5 g dextrose, 5,0 g NaCl, 2,5 g K2HPO4, 15 g ágar 

e 1 L de água destilada) contendo 0,4% de gelatina. As culturas leveduras foram inoculadas 

pontualmente em placas contendo o meio e incubadas a 30°C durante 48 horas. A produção da 
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enzima foi visualizada pela formação de um halo ao redor da colônia após a adição de uma 

solução saturada de sulfato de amônio para confirmar a hidrólise da gelatina. 

 

3.8 Aplicação tecnológica das leveduras na fermentação de polpas de frutas 

 

3.8.1 Fermentação das polpas de frutas 

 

As polpas de graviola e umbu-cajá foram obtidas de agricultores locais em estágio de 

maturação comercial. As frutas foram processadas sem adição de água ou conservantes nas 

plantas industriais da Fazenda Mangai (graviola) e Pé de Fruta (umbu-cajá) para obtenção das 

polpas. 

As cepas selecionadas para o experimento, Hanseniaspora opuntiae 125, Issatchenkia 

terricola 129 e Hanseniaspora opuntiae 148 foram inoculadas em 5 mL do meio de cultura 

YPD (mesma composição relatada na Seção 3.5, sem a adição de ágar) e incubadas a 30 ± 1 °C 

por 24 h. Após o período de incubação, as culturas de células de levedura foram centrifugadas 

(3500 g, 15 min, 4°C), lavadas duas vezes com água peptonada 0,1% estéril (HiMedia, Mumbai, 

Índia) e ressuspensas em 5 mL da mesma solução (FREIRE et al., 2017). Em seguida, 0,4 μL 

do inóculo (6 log UFC/mL) foi adicionado a 40 mL de polpa previamente pasteurizada a 80 ºC 

por 5 min e resfriada em banho de gelo (FONSECA et al., 2021b). 

As microfermentações foram realizadas em tubos de 50 mL com 40 mL de polpa de 

fruta em incubadora BOD (Caltech Indústria e Comércio LTDA, São Paulo, Brasil) a 14 °C por 

72 h de fermentação estática. Polpas sem adição de cepa de levedura foram utilizadas como 

controle. 

Os valores de pH foram avaliados nos tempos 0, 24, 48 e 72 h de fermentação conforme 

metodologia descrita anteriormente na Seção 3.4. Após o processo de fermentação, as amostras 

e controles foram submetidos à contagem de leveduras seguindo as metodologias relatadas na 

Seção 3.5. Após o processo de fermentação as amostras e seus controles não fermentados foram 

submetidos a condições simuladas do trato gastrointestinal (TGI). 

 

3.8.2 Condições simuladas do TGI e bioacessibilidade de compostos fenólicos 

 

A metodologia descrita por Minekus et al. (2014) foi utilizada para a realização da digestão 

in vitro das polpas de graviola e umbu-cajá fermentadas. 
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Para simular a fase oral o fluido salivar simulado (SSF) (3,5 mL) foi homogeneizado com 

as polpas fermentadas (5 g) e a mistura foi incubada a 37 ± 1°C por 2 min sob agitação (90 rpm) 

em uma incubadora de agitação orbital (Thoth Equipamentos, modelo 6420, Brasil) (Figura 4).  

 

Figura 5 – Frascos contendo amostras em incubadora orbital 

 

Fonte: Autoral, 2022. 

 

O SSF consistiu em uma solução de 975 μL de água e 25 μL de 0,3 M CaCl2 contendo 0,5 

mL de 1500 U/mL de α-amilase (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). O fluido gástrico simulado 

(SGF) (7,5 mL) foi adicionado em seguida para simular a digestão gástrica. A SGF consistiu 

numa mistura de 0,695 µL de água, 5 µL de 0.3 M CaCl2 e 1,6 mL de 2000 U/mL de pepsina 

suína (Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA). O pH foi ajustado (pH 3.0) usando HCl 1 M e a mistura 

foi incubada por 2 h a 37 ± 1°C com agitação. Ao final desse tempo a mistura gástrica (20 mL) 

foi adicionada com fluido intestinal simulado (SIF) (11 mL) e 2,5 mL de bile fresca (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA, 160 mM de bile fresca), 5,0 mL de solução de pancreatina 800 U/mL 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em solução SIF, 1,31 mL de água e 40 µL de CaCl2 0,3 M 

foram adicionados para simular a fase intestinal. O pH foi ajustado (pH 7,0) com NaOH 1 M e 

a mistura foi incubada a 37 ± 2°C por 2 h com agitação (90 rpm). Conforme a necessidade os 

valores de pH foram controlados e ajustados em cada etapa da digestão in vitro. 
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Os conteúdos finais das digestões foram dialisados de acordo com modificações nos 

procedimentos descritos por Guergoletto et al. (2016). Alíquotas foram colocadas em tubos de 

celulose regenerada para diálise (14 KDa cut-off, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 18 h 

contra NaCl 0,01 M a 5 ± 0,5 °C. Os fluidos foram trocados e após mais 2 h o processo foi 

encerrado. 

A bioacessibilidade dos fenólicos foi calculada de acordo com a Eq. (1) (RODRÍGUEZ-

ROQUE et al., 2013). Além disso, contagens para monitorar a viabilidade das leveduras foram 

realizadas antes da digestão in vitro, após a fase gástrica e ao final da digestão conforme descrito 

anteriormente na Seção 3.5. 

 

Bioacessibilidade (%) = (
𝐵𝐶 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐵𝐶 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
× 100)     Eq. (1) 

 

Onde BC intestinal refere-se à concentração de compostos fenólicos no final da digestão 

in vitro (fração bioacessível), e BC amostra refere-se à concentração fenólica do fruto antes da 

digestão in vitro. 

 

3.8.3 Análise de açúcares, ácidos orgânicos, compostos fenólicos e álcool 

 

As polpas de graviola e umbu-cajá fermentadas, as frações bioacessíveis provenientes da 

simulação do TGI e seus controles não-fermentados foram centrifugadas (3500 rpm/15 min) e 

o sobrenadante foi filtrado em um filtro Millex-HA de 0,45 μm (Millipore Co., Bedford, MA), 

conforme metodologia descrita por Coelho et al. (2018). 

Para a determinação de açúcares e ácidos orgânicos os filtrados foram analisados por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), utilizando-se cromatografia Agilent 

(modelo 1260 Infinity LC, Agilent Technologies, EUA) acoplada a detector de arranjo de 

diodos (DAD) e detector de índice de refração (DIR). As condições analíticas foram coluna 

Agilent Hi-Plex H (7,7 × 300 mm, 8 μm) e H2SO4 4 M em água ultrapura como uma fase 

móvel (taxa de fluxo 0,5 mL / min). 

Para quantificar os compostos fenólicos, 20 μL do extrato foram injetados no cromatógrafo 

conforme descrito por Padilha et al. (2017). A separação cromatográfica dos compostos 

fenólicos foi realizada utilizando uma coluna Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 × 4,6 mm, 3,5 

μm) e a pré-coluna Zorbax C18 (12,6 × 4,6 mm, 5 μm). A temperatura da coluna foi ajustada 

para 35°C e as fases móveis foram compostas por água acidificada (pH 2) com ácido fosfórico 
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0,1 mM/L (fase A) e metanol acidificado com ácido fosfórico 0,5% (fase B). A taxa de fluxo 

foi mantida a 0.8 mL/min. As aquisições de dados do DAD foram processadas usando o 

software OpenLAB CDS ChemStation EditionTM (Agilent Technologies). 

Os picos de açúcares, ácidos orgânicos e compostos fenólicos foram identificados pela 

comparação de seus tempos de retenção com os de padrões externos (Sigma Aldrich, St. Louis, 

EUA). Os seguintes padrões foram utilizados para a análise dos compostos fenólicos: cis-

resveratrol e trans-resveratrol da Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, EUA); ácidos 

clorogênico, gálico, siríngico, p-cumárico, cafeico e transcaftárico, catequina, epicatequina, 

hesperidina, naringenina, procianidina B1 e B2, delfinidina 3-glucosídeo, cianidina 3,5-

diglucosídeo, cianidina 3-glucosídeo, malvidina 3,5-diglucosídeo, malvidina 3-glucosídeo, 

pelargonidina 3,5-diglucosídeo da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA); e procianidina A2, 

kaempferol 3-glicosídeo, quercetina 3-glicosídeo, quercetina 3-rutinosídeo (rutina), miricetina, 

epicatequina galato, epigalocatequina galato, pelargonidina 3-glicosídeo, petunidina 3-

glicosídeo, e peonidina 3-O -glicosídeos da Extrasyntese (Genay, França). 

Para identificação dos ácidos orgânicos e açúcares os padrões utilizados foram glicose e 

frutose (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); maltose e ramnose (Chem Service, West Chester, 

EUA); e ácidos cítrico, tartárico, málico, succínico, lático, fórmico, acético, propiônico e 

butírico (Química Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). A quantificação foi feita por meio de curvas 

de calibração do padrão externo de acordo com os métodos validados descritos por Coelho et 

al. (2018) para açúcares e ácidos orgânicos, e Padilha et al. (2017) para fenólicos. 

Todos os compostos analisados apresentaram curvas de calibração com R2 ≥ 0,998. A 

pureza espectral de pico foi verificada usando a ferramenta Limiar para garantir a precisão da 

identificação em comparação com o padrão externo. 

Etanol foi analisado de acordo com Duarte et al. (2009). As análises foram realizadas com 

um sistema de CLAE (Shimadzu, modelo LC-10Ai, Shimadzu Corp., Tóquio, Japão), equipado 

com um sistema de detecção duplo composto por um detector de ultravioleta (SPD-10AI) e um 

detector de índice de refração (10A). Uma coluna de troca catiônica Shimadzu (Shim-pack 

SCR-101H, 7,9 mm × 30 cm) foi operada a 30 ° C utilizando ácido perclórico 100 mM (70%) 

como eluente, a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min e um volume de injeção de 20 μL. 

O etanol foi detectado por índice de refração e foi identificado comparando seus tempos de 

retenção com os de padrões certificados, tendo sido quantificado por meio da aplicação de curva 

de calibração obtida com o composto padrão (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). 
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3.8.4 Análise de compostos voláteis 

 

A concentração de compostos orgânicos voláteis nas polpas antes e depois de fermentadas 

foram determinados por microextração em fase sólida em modo headspace (HS-SPME) 

utilizando um cromatógrafo gasoso acoplado a espectrometria de massa (GCMS) Shimadzu 

QP-2010 SE de acordo com os métodos de Fonseca et al. (2021b). 

Foi utilizada uma coluna Carbowax 20 M (película de 30 m × 0,25 mm ID × 0,25 μm). A 

alíquota da amostra (3,0 mL) foi adicionada a um frasco de 20 mL e equilibrada por 15 min a 

60°C. 

Os compostos voláteis foram capturados usando um suporte automático SPME (Supelco, 

Bellafonte, PA, EUA) com uma fibra longa (2 cm) DVB/CAR/PDMS (50/30 µm). A fibra 

SPME foi introduzida na amostra por 30 min a uma profundidade constante. A temperatura foi 

mantida em 60ºC. Em seguida, os voláteis foram dessorvidos diretamente no forro do 

cromatógrafo a gás e mantidos a 230ºC por 2 min. O hélio foi usado como gás de arraste a uma 

taxa de fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura foi de 60ºC/5 min, aumentada para 230ºC a 

10ºC/min e mantida nesta temperatura por 15 min. 

Uma série de alcanos (C10-C40) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi usada para 

determinar o índice linear de retenção (LRI) para cada composto. Os dados foram analisados 

utilizando o software GCMSsolution (versão 4.4, Shimadzu Corporation, Japão) e o banco de 

dados NIST NIST/EPA/NIH 2014. 

A identificação química de cada volátil foi realizada comparando os espectros de MS com 

o conjunto de dados. O 4-nonanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) na concentração final de 

6,250 ng/mL foi utilizado como padrão interno para quantificar cada pico de acordo com a 

concentração relativa (ng/g). 

 

3.9 Sequenciamento genético das cepas selecionadas 

 

As cepas utilizadas na fermentação das polpas de graviola e umbu-cajá e preliminarmente 

identificadas via MALDI-TOF MS como Hanseniaspora opuntiae (Hanseniaspora opuntiae 

125), Issatckenkia terricola (Issatckenkia terricola 129) e Hanseniaspora opuntiae 

(Hanseniaspora opuntiae 148) foram submetidas ao sequenciamento genético para a 

confirmação das identificações. 
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O DNA de cada isolado foi extraído utilizando o QIAamp DNA Mini Kit, seguindo o 

protocolo “DNA Purification from Tissues” (Qiagen, Hilden, Germany). A região ITS foi 

amplificada utilizando os primers ITS1 e ITS4 (MANTER e VIVANCO, 2007). 

Os produtos da PCR foram enviados para sequenciamento na empresa ACTgene. As 

sequências foram comparadas com o banco de dados GenBank usando o programa Basic Local 

Alignment Tool (BLAST) (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD) para 

a identificação dos isolados. 

 

3.10 Avaliação dos efeitos das polpas fermentadas na fermentação colônica in vitro 

 

3.10.1 Inóculo fecal humano de adultos hipertensos de meia-idade 

 

O preparo do inóculo foi realizado a partir de amostras fecais frescas doadas por quatro 

voluntários adultos hipertensos (dois homens e duas mulheres, com idades entre 45 e 59 anos) 

após a aprovação do Comitê Institucional de Ética em Pesquisa com Seres Humanos 

(Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Paraíba, Brasil, parecer n° 5.315.511). 

Os critérios de inclusão estabelecidos foram pessoas sem doença gastrointestinal ou do 

cólon, que seguissem dieta onívora regular, sem uso de alimentos probióticos ou prebióticos 

concentrados e que não tivessem utilizado antibióticos durante os seis meses anteriores ao 

estudo. Além disso, eles foram diagnosticados com hipertensão, uma doença crônica não 

transmissível caracterizada por pressão arterial sistólica igual ou superior a 140 mm Hg e 

pressão arterial diastólica igual ou superior a 90 mm Hg sem o uso de medicação anti-

hipertensiva e avaliados por um profissional treinado (Barroso et al., 2021). 

Os doadores receberam instruções específicas para a coleta das amostras, além de um kit 

higiênico de coleta/ armazenamento adequado contendo máscara, luvas e frasco estéril. Após 

coletados, os frascos com as fezes foram dispostos em embalagem com sistema gerador de 

anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke Inglaterra) e encaminhadas ao laboratório. Em 

seguida, as amostras fecais foram misturadas em igual proporção (1:1:1:1) e diluídas na 

proporção de 1:10 com solução salina fisiológica modificada autoclavada (NaCl 8,5 g L−1, 

cisteína-HCl 0,5 g L−1, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) para obter uma suspensão fecal. 

A suspensão fecal foi homogeneizada sob agitação (200 rpm por 2 min) e filtrada utilizando 

gaze de tripla camada para a remoção de partículas maiores, sendo em seguida armazenadas em 
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frascos estéreis, sob condições anaeróbias, a 37 ± 1ºC (AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke 

Inglaterra) (HU et al., 2013; ANDRADE et al., 2020; MENEZES et al., 2021). 

 

3.10.2 Preparação de meios de cultura e fermentação colônica 

 

O meio nutriente basal para a fermentação colônica foi composto de 4,5 g L−1 de NaCl, 4,5 

g L−1 de KCl, 1,5 g L−1 de NaHCO3, 0,69 g L−1 de MgSO4, 0,8 g L−1 de L-cisteína, 0,5 g L−1 de 

KH2PO4, 0,5 g L−1 de K2HPO4, 0,4 g L−1 de sal biliar, 0,08 g L−1 CaCl2, 0,005 g L−1 de FeSO4, 

1 mL L−1 de Tween 80. Como indicador anaeróbio foi adicionado ao meio 4 mL L−1 de solução 

de resazurina (0.025%, v/v) e água destilada foi utilizada para a diluição dos componentes. O 

pH do meio basal foi ajustado para 6.8 com a adição de HCl (1M) (BIANCHI et al., 2010; 

ANDRADE et al., 2020). 

Para a fermentação fecal foram utilizadas culturas descontínuas de 40 mL compostas por 

40% de meio de crescimento (v/v), 40% do inóculo fecal humano (v/v) e 20% da polpa 

fermentada e digerida de graviola ou umbu-cajá (v/v). Como controles do experimento outras 

culturas descontínuas foram elaboradas com 20% de suspensão de Saccharomyces boulardii 

CNCM I-745 (Floratil®, Merck) (com contagem padronizada conforme a contagem de 106 

UFC/mL, correspondente à contagem de Issatchenkia terricola 129 na polpa fermentada 

digerida e dialisada) (v/v), ou sem adição de substrato/ cepa para comparação. Os tratamentos 

citados foram denominados respectivamente como: SOUR-IT129, UMB-IT129, SB(CNCM I-

745) e Controle. Em seguida ao preparo as culturas foram incubadas sob anaerobiose 

(AnaeroGen) por 48 horas a 37 ± 1 °C (HU et al., 2013; MENEZES et al., 2021). 

Alíquotas das culturas descontínuas correspondentes aos tratamentos SOUR-IT129, UMB-

IT129, SB(CNCM I-745) e Controle nos tempos 0, 24 e 48 horas foram coletadas para aferição 

do pH que foi realizada utilizando um pHmetro Testo 206-pH1 (Testo AG, Lenzkirch, 

Germany) e para as análises de açúcares, ácidos orgânicos e compostos fenólicos conforme a 

metodologia descrita na Seção 3.8.3. 

 

3.10.3 Abundância relativa de grupos bacterianos avaliados por fluorescência de 

hibridização in situ acoplada com citometria de fluxo multiparamétrica 

 

Os percentuais de grupos microbianos selecionados que se sucederam durante as 48 horas 

de fermentação foram analisados por meio da técnica de FISH com sondas oligonucleotídicas 
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selecionadas e projetadas para atingir regiões específicas do gene 16S rRNA desses 

microrganismos. Essa técnica foi combinada a CFM com o objetivo de avaliar a capacidade das 

polpas fermentadas em modular a microbiota intestinal humana durante a fermentação colônica 

in vitro (CONTERNO et al., 2019; MENEZES et al., 2021). 

As sondas utilizadas no experimento foram: Bif 164, específica para Bifidobacterium; Lab 

158, específica para Lactobacillus spp. – Enterococcus spp.; Bac 303, específica para 

Bacteroides spp. – Prevotella spp.; Erec 482, específica para Eubacterium rectale - Clostridium 

coccoides; e Chis 150, específica para Clostridium histolyticum. 

A seleção dos grupos bacterianos foi baseada na sua representatividade na microbiota fecal 

e sua associação com respostas metabólicas positivas ou negativas (MEDEIROS et al., 2021). 

Além disso, estes grupos têm sido utilizados como marcadores em estudos anteriores que 

avaliam o impacto da administração de ingredientes funcionais na microbiota intestinal 

(ALBUQUERQUE et al., 2021; MASSA et al., 2022; MEDEIROS et al., 2021; MENEZES et 

al., 2021). 

Para a execução do experimento as sondas foram marcadas com o corante fluorescente Cy3 

(Sigma-Aldrich) (RODRIGUES et al., 2016; MENEZES et al., 2021) e o marcador SYBR 

Green (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi utilizado para a marcação da fita 

dupla de DNA para enumeração da população total de bactérias de cada grupo avaliado 

(CONTERNO et al., 2019). 

A estabilização da estrutura celular das culturas foi realizada nos tempos 0, 24 e 48 horas 

utilizando alíquotas de 375 μL que foram fixadas a 4 ºC (overnight) com 1125 μL de solução 

de paraformaldeído filtrada (4%, p/v). Em seguida as alíquotas foram centrifugadas (10000 × 

g, 5 minutos, 4 °C), lavadas duas vezes com PBS 1 M (10000 × g, 5 minutos, 4 °C), ressuspensas 

em 300 μL de PBS:etanol 99% (1:1 v/v), filtradas com filtro de membrana com poro de tamanho 

0,45 μm (Whatman®) e armazenadas a -20 ºC. 

A hibridização in situ foi realizada por meio da diluição de 10 μL da suspensão de células 

fixadas em 190 μL de PBS 1X (Gibco, Gaithersburg, EUA; pH 7,2) seguida de centrifugação a 

4000 × g por 15 minutos a 4 °C e descarte do sobrenadante. A células foram então ressuspensas 

em 200 μL de tampão Tris-EDTA (100 mM Tris-HCl e 50 mM EDTA; pH 8,0) e centrifugadas 

sob as mesmas condições anteriormente citadas. 

As amostras foram tratadas com lisozima (1 mg/mL) diluída em 200 μL de Tris-EDTA e 

incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente (25 ± 0,5 °C) em local escuro para 
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promover a permeabilização das células que então receberam as sondas Lab 158 e Bif 164, e 

foram centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 4 °C). 

As amostras foram então ressuspensas em 45 μL de tampão de hibridização composto por 

0,9 M de NaCl, 20 mM de Tris-HCl (pH 7.5) e 0.1% de dodecil sulfato de sódio (DSS) (p/v) e 

foram adicionadas 5 μL de sonda oligonucleotídica fluorescente (50 ng/μL) sendo mantidas no 

escuro e na temperatura de hibridização apropriada para cada sonda (45°C para Bac 303 ou 50 

°C para as demais sondas). 

Após o período de 4 horas as amostras foram centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 25 °C), 

ressuspensas em 200 μL de tampão de hibridização sem adição de DSS e mantidas no escuro 

por 30 minutos sob temperatura de lavagem apropriada para cada sonda (45 ou 50 °C, conforme 

citado anteriormente) para a retirada das sondas não ligadas. 

As amostras foram novamente centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 25 °C), ressuspensas 

em 200 μL de PBS 1X e 20 μL de SYBR Green (1:1000 solução estoque diluída em dimetil 

sulfóxido ≥99,9%, Sigma-Aldrich), incubadas por 10 minutos no escuro sob temperatura 

ambiente (25 ± 0,5 °C), centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 25 °C) e ressuspensas com 200 

μL de PBS 1X. 

Para cada amostra preparada também foi elaborada uma amostra em branco (sem a sonda 

oligonucleotídica e sem SYBR Green), e uma amostra marcada somente com SYBR Green 

utilizando o mesmo método das amostras hibridizadas, com o objetivo de definir um limiar de 

detecção para o citômetro de fluxo (BD Accuri C6, New Jersey, EUA) permitindo revelar a 

potencial autofluorescência das amostras e excluindo falsos positivos. 

O princípio da CFM consiste na passagem dos sinais fluorescentes das células individuais 

através de uma zona de laser, sendo coletados como sinais logarítmicos (medidas da área de 

pulso) pelos canais FL1 (SYBR Green) e FL2 (Lab 158, Bif 164, Bac 303, Chis 150 e Erec 

482). A configuração foi realizada de modo que as amostras em baixo fluxo, com nível limite 

para dispersão direta (FSC) ajustado para 30 000 e com total de 10 000 eventos coletados para 

cada amostra. 

O software BD Accuri C6 (Becton Dickinson and Company) foi utilizado para o registro 

dos citogramas de emissão de fluorescência. Os resultados foram expressos como abundância 

(porcentagem relativa) de células de grupo bacteriano hibridizadas por cada sonda Cy3 

específica (registrados como eventos fluorescentes) comparados ao total de bactérias 

enumeradas com a coloração SYBR Green (CONTERNO et al., 2019). 
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3.10.4 Determinação do índice prebiótico 

 

A determinação do índice prebiótico foi feita após o cálculo da abundância relativa 

(porcentagem) de cada grupo bacteriano medido com base nos resultados do FISH-CFM 

(ALBUQUERQUE et al., 2021) para o qual se utilizou a seguinte equação: 

 

Índice prebiótico = %Lab + %Bif – %Bac – %Chis – %Erec   Eq. (2) 

 

onde %Lab = (Lactobacillus spp./Enterococcus spp. abundância relativa em 24 ou 48 h) – 

(abundância relativa desse grupo bacteriano no tempo zero); %Bif = (abundância relativa de 

Bifidobacterium spp. em 24 ou 48 h) – (abundância relativa desse grupo bacteriano no tempo 

zero); %Bac = (abundância relativa de Bacteroides spp./Prevotella spp. em 24 ou 48 h) – 

(abundância relativa desse grupo bacteriano no tempo zero); %Chis = (abundância relativa de 

C. histolyticum em 24 ou 48 h) – (abundância relativa desse grupo bacteriano no tempo zero); 

e %Erec = (relative abundância de E. rectale/C. coccoides em 24 ou 48 h) – (abundância relativa 

desse grupo bacteriano no tempo zero). 

Resultados positivos para o índice prebiótico indicam uma modulação benéfica global da 

microbiota intestinal, enquanto resultados negativos indicam uma modulação geral indesejável 

(ALBUQUERQUE et al., 2021, GUNATHILAKEA et al., 2018). 

 

3.11 Análises estatísticas 

 

As análises foram realizadas em triplicata e em três experimentos distintos. Os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão. Os dados foram analisados por meio de análise 

de variância (ANAVA) e teste de Tukey ou teste-t de Student considerando p < 0.05. Os dados 

obtidos também foram submetidos à análise de componentes principais (ACP) utilizando a 

correlação de Pearson. As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software 

XLSTAT® 2021.4.1 (Addinsoft™, Paris, França). 
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4 RESULTADOS 

 

Os resultados da tese são apresentados na forma de dois artigos originais, dispostos em 

APÊNDICES. O primeiro artigo intitulado como “Yeasts from fermented Brazilian fruits as 

biotechnological tools for increasing phenolics bioaccessibility and improving the volatile 

profile in derived pulps” foi aceito para publicação na revista Food Chemistry, cujo fator de 

impacto é de 9.231 (2022). O segundo artigo intitulado “Effects of fermented soursop and 

umbu-cajá pulps on the colonic microbiota of middle-aged hypertensive adults” foi aceito para 

publicação na revista Food Bioscience, cujo fator de impacto é de 5.318 (2022). 

No apêndice A estão descritos os resultados do primeiro artigo original desta tese, e 

trata-se do uso de leveduras provenientes da fermentação de frutas da caatinga brasileira na 

fermentação de polpa de graviola e umbu-cajá, bem como sua caracterização microbiológica, 

química (açúcares, ácidos orgânicos, álcool, compostos voláteis e fenólicos) e seus efeitos sobre 

a bioacessibilidade de compostos fenólicos. Frutos do Bioma Caatinga têm sido pouco 

explorados como fonte de leveduras biotecnológicas. Este estudo isolou leveduras de frutos da 

Caatinga fermentados naturalmente e avaliou Hanseniaspora opuntiae 125, Issatchenkia 

terricola 129 e Hanseniaspora opuntiae 148 na fermentação de polpas de graviola e umbu-cajá. 

Todas as cepas foram capazes de fermentar as polpas (72 h), aumentando (p < 0,05) o ácido 

acético, a concentração de fenólicos e a bioacessibilidade, e mantendo contagens acima de 7 

log UFC/mL após fermentação e/ou digestão in vitro. H. opuntiae 125 apresentou as maiores 

contagens (8,43 – 8,76 log UFC/mL; p < 0,05) nas polpas e, maior produção de ácidos 

orgânicos, maior sobrevivência à digestão e maior bioacessibilidade de vários compostos 

fenólicos (p < 0,05) no umbu- polpa de caixa. I. terricola 129 e H. opuntiae 148 apresentaram 

maior atividade metabólica, concentração e bioacessibilidade de fenólicos específicos nas 

polpas de umbu-cajá e graviola, respectivamente (p < 0,05). Os voláteis variaram (p < 0,05) 

com a cepa de levedura. De maneira geral, o desempenho biotecnológico da levedura para 

fermentação da polpa foi melhor em sua fonte de fruta. 

No apêndice B é apresentado o segundo artigo que teve por objetivo avaliar os efeitos 

das polpas fermentadas de graviola e umbu-cajá na modulação na microbiota intestinal humana 

de adultos hipertensos de meia-idade abordando também a evolução do pH e o perfil de 

metabólitos (açúcares, ácidos orgânicos e compostos fenólicos) durante o processo de 

fermentação colônica in vitro. Os efeitos das polpas de graviola e umbu-cajá fermentadas pela 

levedura Issatchenkia terricola 129 sobre a microbiota colônica de adultos hipertensos de meia-
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idade foram avaliados durante 48 h de fermentação in vitro. A abundância relativa de grupos 

bacterianos distintos, valores de pH e teores de açúcares, ácidos orgânicos e compostos 

fenólicos foram avaliados em 0, 24 e 48 h de fermentação. Saccharomyces boulardii CNCM I-

745, uma levedura com reconhecidas propriedades probióticas, foi utilizada para fins de 

comparação. Durante a fermentação colônica, maltose, glicose e frutose foram transformadas, 

resultando em valores de pH reduzidos e uma menor abundância relativa de Bacteroides spp./ 

Prevotella spp. Os efeitos sobre a microbiota colônica foram menos pronunciados para S. 

boulardii seguido pela polpa de umbu-cajá com I. terricola 129. A polpa de graviola fermentada 

com I. terricola 129 melhorou a microbiota por aumentar a abundância relativa de Lactobacillus 

spp. e Bifidobacterium spp. e reduzir a abundância relativa de Eubacterium rectale/Clostridium 

coccoides e Clostridium histolyticum, resultando no maior índice prebiótico entre os produtos 

testados. Ao mesmo tempo, observou-se o consumo de ramnose e ácido gálico e maiores teores 

de ácidos acético e propiônico e procianidina B2.  

Assim, nossos achados demonstram pela primeira vez que fenólicos derivados de frutas 

da Caatinga brasileira podem ser biotransformados por leveduras isoladas de fermentação 

natural transformando-os em fenólicos mais bioacessíveis. Além disso, as alterações positivas 

ocorridas na abundância dos grupos da microbiota intestinal indicam efeitos benéficos ao 

público hipertenso de meia-idade. 
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Supplementary table 

 

Table S1. Viable cell counts of H. opuntiae 125, I. terricola 129 or H. opuntiae 148 in soursop and umbu-cajá fruit pulps before and after 

fermentation. 

Sample Treatments (log CFU/g) 
Time (h)  

0 72 

Soursop H. opuntiae 125 6.42 ± 0.09Ab 8.76 ± 0.03Aa 

 I. terricola 129 6.31 ± 0.03Ab 7.31 ± 0.05Ca 

 H. opuntiae 148 6.44 ± 0.05Ab 7.74 ± 0.04Ba 

Umbu-cajá H. opuntiae 125 6.40 ± 0.05Ab 8.43 ± 0.05Aa 

 I. terricola 129 6.47 ± 0.03Ab 8.08 ± 0.01Ba 

 H. opuntiae 148 6.32 ± 0.07Ab 7.70 ± 0.04Ca 

Values are expressed as the mean ± standard deviation in Log CFU/g; Fermented pulps (H. opuntiae 125, I. terricola 129 or H. opuntiae 148); n=9. A-C: 

different capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) among treatments for the same fruit pulp, according to the Tukey test; a-b: different 

lowercase letters on the same row denote differences (p< 0.05) in the same treatment for fermentation time, according to the t-test. 
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Supplementary figures 

 

Fig. S1. Area percentage of volatiles group identified by GC-MS in fermented pulps and 

respective controls. 
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Fig. S2. Principal component analysis (PCA) of groups of volatile compounds in fruit pulps: 

volatile compound (circles) and formulations (vectors). (A) soursop pulp, (B) umbu-cajá pulp. 
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Fig. S3. Principal component analysis (PCA) of the phenolic compounds in fruit pulps after 

Varimax transformation (D): phenolics compounds and bioaccessible phenolic compounds (B) 

(vectors) and formulations (circles). (A) both fruits, (B) soursop pulp, (C) umbu-cajá pulp. 
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(C) 

UMB-CONT (umbu pulp, no yeast), UMB-IT129 (umbu pulp, I. terricola 129), UMB-HO148 (umbu 

pulp, H. opuntiae 148), UMB-HO125 (umbu pulp, H. opuntiae 125), SOUR-CONT (soursop pulp, no 

yeast), SOUR-IT129 (soursop pulp, I. terricola 129), SOUR-HO148 (soursop pulp, H. opuntiae 148), 

SOUR-HO125 (sousrop pulp, H. opuntiae 125). 
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APÊNDICE B – ARTIGO II 

 

“Effects of fermented soursop and umbu-cajá pulps on the colonic microbiota of middle-aged 

hypertensive adults” 

Artigo publicado no periódico Food Bioscience. 
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Supplementary tables 

 

Table S1. Physicochemical parameters of fruit pulps fermented by I. terricola 129. 

Sample Treatment pH 
Total soluble 

solids (°Brix) 

Titratable acidity 

(% citric acid) 

Soursop Control 3.74±0.01A 12.33±0.12A 0.81±0.03A 

 I. terricola 129 3.69±0.02A 12.33±0.12A 0.81±0.02A 

Umbu-cajá Control 2.50±0.02A 12.33±0.12A 1.70±0.01A 

 I. terricola 129 2.53±0.02A 12.40±0.00A 1.69±0.03A 

Control - non-fermented pulp; Values are expressed as the mean ± standard deviation; n=9. 

A: different capital letters in the same column denote differences (p < 0.05) between different treatments 

for the same fruit pulp, based on Tukey’s test. 
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Table S2 External standard used to quantify phenolic compounds, sugars, and organic acids. 

Compound Brand  

Phenolic compounds  

cis-resveratrol and trans-resveratrol Cayman Chemical Company (Ann Arbor, 

MI, USA) 

chlorogenic, gallic, syringic, p-coumaric, 

caffeic and caftaric acids, catechin, 

epicatechin, hesperidin, naringenin, 

procyanidin B1 and B2, delphinidin 3-

glucoside, cyanidin 3,5-diglucoside, 

cyanidin 3-glucoside, malvidin 3,5- 

diglucoside, malvidin 3-glucoside, and 

pelargonidin 3,5-diglucoside 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, USA) 

procyanidin A2, kaempferol 3-glycoside, 

quercetin 3-glycoside, quercetin 3-rutinoside 

(rutin), myricetin, epicatechin gallate, 

epigallocatechin gallate, pelargonidin 3-

glycoside, petunidin 3-glycoside, and 

peonidine 3-O-glycosides 

Extrasynthesis (Genay, France) 

Sugars  

glucose and fructose Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, USA) 

maltose and rhamnose Chem Service (West Chester, PA, USA) 

Organic acids  

citric, tartaric, malic, succinic, lactic, formic, 

acetic, propionic, and butyric acids 

Química Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil) 

All standards had a purity level of ≥ 98%. 
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Table S3. Identification code of yeast isolate, partial sequence, species identified, and accession 

number in the corresponding GenBank. 

Code Sequence 
Species 

identified 

Access 

number*  

129 AAACTTTCAACAACGGATCTCTTG

GTTCTCGCATCGATGAAGAGCGC

AGCGAAATGCGATACCTAGTGTG

AATTGCAGCCATCGTGAATCATC

GAGTTCTTGAACGCACATTGCGC

CCCCTGGTATTCCGGGGGGCATG

CCTGTTTGAGCGTCGTTTCTATCT

CACGCAAGTGGAGCTGGCCCGGC

CTTGGCCCCGCCGAAAAGAAACG

AGGGCGAAGCGAACTATGTTGTG

CGCCGACCCCAGCTATCAAGCTC

GACCTCAAATCAGGTAGGAATAC

CCGCTGAACTTAAGCATATCAAT

AAGCGGAGGA 

Issatchenkia 

terricola 

KP132531.1 

*Database access number of Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP132531.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=FD0GU2HA016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Table S4. Alterations (increase or decrease) in the relative abundance of distinct bacterial 

groups in the treatments SOUR-IT129, UMB-IT129, SB (CNCM I-745), and control at time 24 

and 48 h of in vitro colonic fermentation. 

Bacterial group Samples 
Fermentation (time) 

24 h* 48 h* 

Lactobacillus spp./ 

Enterococcus spp. 

(Lab 158) 

SOUR-IT129 6.07 (1.24) 199.93 (1.53) 

UMB-IT129 72.09 (1.39) 82.86 (1.53) 

SB(CNCM I-745) -66.40 (0.61) -22.39 (0.62) 

Control -37.33 (0.78) -56.38 (0.61) 

Bifidobacterium spp. 

(Lab 164) 

SOUR-IT129 859.58 (9.45) 708.46 (7.65) 

UMB-IT129 195.82 (4.15) 288.15 (4.61) 

SB(CNCM I-745) 138.28 (3.04) 155.88 (5.84) 

Control 26.72 (2.45) 215.31 (4.83) 

Bacteroides spp./ 

Prevotella spp. 

(Bac 303) 

SOUR-IT129 -30.69 (0.06) -20.25 (0.26) 

UMB-IT129 102.47 (0.10) 29.41 (0.08) 

SB(CNCM I-745) -24.25 (0.03) -75.60 (0.28) 

Control -71.67 (0.21) -87.35 (0.05) 

C. histolyticum 

(Chis 150) 

SOUR-IT129 -44.98 (±0.49) -60.48 (0.74) 

UMB-IT129 311.72 (1.35) 175.81 (0.55) 

SB(CNCM I-745) 143.40 (1.11) -15.73 (0.08) 

Control -33.47 (±0.59) -66.77 (±0.04) 

E. rectale/ C. coccoides 

(Erec 482) 

SOUR-IT129 -50.03 (0.37) -74.89 (0.86) 

UMB-IT129 238.78 (1.02) 155.05 (0.64) 

SB(CNCM I-745) -9.80 (1.18) -28.01 (0.18) 

Control -26.76 (0.12) -67.37 (0.34) 

Values are expressed as average of three independent experiments performed in triplicate. Standard 

deviation expressed between bracts. *Results are expressed in percentage and are relative to the 

comparison between the abundances at time 24 or 48 with time zero. SOUR-IT129 (soursop pulp 

fermented with I. terricola 129), UMB-IT129 (umbu-cajá pulp fermented with I. terricola 129), SB 

(CNCM I-745) (S. boulardii CNCM I-745), and control. 
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Table S5. Correlation matrix (Pearson) between different SCFA values, phenolic compounds, and relative abundances of bacterial groups during 

in vitro colonic fermentation. 

Variables 
Citric 

acid 

Tartaric 

acd 

Succinic 

acd 

Formic 

acid 

Acetic 

acid 

Propionic 

acid 
Catechin Procyanidin B2 

Gallic 

acid 
Lab Bif Bac Chis Erec 

Citric acid 1.00 0.94 0.58 0.60 -0.88 -0.29 -0.51 -0.87 0.63 -0.55 -0.67 -0.20 -0.30 -0.26 

Tartaric acid 0.94 1.00 0.49 0.51 -0.98 -0.31 -0.77 -0.94 0.73 -0.59 -0.73 -0.21 -0.33 -0.28 

Succinic acid 0.58 0.49 1.00 -0.18 -0.48 -0.69 -0.08 -0.23 -0.18 0.15 -0.11 -0.63 -0.65 -0.61 

Formic acid 0.60 0.51 -0.18 1.00 -0.40 0.25 -0.32 -0.70 0.76 -0.55 -0.75 0.60 0.50 0.51 

Acetic acid -0.88 -0.98 -0.48 -0.40 1.00 0.37 0.82 0.90 -0.69 0.54 0.67 0.29 0.41 0.36 

Propionic acid -0.29 -0.31 -0.69 0.25 0.37 1.00 0.24 0.20 0.26 -0.34 0.31 0.28 0.28 0.24 

Catechin -0.51 -0.77 -0.08 -0.32 0.82 0.24 1.00 0.81 -0.74 0.49 0.72 -0.02 0.07 0.03 

Procyanidin B2 -0.87 -0.94 -0.23 -0.70 0.90 0.20 0.81 1.00 -0.86 0.69 0.88 -0.08 0.02 -0.03 

Gallic acid 0.63 0.73 -0.18 0.76 -0.69 0.26 -0.74 -0.86 1.00 -0.79 -0.73 0.27 0.17 0.20 

Lab -0.55 -0.59 0.15 -0.55 0.54 -0.34 0.49 0.69 -0.79 1.00 0.44 0.04 0.03 -0.03 

Bif -0.67 -0.73 -0.11 -0.75 0.67 0.31 0.72 0.88 -0.73 0.44 1.00 -0.45 -0.37 -0.43 

Bac -0.20 -0.21 -0.63 0.60 0.29 0.28 -0.02 -0.08 0.27 0.04 -0.45 1.00 0.97 0.95 

Chis -0.30 -0.33 -0.65 0.50 0.41 0.28 0.07 0.02 0.17 0.03 -0.37 0.97 1.00 0.99 

Values in bold are different from 0 with a significance level α=0.05. SCFA = short-chain fatty acid. Bif: Bifidobacterium spp.; Lab: Lactobacillus 

spp./Enterococcus spp.; Bac: Bacteroides spp./Prevotella spp.; Erec: Eubacterium rectale/Clostridium coccoides; and Chis: Clostridium histolyticum. 
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Supplementary figure 

 

Fig S1. Relative abundance within the measured bacterial groups during in vitro human 

colonic fermentation in in the treatments SOUR-IT129, UMB-IT129, SB (CNCM I-745), and 

Control at time zero, 24 and 48 h. 

 
 
SOUR-IT129: soursop pulp fermented with I. terricola 129; UMB-IT129: umbu-cajá pulp fermented 

with I. terricola 129; SB (CNCM I-745): S. boulardii CNCM I-745; Control: only with the addition of 

fecal inoculum. Lab: group of Lactobacillus spp./Enterococcus spp., Bif: Bifidobacterium spp., Bac: 

Bacteroides spp./Prevotella spp., Chis: Clostridium histolyticum, and Erec:  Eubacterium 

rectall/Clostridium coccoides. 
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ANEXO A – PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Prezado (a) Senhor (a) 

 

Esta pesquisa é sobre a avaliação do potencial biotecnológico de leveduras isoladas a partir 

graviola e umbu-cajá naturalmente fermentadas e está sendo desenvolvida pela pesquisadora Elvira de 

Lourdes Chaves Macêdo, aluna do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Nutrição, da 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB), sob a orientação da Profa. Dra. Marciane Magnani, professora 

do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Nutrição do Departamento de Nutrição (UFPB).  

Os objetivos do estudo são avaliar o potencial biotecnológico de leveduras isoladas a partir 

graviola e umbu-cajá naturalmente fermentadas. A realização desta pesquisa trará informações 

científicas atualmente escassas no campo de estudo acerca do potencial biotecnológico de leveduras 

isoladas a partir de fontes autóctones. A pesquisa apresenta abordagem inovadora considerando os 

aspectos tecnológicos e econômicos, por utilizar frutas do bioma Caatinga ainda pouco exploradas. Ela 

poderá definir benefícios da fermentação dessas frutas com leveduras autóctones como meio para 

melhoria do perfil nutricional, principalmente no que diz respeito à bioacessibilidade de compostos 

fenólicos. Além disso, avaliará os efeitos desses produtos fermentados na modulação na microbiota 

intestinal humana in vitro tendo potencial de gerar produtos derivados com maior valor agregado. A 

execução deste projeto de tese apresenta a possibilidade de gerar informações que subsidiem a 

elaboração de produtos com características funcionais.  

Os conhecimentos obtidos neste estudo fornecerão conceitos fundamentais sobre uso de 

leveduras para a fermentação aumentando a bioacessibilidade de compostos específicos. Além disso, a 

realização da pesquisa possibilitará identificar efeitos benéficos promotores de saúde a partir do 

consumo dos fermentados de fruta, gerando informações de interesse para elaboração de novos produtos 

funcionais, aspecto de corrente interesse à indústria alimentícia e a comunidade que busca por consumo 

de uma alimentação com efeitos benéficos para a saúde.  

Em virtude que este TCLE se encontra em mais de uma página, as demais serão rubricadas pelo 

pesquisador e sujeito da pesquisa.  

Solicitamos a sua colaboração para realizar a doação de material fecal, o qual será colhido no 

referido dia e armazenado em frasco anaeróbio cedido pelos envolvidos na pesquisa, como também sua 

autorização para apresentar os resultados deste estudo em eventos da área de saúde e, eventualmente, 

publicação em revista científica. Por ocasião da publicação dos resultados, seu nome será mantido em 
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sigilo. Informamos que essa pesquisa não oferece riscos, previsíveis, para a sua saúde, uma vez que os 

resultados obtidos servirão de base para definir os efeitos da interação dos fermentados de graviola e 

umbu-cajá com a microbiota colônica. 

Esclarecemos que sua participação no estudo é voluntária e, portanto, o(a) senhor(a) não é 

obrigado(a) a fornecer as informações e/ou colaborar com as atividades solicitadas pela Pesquisadora. 

Caso decida não participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, não sofrerá 

nenhum dano. 

Os pesquisadores estarão a sua disposição para qualquer esclarecimento que considere 

necessário em qualquer etapa da pesquisa. 

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu consentimento para 

participar da pesquisa e para publicação dos resultados. Estou ciente que receberei uma cópia desse 

documento. 

______________________________________ 

Assinatura do Participante da Pesquisa 

 

______________________________________ 

Assinatura da Testemunha 

Contato do Pesquisador (a) Responsável:  

Caso necessite de maiores informações sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora: Elvira 

de Lourdes Chaves Macêdo. 

Endereço (Setor de Pesquisa): Laboratório de Processos Microbianos em Alimentos, Departamento de 

Engenharia de Alimentos da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), Campus I, - Cidade 

Universitária – CEP 58051-900 – João Pessoa – PB Telefone: (83) 3216-7576 

 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba 

Campus I - Cidade Universitária - 1º Andar – CEP 58051-900 – João Pessoa/PB  

 (83) 3216-7791 – E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br 

 

Atenciosamente, 

___________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 


