UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO HUMANA

MARIA CAROLINA MESQUITA DOS SANTOS

BEBIDA DE GRAO-DE-BICO E COCO FERMENTADA POR Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei LBC 81 ELABORADA COM DIFERENTES TEORES DE ACUCAR

BRASILIA
2020



MARIA CAROLINA MESQUITA DOS SANTOS

BEBIDA DE GRAO-DE-BICO E COCO FERMENTADA POR Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei LBC 81 ELABORADA COM DIFERENTES TEORES DE ACUCAR

Dissertacdao apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo
em Nutricdo Humana da Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade de Brasilia, como requisito para
obtencado do titulo de Mestre em Nutrigdo Humana.

Orientadora: Profa. Dra. Raquel Braz Assun¢ao Botelho

Coorientadora: Profa Dra. Eliana dos Santos Leandro

BRASILIA
2020



MARIA CAROLINA MESQUITA DOS SANTOS

BEBIDA DE GRAO-DE-BICO E COCO FERMENTADA POR Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei LBC 81 ELABORADA COM DIFERENTES TEORES DE ACUCAR

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Nutricdo Humana da
Faculdade de Ciéncias da  Saude,
Universidade de Brasilia, como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em
Nutricdo Humana.

Aprovada em:

MEMBROS DA BANCA

Profa. Dra. Raquel Braz de Assung¢ao Botelho
(Presidente da Banca — Universidade de Brasilia)

Profa. Dra. Sandra Fernandes Arruda
(Membro Interno — Universidade de Brasilia)

Profa. Dra. Sascha Habu
(Membro Externo — Universidade Tecnologica Federal do Parand)

Prof. Dr. Marcio Antonio Mendonga
(Suplente — Universidade de Brasilia)

BRASILIA
2020



Maria Carolina Mesquita dos Santos

Bebida de grao-de-bico e coco fermentada por Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei LBC 81 elaborada com diferentes teores de acucar/ Maria Carolina
Mesquita dos Santos

Dissertagdao de mestrado/ Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia.
Brasilia, 2020.

Area de Concentracdo: Nutricdo Humana

Orientadora: Dra. Raquel Braz de Assun¢ao Botelho

Coorientadora: Dra. Eliana dos Santos Leandro

1.Bactéria lactica 2.Probidtico 3.Bebida fermentada 4. Bebida vegetal 5.Grao-de-
bico 6.Coco.




AGRADECIMENTOS

Primeiro quero agradecer a Deus por me dar equilibrio e forga para chegar até aqui. Nada foi
facil, sei que ao longo desse processo o Senhor me fez compreender que, quando damos tudo
de si, podemos chegar a lugares além do imaginado.

Agradeco imensamente a minha familia, em especial minha mae Eliane Mesquita e ao meu
pai Genildo Lopes, parte dessa conquista devo a vocés. Obrigada pelo incentivo, por
acreditarem no meu potencial, quando existiam duvidas por minha parte. Obrigada por
sempre estarem do meu lado e me compreenderem. Vocés sdo a maior inspiragdo de que
através de muito esforco, persisténcia e coragem, podemos sim fazer dos sonhos realidade.
Amo voces, sei que desde o inicio fizeram o melhor por mim.

Quero agradecer ao meu namorado Gabriel Paiva, pelas palavras de conforto, por me trazer
calmaria e por sempre me incentivar. Obrigada por estar ao meu lado e comemorar cada meta
comprida como fizesse parte das suas. Obrigada por me deixar compartilhar os momentos
dessa trajetoria com voce.

Agradeco a minha orientadora Raquel Botelho e coorientadora Eliana Leandro, por confiarem
no meu trabalho e por me incentivarem. O conhecimento adquirido ao lado de vocés neste
processo ndo se pode mensurar, vocés sdo indubitavelmente o melhor exemplo de
profissionais, além de amarem o que fazem, compartilham as experiéncias e sabedoria da
melhor forma. Obrigada por toda paciéncia e por me darem a honra de produzirmos ciéncia
juntas. Me espelho em vocés!

Meu muito obrigada a todos os professores que me auxiliaram, mas principalmente aos
professores Ernandes de Alencar e Marcio Mendonga, por generosamente abrirem as portas
do Laboratorio de Analise de Alimentos para mim e fazerem dos periodos de analises,
momentos de descontragcdo. Ao lado de vocés esse processo se tornou mais leve.

Agradeco as minhas amigas Isabela, Priscila, Fernanda e Lilian, por escutarem meus
desabafos, por me ajudarem e compreenderem como ninguém os desafios enfrentados nesta
caminhada. Obrigada meninas, por me apoiarem de tal forma a me fazer sentir que nunca
estive sozinha nessa.

Obrigada a todos os técnicos de laboratorio do Departamento de Nutricdo, que gentilmente
me auxiliaram nas andlises deste trabalho, e a aluna Noemi por toda ajuda nesta fase.

Muito obrigada a CAPES pela bolsa de estudos e principalmente ao Programa de Pos-
graduacao em Nutricdo Humana por toda experiéncia vivida e conhecimento adquirido.

Meu muito obrigada a todos!



Vi

“Ndo se acomode diante das situagoes, coloque dedicagdo
e tenha for¢a de vontade. Esse é o segredo do sucesso.”

Genildo Lopes



Vi

RESUMO

As bebidas vegetais constituem um mercado global em constante expansdo, devido a busca por
alternativas ao leite de vaca e o aumento do niimero de vegetarianos e veganos. A fermentagdo dessas
matrizes por bactérias lacticas pode agregar maior funcionalidade ao produto, em decorréncia do
aprimoramento das caracteristicas nutricionais, sensoriais ¢ de seguranca do alimento, além do
surgimento de componentes bioativos com efeitos benéficos para a satide. A preocupacdo com a saiude
e o bem-estar tem despertado o interesse por alimentos que apresentem alegacdes de propriedades
funcionais para o organismo. O grdo-de-bico possui oligossacarideos, compostos antioxidantes e
aminodcidos livres; o coco apresenta minerais como ferro, magnésio e zinco, € compostos
antioxidantes, devido aos constituintes quimicos dessas matrizes, poderiam servir como substratos em
processos de fermentacao por bactérias lacticas. O objetivo principal deste estudo foi elaborar bebidas
fermentadas de grao-de-bico e coco com diferentes teores de acucar. Uma bebida composta por 90%
extrato de grao-de-bico e 10% extrato de coco foi escolhida para elaboracdo de cinco formulagdes,
com 0%, 2,5%, 5,0% 7,5% e 10% de agucar. As formula¢des foram inoculadas com 4% da cultura
ativa e foram avaliadas quanto a cinética de crescimento do micro-organismo, por meio da
determinagdo do pH, acidez titulavel, solidos soluveis totais e viabilidade de L. paracasei LBC 81.
Posteriormente foi avaliada a composicdo quimica e a concentracdo de sodio, calcio e potassio,
analise de cor e estabilidade das formulagdes durante armazenamento a 4°C por 10 dias. A
sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em bebida fermentada de gréo-de-bico e coco com 10% de
agtcar foi avaliada com 1 e¢ 8 dias de armazenamento refrigerado apos exposi¢do ao estresse
gastrointestinal in vitro. Os resultados foram comparados com a sobrevivéncia obtida em suspensdo de
células em solugdo salina e/ou suspensdo de células em bebida de grido-de-bico e coco. L. paracasei
LBC 81 apresentou excelente crescimento nas formulagdes de bebida de grao-de-bico e coco, com
contagem média final de 8,60+0,17 log UFC/mL. Os distintos teores de aglicar proporcionaram
aumento significativo (p < 0,05) da quantidade de carboidrato ¢ valor energético das formulagdes.
Durante armazenamento refrigerado, a viabilidade do micro-organismo apresentou valor estimado
superior a 8 log UFC/mL, com tendéncia de aumento no periodo, sem diferenca significativa (p >
0,05) entre as formula¢des. Houve tendéncia de aumento da acidez titulavel, estabilidade dos solidos
soluveis totais ¢ mudangas nos pardmetros de tonalidade e saturagdo de cor, devido a interacdo dos
teores de aglcar e tempo de armazenamento das formulagdes. A estirpe L. paracasei LBC 81 em
bebida fermentada de grao-de-bico e coco apresentou alto percentual de sobrevivéncia apos exposi¢ao
ao suco gastrico simulado, e sucos gastrico e pancreatico em condi¢des sucessivas, com valores de
99,474+2,05%, 93,21+0,43%, respectivamente, destacando o efeito protetor da matriz. O
armazenamento a 4 °C por 1 e 8 dias ndo afetou a sobrevivéncia do micro-organismo na bebida
fermentada apds exposig@o ao estresse gastrointestinal in vitro. A bebida com 90% extrato de grao-de-

bico e 10% extrato de coco ¢ uma excelente matriz para o crescimento de L. paracasei LBC 81, o
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agucar adicionado a bebida, ndo foi um fator determinante para que ocorresse o crescimento
microbiano. A bebida fermentada proporcionou efeito protetor ao micro-organismo apds exposi¢ao ao
suco gastrico simulado, e aos sucos gastrico ¢ pancreatico em condigdes sucessivas. Assim sugere-se
que a bebida om 90% extrato de grao-de-bico e 10% extrato de coco fermentada pode ser uma nova

alternativa a leites fermentados.

Palavras-chave: bactéria lactica; probiotico; bebida fermentada; bebida vegetal; grao-de-bico; coco.

ABSTRACT

Plant-based beverages constitute a constantly expanding global market, due to the search for
alternatives to cow milk and the increase in the number of vegetarians and vegans. The fermentation
of these matrices by lactic bacteria can add greater functionality to the product, as a result of the
improvement of the nutritional, sensory and safety characteristics of the food, in addition to the
presence of bioactive components with beneficial health effects. The concern with health and well-
being has aroused interest in foods that have claims of functionality for the body. Chickpeas have
oligosaccharides, antioxidant compounds and free amino acids; coconut has minerals such as iron,
magnesium and zinc, and antioxidant. Due to the chemical constituents of these matrices, they could
serve as substrates in fermentation processes by lactic acid bacteria. The main objective of this study
was to elaborate fermented chickpea and coconut beverage with different contents of sugar. A
beverage composed of 90% chickpea extract and 10% coconut extract was chosen for the preparation
of five formulations, with 0%, 2.5%, 5.0% 7.5% and 10% of sugar. The formulations were inoculated
with 4% of the active culture and were evaluated for growth kinetics of the microorganism, by
determining the pH, titratable acidity, total soluble solids, and the viability of L. paracasei LBC 81.
Subsequently, the chemical composition was evaluated as well as the concentration of sodium,
calcium and potassium, and the analysis of color and stability of the formulations during storage at 4°C
for 10 days. The survival of L. paracasei LBC 81 in a fermented chickpea and coconut beverage with
10% sugar was evaluated with 1 and 8 days of cold storage after exposure to gastrointestinal stress in
vitro. The results were compared with the survival obtained in cells suspension in saline solution
and/or cells suspension in chickpeas and coconut beverage. The L. paracasei LBC 81 showed
excellent growth in formulations of chickpea and coconut beverage, with final mean count of
8.60+0.17 log CFU/mL. The different levels of sugar provided a significant increase (p < 0.05) in the
amount of carbohydrate and energy value of the formulations. During cold storage, the viability of the
microorganism showed an estimated value greater than 8 log CFU / mL, with a tendency to increase in
the period, with no significant difference (p > 0.05) among the formulations. There was a tendency to
increase the titratable acidity, stability of the total soluble solids and changes in the parameters of hue
angle and color saturation, due to the interaction of the sugar contents and storage time of the

formulations. The strain L. paracasei LBC 81 in fermented chickpea and coconut beverage showed a



high survival percentage after the exposure to simulated gastric juice, and gastric and pancreatic juices
in successive conditions, with values of 99.47+2.05%, 93.21+0.43%, respectively, highlighting the
protective effect of the matrix. Storage at 4 °C for 1 and 8 days did not affect the survival of the
microorganism in the fermented beverage after the exposure to gastrointestinal stress in vitro. The
beverage of 90% chickpea extract and 10% coconut extract is an excellent matrix for the growth of L.
paracasei LBC 81, the sugar added to the beverage was not a determining factor for microbial growth.
The fermented beverage provided a protective effect to the microorganism after exposure to simulated
gastric juice, and gastric and pancreatic juices in successive conditions. Thus, it is suggested that the
beverage of 90% chickpea extract and 10% coconut extract may be a new alternative to fermented

milk.

Keywords: lactic acid bacteria; probiotic; fermented beverage; plant-based beverage; chickpea;

coconut.
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1. INTRODUCAO

A promocao da saude e, consequentemente, a prevencdo de doengas, como diabetes,
hipertensao, dislipidemias e neoplasias, tem despertado o interesse da sociedade moderna por
alimentos que apresentem além da condi¢do basica de nutrir, alegagdes de propriedades
funcionais para a satide. Algumas bebidas podem ser consideradas funcionais, a depender dos
componentes bioativos presentes no produto; e podem ser adaptadas para atender a
necessidade de um grupo consumidor especifico (ASHAOLU, 2020; DIAZ; FERNANDEZ-
RUIZ; CAMARA, 2020).

As bebidas vegetais constituem um mercado global em constante expansdo. Previsdes
apontam crescimento anual de mais de 14% entre 2018 e 2024 (ANGELINO et al., 2020).
Grande parte desse crescimento estd associado ao aumento de pessoas adeptas ao
vegetarianismo ou veganismo e as restrigoes alimentares, como a alergia a proteina do leite de
vaca, acometendo 3,5% de criangas, ¢ intolerancia a lactose, observada em 15 a 75% dos
adultos, podendo chegar a 100% como na populacdo de origem asidtica (VANGA;
RAGHAVAN, 2018). Este publico por motivo de restrigdo alimentar ou por questdes
ideoldgicas acabam nao consumindo o leite de vaca e optam por alternativas de origem

vegetal (SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016).

A soja ¢ comumente utilizada para elaboracdo de bebida vegetal, por fornecer teor
proteico similar ao do leite de vaca. Contudo seu consumo € limitado, pois 14% dos
individuos que possuem alergia a proteina do leite de vaca, também apresentam reagdo
adversa a soja (MIN et al., 2018). Outras alternativas presentes no mercado incluem a bebida
de arroz (0,91 g/100 mL PTN), de aveia (0,65 g/100 mL PTN), de quinoa (0,49 g/100 g PTN)
e de améndoas (1,37 g/100 g PTN), porém apresentam pouco conteudo proteico quando
comparadas ao leite de vaca (3,28 g/100 g PTN) e ao extrato de soja (3,72 g/100 g PTN)
(FACCIN et al., 2009; BERNAT et al., 2013; PINELI et al., 2015; BERNAT et al., 2015;
VANGA; RAGHAVAN, 2018; VIEIRA et al., 2019).

Poucas leguminosas, além da soja, sdo utilizadas para a elaboragao de bebidas
alternativas ao leite de vaca (SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016). O grao-de-bico contém teor
de proteina (24,6%) com alta biodisponibilidade e digestibilidade (48-89,01%). E a segunda
leguminosa cultivada mais importante depois do feijao e representa 20% da produ¢do mundial

(FAO, 2018; SERRANO-SANDOVAL; GUARDADO-FELIX; GUTIERREZ-URIBE, 2019;
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FARIDY et al, 2020). Ainda, o grdo-de-bico possui baixa alergenicidade e apresenta
compostos  bioativos com  atividade bioldgica  antioxidante, anticancerigena,
hipocolesterolémica e antiinflamatéria (CABANILLAS; JAPPE; NOVAK, 2018; FARIDY et
al., 2020). Recentemente Rincon, Botelho e De Alencar (2020) demonstraram a possibilidade
de utilizagdo do grao-de-bico como alternativa para elaboracdo de bebida vegetal, os autores
nao avaliaram os efeitos do processo de fermentacao da bebida por bactérias laticas (BAL),
porém ao associarem o grao-de-bico ao extrato de coco, melhoraram os aspectos nutricionais
e sensoriais da bebida. O coco pode ser utilizado como uma forma natural de conferir aroma e
sabor ao produto, além de incrementar as caracteristicas nutricionais, pois o coco possui alto
teor de gordura, antioxidantes ¢ minerais como ferro, magnésio e zinco (SETHI; TYAGI;

ANURAG, 2016).

O leite de vaca ¢ uma importante fonte de proteina e amplamente consumido pela
populacdo (VANGA; RAGHAVAN, 2018). Devido a razdes historicas, tecnologicas e
nutricionais € o principal alimento utilizado na incorporac¢ao de bactérias lacticas. Uma vez
que ha o interesse crescente no desenvolvimento de bebidas ndo lacteas, outras matrizes sao
utilizadas para elaboracdao de novas bebidas e incorporacdo dessas bactérias, como bebidas a
base de frutas e vegetais, ¢ a base de cereais e oleaginosas (SHORI, 2016). No entanto,
poucos estudos investigaram a possibilidade de elaboragdo de bebida fermentada a partir do
grao-de-bico ou coco (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; MAURO; GARCIA, 2019;
SKRZYPCZAK et al., 2019), nestes ambas as matrizes foram utilizadas de forma dissociada,
portanto o presente estudo associa o grao-de-bico ao coco como alternativa de bebida

fermentada.

A fermentagdo ¢ um dos processos primitivos envolvidos na conservagdo de
alimentos, que visa a utilizacdo de micro-organismos benéficos, por meio de acidificagao,
resultando em alteragdes bioquimicas, como a glicolise, protedlise e lipolise, que agregam
maior funcionalidade ao produto, devido ao aprimoramento das caracteristicas nutricionais e
de seguranca do alimento, além dos aspectos sensoriais, decorrente de novos sabores e

texturas (ASHAOLU, 2020).

Certas BAL potencialmente probidticas vém sendo investigadas na atuagdo em
processos de fermentacdo de bebidas (RATHORE; SALMERON; PANDIELLA, 2012; GIRI
et al.,, 2018; MANTZOURANI et al.,, 2019). A estirpe Lactobacillus paracasei subsp

paracasei LBC 81, por exemplo, ¢ um potencial probiodtico utilizado em processos de



17

fermentagdo e na elaboracdo de diferentes produtos, como leite fermentado, iogurte com
polpa de yacon, bebidas vegetais de milho e sobremesas de chocolate (VALENCIA et al.,
2016; PADILHA et al., 2017; MENEZES et al., 2018; VOGADO et al., 2018).

Probidticos sdo considerados micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Por
secretarem varios metabolitos como acidos graxos de cadeia curta, acidos organicos e
enzimas, € competirem com agentes patogénicos, os principais beneficios relatados pela agcao
dos probidticos sdo a regulagdo do trato gastrointestinal (TGI), a reducdo dos niveis séricos de
colesterol, o aumento da imunidade e a atuagdo em alguns tipos de cancer, (PLAZA-DIAZ et
al., 2019). Entretanto, para que tais beneficios ocorram ¢ recomentado que o produto contenha
no minimo 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por g ou mL (SERTOVIC et al.,
2019). O alimento tem papel importante na viabilidade de bactérias probidticas, podendo
atuar como matriz protetora diante das condig¢des adversas do TGI, pois os probidticos para
agirem em beneficio, precisam ainda resistir ao baixo pH do suco gastrico e aos sais biliares

(TERPOU et al., 2019).

No que se refere ao grao-de-bico e ao coco, pouco estudos investigam essas matrizes
como opc¢ao para incorporacdo de BAL. Até o momento ndo ha relatos da fun¢do protetora
destes na sobrevivéncia de micro-organismos probioticos expostos as condicdes adversas do
TGI. Diante dos possiveis beneficios do grao-de-bico na viabilidade de BAL e da
possibilidade de utilizagdo como bebida vegetal, associada ao extrato de coco como uma nova
alternativa ao leite de vaca, investigar essa bebida com diferentes teores de agicar mediante
processo de fermentacdo por BAL torna-se crucial. H4 escassez de estudos nessa area e maior

funcionalidade pode ser agregada a bebida pela incorporagao de potenciais probioticos.



18

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo geral

Elaborar bebidas de grao-de-bico e coco com diferentes teores de agucar fermentadas

por Lactobacillus paracasei LBC §81.
1.1.2. Objetivos especificos

e Analisar o crescimento de Lactobacillus paracasei LBC 81 em bebidas de grao-de-
bico e coco elaboradas com diferentes teores de agucar;

e Verificar a viabilidade do Lactobacillus paracasei LBC 81 em bebidas de grao-de-
bico e coco elaborada com diferentes teores de agucar ao longo do armazenamento
refrigerado;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das bebidas de grao-de-bico e coco apds
fermentagao;

e Avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus paracasei LBC 81 na bebida de grao-de-bico

€ coco apds exposi¢ao ao estresse gastrointestinal in vitro.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Alimentos funcionais

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a saude. Alegagdes de que
componentes alimentares podem oferecer beneficios para a populacdo impulsionaram o
interesse por alimentos funcionais (BAKSHI; CHHABRA; KAUR, 2020). Embora ndo haja
um consenso universal, alimentos funcionais podem ser considerados como alimentos que
possuem, além dos nutrientes como carboidratos, proteinas e lipidios; componentes bioativos,
cujo consumo pode resultar em um efeito benéfico especifico (DIAZ; FERNANDEZ-RUIZ;
CAMARA, 2020).

O termo “alimento funcional” foi introduzido pela primeira vez no Japao em 1984,
como resultado de investigagdes sobre as relagdes entre nutri¢ao, satisfacdo sensorial e
modulacdo de sistemas fisiologicos. Em 1991, o conceito de alimento funcional foi integrado
ao sistema japonés FOSHU (Alimentos para Uso Especificos de Saude, do inglés “Foods for
Specified Health Use”). No entanto, foi o termo anterior que posteriormente difundiu-se pela
Europa e Estados Unidos (BIGLIARDI; GALATI, 2013; DIiAZ; FERNANDEZ-RUIZ;
CAMARA, 2020).

Para que um alimento seja designado como funcional sdo necessarias comprovagdes
cientificas do seu efeito benéfico e seguranca para satide. O consumo deve fazer parte da
dieta usual, exercendo os potenciais beneficios, além da funcdo primaria de nutri¢ao. Os
alimentos funcionais atuam principalmente na prevencdo de doengas relacionadas a nutricao
humana e na melhoria do bem-estar fisico e mental. As principais associa¢des estdo
relacionadas a saude cardiovascular e a saude intestinal, ocorridas por meio de modificagdes
no sistema imunologico. A funcionalidade desses ¢ atribuida aos componentes bioativos

(ARVANITOYANNIS; VAN HOUWELINGEN-KOUKALIAROGLOU, 2005).

Segundo Gul, Singh e Jabeen (2016), a partir do processo de producdo dos alimentos
funcionais, ¢ possivel dividi-los em categorias distintas como: alimentos basicos, em que
contém naturalmente o componente bioativo; alimentos processados, no qual a adigdo de
bioativos ocorre durante a producdo; e alimentos aprimorados, em que o componente bioativo
existe naturalmente, entretanto ¢ modificado ou concentrado por engenharia genética ou de

produgao.
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A legislacao brasileira emprega dois conceitos relacionados aos alimentos funcionais,
de alegacdao de propriedade funcional ou de alegacao de saude. O primeiro corresponde ao
papel metabolico ou fisiologico que o nutriente ou nao nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutengao e outras fun¢des normais do organismo. O segundo se refere a
existéncia de relagdo do alimento ou ingrediente com especifica doenga ou condi¢do
relacionada a saide (ANVISA, 1999). Conforme Resolucao n® 19, de 30 de abril de 1999, que
regulamenta o registro de alimento com alegagdo de propriedades funcionais e ou de saude,
para tais alegacdes ¢ necessario a apresentagdo de Relatério Técnico Cientifico com
informagdes sobre o produto, como origem e recomendagdes de consumo, e alegagdes

cientificas conforme especificidade (ANVISA, 1999).

Alguns alimentos ou componentes listados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), com alegac¢do de propriedades funcionais e ou satde sdo: acidos graxos,
como eicosapentaendico (EPA) e docosaexaenodico (DHA), que auxiliam positivamente na
manutengdo dos niveis normais de triglicerideos; carotenoides como licopeno e luteina, com
alegacdo de acdo antioxidante, protegendo as células de danos oxidativos promovidos por
radicais livres; fibras alimentares, que auxiliam no funcionamento intestinal; proteina de soja
e fitoesterdis, que auxiliam na reducdo de colesterol; probioticos e prebidticos como a inulina
e frutooligossacarideos (FOS), que contribuem para o equilibrio da microbiota (ANVISA,

2008).

Em especifico, os probidticos possuem influéncia na saude humana com agdes
positivas principalmente sobre o TGI, fun¢do imunologica e prevencdo de cancer. O mercado
de alimentos funcionais no Japao e na Europa ¢ predominantemente de produtos probioticos,
em fun¢do da imagem positiva dos probiodticos entre os consumidores ¢ das caracteristicas
intrinsecas dos produtos, normalmente armazenados em baixas temperaturas. Em paises em
desenvolvimento como o Brasil, a demanda por alimentos funcionais ¢ crescente € 0s
produtos lacteos probioticos sdo predominantes nesta categoria. Com a finalidade de
desenvolver novos alimentos probidticos, com atribuicdes benéficas a saude e propriedades
organolépticas satisfatorias aos consumidores, crescentes pesquisas vém sendo realizadas

(BARCELLOS; LIONELLO, 2011; BIGLIARDI; GALATI, 2013).
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2.2. Micro-organismos probioticos

A palavra probidtico ¢ de origem grega e significa “para vida”. Sao micro-organismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002). O termo foi utilizado pela primeira vez por Lilley e Stillwell,
em 1965, inicialmente definido extratos de tecidos capazes de contribuir para o equilibrio
microbiano intestinal. As estirpes mais utilizadas como probidtico sdo algumas BAL e
leveduras (NOGUEIRA, GONCALVES 2011; DOUILLARD; DE VOS, 2019; SAADAT;
KHOSROUSHAHI; GARGARI, 2019).

As potenciais bactérias probioticas sdo geralmente isoladas de humanos, no entanto,
outras fontes também sao utilizadas como plantas, animais € o ambiente. Para o micro-
organismo ser considerado probidtico, deve ser resistente as situacdes de estresse presentes no
TGI do corpo humano, como pH acido do suco géstrico e a presenca de sais biliares no
intestino. O micro-organismo também deve ser capaz de aderir ao epitélio intestinal e possuir
atividade antimicrobiana. Ainda devem ser observadas as questdes de segurangca como
resisténcia a antibidticos e auséncia de efeitos adversos a saude (SHOKRYAZDAN et al.,

2017; ANVISA, 2018).

Uma estirpe probidtica ¢ catalogada pelo género, espécie, subespécie, se houver, e
uma identificagdo alfanumérica, como por exemplo Lactobacillus casei DN-114 001 ou
Lactobacillus rhamnosus GG. Os mais importantes géneros de bactérias probioticas sao
Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Saccharomyces boulardii, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus (NOGUEIRA, GONCALVES 2011;
SHOKRYAZDAN et al., 2017; WGO, 2017).

Dentre os inumeros beneficios alegados para os probiodticos, Didari et al. (2014)
mencionam que os probiodticos sdo principalmente benéficos em doengas gastrointestinais,
como sindrome do intestino irritdvel (SII), doenca inflamatdria intestinal (DII), diarreia
causada por infecg¢des e associada a antibioticos, enterocolite necrosante e pouchite. Também
ha relatos de beneficios dos probiodticos no cancer de cdlon, em doencas alérgicas como
dermatite e rinite, ¢ na redug¢do dos niveis séricos de colesterol. Pela influéncia no
metabolismo de carboidratos vém sendo associados ao tratamento da obesidade (DIDARI et

al. 2014; PLAZA-DIAZ et al., 2019).



22

E empreendido um grande esforgo na defini¢do dos critérios que comprovem tais
efeitos dos organismos probioticos. A ANVISA assume dois tipos de alegagdes. A primeira,
uma alegacao geral, onde se exige pelo menos um estudo com nivel de evidéncia adequado
para a linhagem que comprove beneficio, havendo mecanismos de acdo bem estabelecidos. E
a segunda, quando se pretende atribuir a linhagem uma alegagao especifica, sdo exigidos pelo
menos dois estudos com nivel de evidéncia adequado (ANVISA, 2017). Portanto os
beneficios potenciais descritos s6 podem ser atribuidos as especificas estirpes analisadas em
cada estudo e ndo podem ser generalizados para toda a espécie nem para todo o grupo BAL

ou outros probioticos (WGO, 2017).

Apesar de existirem inimeros estudos que demonstrem as evidencias benéficas de
potenciais estirpes probidticas, no Brasil, a ANVISA alega como probidticos somente:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei rhammnosus,
Lactobacillus casei defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus bifidum, Bifidobacterium

bifidum, Bifidobacterium animmallis, Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium

(ANVISA, 2019).

Ainda nao existe descrito de forma clara na literatura o mecanismo de acdo dos
probidticos para beneficios a satde. Ha relatos de que apds a administracdo dos probioticos
inicia-se o processo de colonizagdao no TGI, no qual o organismo compete com bactérias
patogénicas por sitios de ligacdo no intestino. Algumas Bifidobacteriums, e Lactobacillus
podem produzir bacteriocinas que impedem a proliferacdo de patdgenos especificos. Do
mesmo modo, tem-se mencionado que metabolitos probidticos, como acidos organicos,
aminas e peroxido de hidrogénio, interagem com maultiplos alvos em algumas vias
metabolicas que regulam a proliferagao celular, diferenciagdo, apoptose, inflamacao,

angiogénese e metastase (PLAZA-DIAZ et al., 2019).

2.3. Probidticos em alimentos

O consumo de alimentos tradicionais e fermentados naturalmente, com culturas vivas
potencialmente benéficas, ocorreu inconscientemente ha milhares de anos (FIOCCO et al.,
2020). Dentre os alimentos probiodticos, o iogurte probiotico ¢ o mais consumido pela

populagdo. Este, juntamente com outros alimentos como queijos, sobremesas, formulas



23

infantis e ingredientes probiodticos devem atingir 50 bilhdes de dolares em vendas até o final

de 2020, com estimativa crescente de 8% ao ano (COLOMBO et al., 2018; MIN et al., 2018).

A expansdao no mercado de alimentos probioticos estd atribuida a caracteristicas de
micro-organismos vivos promotores de satde. Elie Metchnikoff, em 1908, observou os
primeiros beneficios relacionado ao leite fermentado. O proprio acreditava que camponeses
bulgaros teriam maior longevidade, exclusivamente por consumirem grandes quantidades de
leite fermentado, com alto numero de Lactobacillus. Isto dificultaria o crescimento de
bactérias patogénicas no TGI (ARYANA; OLSON, 2017). Desde entdo, outros beneficios
vém sendo associados aos alimentos probioticos (BEHERA; PANDA, 2020).

Durante muito tempo o setor de laticinios era o Unico a incluir alimentos probidticos.
Os iogurtes com adi¢@o de probidticos, por exemplo, contribuem com quase 80% da produgao
global de produtos probioticos (BEHERA; PANDA, 2020). Com o aumento de alérgicos a
proteina do leite, intolerantes a lactose ¢ a adog¢do do veganismo entre outras questdes
relacionadas a saude, alimentos ndo lacteos também sdo utilizados como fontes de bactérias
probidticas (BEHERA; PANDA, 2020). Segundo Min et al. (2018), cereais, frutas, carnes e
soja, sdo fontes de proteinas, minerais, vitaminas, fibras alimentares, antioxidantes e outros
componentes bioativos, que podem ser utilizados para producao de alimentos probidticos nao
lacteos, garantindo a viabilidade dos micro-organismos benéficos. Assim diante dos fatores,
os produtos probidticos alimenticios podem ser divididos em duas categorias distintas,

conforme Tabela 1, classificados como lacteos e nao lacteos (TERPOU et al., 2019).



Tabela 1. Principais alimentos probioticos lacteos e nao lacteos.
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Alimentos probioticos lacteos

Alimentos

Exemplos

Estirpe probidtica

Referéncia

Queijos

logurtes e leites

fermentados

Sorvetes

Queijo cremoso
Queijo minas frescal

Queijo prato

Iogurte suplementado com

fibra de caqui e maga

Iogurte adicionado de

morango e sementes de chia

Leite fermentado Yakult®

Sorvete de baunilha

Sorvete de agai

L. paracasei Lpc-37
L. acidophilus La-05
L. casei-01

L. acidophilus La-5

Bifidobacterium lactis
B94

L. casei Shirota

L. acidophilus NCFM

L. rhamnosus GG

Santini et al. (2012).
Felicio et al. (2016).
Silva et al. (2018).
Karaca, Saydam e
Giiven (2019).
Kowalesk et al.
(2020).

Colombo et al. (2018).
Ferraz et al. (2012)
Costa et al. (2017b).

Alimentos probiodticos nao lacteos

Alimentos

Exemplos

Estirpe probidtica

Referéncia

Carnes

Sucos de frutas

Extratos vegetais

Salame probidtico

Salsicha fermentada

Suco de maga

Suco de cacau

Suco de laranja

Bebida de soja

Bebida de aveia

Bebida de améndoa

L. plantarum 299v
Enterococcus faecium
CRL 183

L. paracasei ssp.
paracasei LC-01
Lactobacillus casei
NRRL B-442

L. rhamnosus ATCC
53103

L. acidophilus La-5 e
B. animalis Bb-12

L. reuteri ATCC
55730

L. reuteri ATCC
55730

Blaiotta et al. (2018).
Roselino et al. (2020).

Pimentel et al. (2015).

Filho et al. (2019).

Sengiin et al. (2020).

Bedani et al. (2013).

Bernat et al. (2013).

Bernat et al. (2015).
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A maior dificuldade na elaboragdo de alimentos probidticos estd relacionada a
viabilidade do micro-organismo. Para a obtencao dos efeitos terapéuticos € necessario haver
niveis de contagem microbiana em toda vida ttil do produto. Estudos relatam que 10° a 10°
UFC por grama de alimento sdo aceitas como satisfatorias (NAZZARO et al., 2012;
SERTOVIC et al., 2019). No entanto, ndo hd um consenso universal, entre os paises, do
numero de micro-organismos vivos existentes nos produtos que deve satisfazer os requisitos
regulamentares. Nos Estados Unidos nao ha exigéncia regulatoria especifica. Na Australia e
na Nova Zelandia, é necessario um minimo de 10° UFC por grama. Em contrapartida na
Europa, a European Food Safety Agency exige um minimo de 10® UFC por grama do produto
(REZAC et al., 2018). No Brasil, atualmente, a RDC N° 241 estabelece os requisitos de
seguranca ¢ beneficios a saude dos probidticos para uso em alimentos. Nesta ndo estdo
estabelecidos o nimero de contagem minima dos micro-organismos probioticos, o que pode
resultar em produtos com diversas concentragdes de micro-organismos benéficos. Porém a
estirpe utilizada deve ter comprovada a seguranca e os beneficios por meio de apresentacao de

documentos técnicos ou estudos cientificos (ANVISA, 2018).

A viabilidade microbiana pode ser afetada por uma série de fatores intrinsecos ao
alimento como pH, acidez titulavel, atividade de 4gua e oxigénio, e extrinsecos relacionados
ao processamento, como tratamento térmico, condi¢des de refrigeracdo e estocagem. Com o
proposito de favorecer a viabilidade microbiana, diferentes estratégias sdo aplicadas no
desenvolvimento de novos produtos probiodticos. A adicdo de compostos como agucares,
vitaminas, minerais, prebidticos, leite desnatado em pé e proteina do soro do leite, pode atuar
como promotor do crescimento bacteriano ou protetor mediante processamento do alimento,
isto por meio de acdo crioprotetora, recobrimento da parede celular e reducdo da pressao
osmotica em processos de liofilizagdo. Outra estratégia utilizada ¢ a microencapsulacao, no
qual as bactérias vivas sdo envoltas por um revestimento, que oferece protecao contra as

condigoes desfavoraveis do ambiente (TERPOU et al., 2019).

Apesar do surgimento de processos para o aperfeicoamento da viabilidade de bactérias
probidticas, ainda sao grandes os desafios no desenvolvimento de produtos alimentares dessa
categoria. Estudar a relagcdo entre os substratos alimentares e as bactérias benéficas ¢ crucial
para a elaboragdo de produtos alimenticios probidticos com maior sobrevida (MIN et al.,

2018).
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2.3.1. Bactérias lacticas (BAL) e metabolismo fermentativo

As BAL s3o um grupo heterogéneo de bactérias, habitantes comuns de superficies da
mucosa humana, como cavidade oral, vagina e TGI. Sao caracterizadas como cocos ou
bacilos, gram-positivas, catalase negativa, anaerdbias, ndo esporuladas, fastidiosas e
aerotolerantes. Recebem o titulo de GRAS (Geralmente reconhecidas como seguras, do inglés
“Generally Recognised As Safe”). Utilizam como fonte de substrato carboidratos, tendo como
principal produto final da fermentacdo o acido latico. Filogeneticamente, apenas bactérias da
ordem Lactobacillales sdo consideradas BAL: Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, QOenococcus, Lactococcus,e Streptococcusentretanto. Entretanto  por
apresentarem caracteristicas fisiologicas semelhantes, Bifidobacterium e alguns Bacillus

também sao mencionados como BAL (SAUER et al., 2017).

Por meio do metabolismo fermentativo da glicose, as BAL podem ser classificadas
em trés grupos, homofermentativas obrigatérias, heterofermentativas obrigatérias e
heterofermentativas facultativas. As homofermentativas convertem os carboidratos,
principalmente a glicose, em duas moléculas de lactato por molécula de glicose pela via
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). As heterofermentativas, além do lactato, podem liberar
outros compostos, como, acido acético, etanol e CO; pela via das pentoses. Ja as bactérias
heterofermentativas facultativas, na presenca de glicose, as enzimas da via fosfogluconato
permanecem inibidas. No entanto em condi¢des de limitacdo de fontes de carbono, tais
enzimas participam do metabolismo fermentativo, podendo produzir 4cido acético, etanol e
CO»; assim realizam ambos processos fermentativos (GARCTA; RENDUELES; DIiAZ, 2019;
SAADAT; KHOSROUSHAHI; GARGARI, 2019). O metabolismo homofermentativo e o
heterofermentativo, a partir da glicose como substrato, estdo demonstrados na Figura 1. Os

produtos finais da fermenta¢ao encontram-se destacados.
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Figura 1. Vias metabolicas das bactérias laticas (BAL), processos homofermentativo e

heterofermentativo a partir da degradacao da glicose. Fonte adaptada de Bintsis (2018).

Além do metabolismo de carboidratos, as BAL também podem hidrolisar proteinas e
lipideos. Estes sdo os principais processos para o desenvolvimento do sabor em produtos
fermentados. A atividade proteolitica das BAL pode variar conforme a estirpe. A degradagdo
das proteinas em peptideos e aminoacidos livres € catalisada por enzimas proteoliticas
presentes nas bactérias, e este ¢ o principal fator que influencia o sabor e a textura de
diferentes tipos de queijos. J& o metabolismo lipidico ocorre de forma limitada, na degradacao
podem ser liberados certos acidos graxos livres, que sdo compostos aromatizantes essenciais

para alguns queijos (BINTSIS, 2018).
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Comumente as BAL sao utilizadas como culturas iniciadoras da fermentagdo de
alimentos, justamente devido a sua contribui¢do para o desenvolvimento de sabor, aroma, e
retardo da deterioracdo, através da produgdo de compostos com agdo antimicrobiana e
realcadores de sabor e textura, como acidos organicos, bacteriocinas, exopolissacarideos e
varias enzimas, resultantes do processo fermentativo (SIDOOSKI et al., 2018; GAO et al.,

2019; SAADAT; KHOSROUSHAHI; GARGARI, 2019).

Dentre varios géneros de BAL, o género Lactobacillus ¢ o mais estudado e utilizado
na producgdo de alimentos. Isto se justifica pela sua longa historia de utilizagao na producao de
alimentos de origem animal e vegetal, com amplas aplicacdes na indlstria alimenticia e
farmacéutica. Possui inimeros efeitos benéficos descritos na literatura, estando entre os

probidticos mais utilizados (SAADAT; KHOSROUSHAHI; GARGARI, 2019).

2.3.1.1. Lactobacillus paracasei

O Lactobacillus paracasei ¢ uma BAL, tipicamente usada na industria de laticinios
para produzir queijo, iogurte e outros produtos lacteos fermentados. Por sobreviver ao baixo
pH e a exposicao a sais biliares, produzir bacteriocinas e possuir atividade proteolitica, ¢
considerado um micro-organismo de desempenho funcional, utilizado no desenvolvimento de

novos produtos probidticos (CHIANG; PAN, 2012; DI CERBO; PALMIERI, 2013).

Os polissacarideos extracelulares (PSE) sdo compostos produzidos pela espécie
Lactobacillus paracasei, com importante papel na protecdo bacteriana. Estdo fortemente
associados a superficie da célula formando uma capsula, ou fracamente ligados as estruturas
celulares externas, ou sdo secretados. E a camada de PSE que esta relacionada a protecio
contra condi¢des ambientais adversas do TGI, fazendo com que o micro-organismo se
mantenha no intestino humano, formando barreiras contra patégenos e atenuando processos
inflamatérios. Além disso, os PSE produzidos pelos Lactobacillus também podem ser
utilizados como aditivos na industria alimenticia para melhorar a viscosidade e aprimorar as

propriedades tecnolédgicas de produtos (BENGOA et al., 2018; BENGOA et al., 2019a).

Alguns estudos vém investigando os beneficios do Lactobacillus paracasei em
processos inflamatorios. Um ensaio clinico realizado por Nocerino et al. (2017), constatou
que o leite desnatado fermentado com a estirpe Lactobacillus paracasei CBA L74 pode

prevenir doencas infecciosas comuns, como infecgdes respiratorias € do TGI, em criancas de
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12 a 48 meses, devido a atividade imunorreguladora exercida pelo probidtico. Roggero et al.
(2020) em ensaio clinico, demonstram que bebés recém-nascidos, alimentados com formula
fermentada por Lactobacillus paracasei CBA 174, se aproximaram da imunidade adquirida
(IgAS - imunoglobulina A secretora) de bebés amamentados, segundo os pesquisadores, tal
fato diminuiria as chances de infec¢cdes em bebés alimentados por férmulas infantis. Outro
estudo realizado por Lee et al. (2017) relata que o consumo regular de iogurte com
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, Bifidobacterium animalis ssp. lactis e Lactobacillus
plantarum € uma opgao eficaz para melhorar a fungdo imunologica, aumentando a fung¢do das

células natural killers (NK) e a concentragdo de interferon gama (IFN-y).

Outros beneficios também sdo atribuidos ao uso de Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei. Chiang e Pan, (2012), em revisdo, mencionam achados de que a estirpe L.
paracasei subsp. paracasei NTU 101 possui atividade antiaterosclerotica por aumentar a
capacidade antioxidante total. Os autores ainda relatam que em ratos com hipertensao, o leite
fermentado com a estirpe NUT 101 reduziu a pressdo arterial, por aumentar o conteudo de
peptideos bioativos ou isoflavonas agliconas, inibindo a enzima conversora de angiotensina

(CHIANG:; PAN, 2012).

Por apresentar relatos benéficos, estudos vém investigando novas potenciais estirpes
probidticas do género Lactobacillus paracasei, que podem ser isoladas de diferentes matrizes,
como por exemplo Bengoa et al. (2019b), que isolaram a partir de graos de Kefir, trés
diferentes estirpes de Lactobacillus paracasei CIDCA8339, CIDCA83123 e CIDCA83124.
Todas durante o processo fermentativo produziram metabolitos potencialmente bioativos,
como acidos organicos e exopolissacarideos. Outro estudo desenvolvido por Reale et al.
(2015) investigou diferentes estipes de L. paracasei, L. rhamnosus e L. casei, isoladas de
laticinios e derivados, bebidas, vegetais e da microbiota humana. No total 13 estirpes
mostraram-se mais tolerantes a alta acidez, sais biliares e cloreto de sodio. Esses mesmos
estudos sugerem ainda que essas potenciais estirpes probidticas podem ter uma promissora
aplicac¢do na elaboracdo de novos produtos funcionais (REALE et al., 2015; BENGOA et al.,
2019b).
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2.3.2. Bebidas fermentadas probioticas

O iogurte e os leites fermentados sdo utilizados ha muito tempo como alimentos
probidticos, isto devido a rica composicao da matriz lactea que apresenta componentes
favoraveis para crescimento de micro-organismos (SHORI, 2016). Uma das primeiras bebidas
fermentadas comerciais existentes ¢ o Yakult®, que contém a estirpe Lactobacillus casei
Shirota. Posteriormente, outras bebidas fermentadas lacteas com outras estipes probioticas
foram desenvolvidas (TURKMEN; AKAL; OZER, 2019). Entretanto com a necessidade de
implementagao e diversificagdo de produtos, os fabricantes de alimentos comecaram a

formular alimentos probiodticos ndo lacteos com espécies selecionadas de Lactobacillus e

Bifidobacterium (GAWKOWSKI; CHIKINDAS, 2013).

Dentre as bebidas probidticas fermentadas ndo lacteos existentes t€ém-se o Kombucha,
que ¢ uma bebida fermentada feita a partir de chd adogado, e outros como fermentados de
bebidas a base de cereais e fermentados de sucos de frutas comercialmente disponiveis nos
Estados Unidos da América (GAWKOWSKI; CHIKINDAS, 2013; REZAC et al., 2018). No
Brasil, apesar de j& existirem bebidas probidticas ndo lacteas, como o Kombucha, os
principais produtos probioticos alimenticios fermentados comercializados ainda sdo os leites

fermentados, leites fermentados aromatizados e iogurtes (COLOMBO et al., 2018).

Alguns estudos investigam o desenvolvimento de bebidas nao lacteos e a viabilidade
de potencias micro-organismos probiodticos, como por exemplo um estudo realizado por Filho
et al. (2019) que avaliou a viabilidade da estirpe Lactobacillus casei NRRL B-442 no periodo
de estocagem do suco de cacau adicionado de sacarose e sucralose. O suco contendo sacarose
apresentou viabilidade de cerca de 9 log UFC/ml até 21 dias de armazenamento e o suco
contendo sucralose manteve a viabilidade de cerca de 7 log UFC/mL até 42 dias de
armazenamento. Outro estudo realizado por Rodrigues et al. (2017) investigou o impacto da
mesma estirpe na fermentacdo de bebida de cupuagu. Apds 18 h de fermentacdo em
temperatura de 30 °C, a viabilidade microbiana foi maior que 9 log UFC/mL. Ainda outra
pesquisa realizada por Menezes et al. (2018) avaliaram a estabilidade da estirpe Lactobacillus
paracasei LBC 81 juntamente com co-culturas de leveduras em bebida de milho. A dindmica
de estabilidade do LBC 81 foi semelhante quando inoculada em uma tUnica cultura ou
associado as estirpes de leveduras, apresentando apds 24h de fermentagao em temperatura de

37 °C viabilidade de cerca de 7 log UFC/mL.
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Apesar dos desafios encontrados na elaboragdo de novas bebidas probidticas, as
vantagens de se produzir bebidas fermentadas incluem os novos e desejdveis sabores e
texturas que sdo completamente diferentes daqueles presentes no produto de partida. E
durante o processo fermentativo que a atividade enzimatica da matéria-prima e a atividade
metabodlica dos micro-organismos podem alterar as propriedades nutritivas e bioativas das
matrizes alimentares, trazendo beneficios para a satide humana. A fermentagdao pode resultar
na desfosforilacdo de fitato, componente presente na maioria das leguminosas, melhorando a
biodisponibilidade de nutrientes dietéticos essenciais (MARCO et al, 2016;
AMRITHA;VENKATESWARAN, 2017). Os metabolitos produzidos pelas bactérias
probidticas diminuem o pH do alimento fermentado, afetando negativamente as bactérias
patogénicas, o que aumenta a seguranga e a estabilidade dos produtos fermentados lacteos e

nao lacteos (GAWKOWSKI; CHIKINDAS, 2013).

2.3.3. Viabilidade de probidticos incorporados em diferentes matrizes alimentares

apos exposicao as condicoes gastrointestinais simuladas

O processo de digestdo em um individuo saudavel inicia-se com o contato do alimento
na cavidade oral, onde ¢ misturado com saliva, contendo enzimas como a ptialina (amilase
salivar) que inicia a hidrolise do amido e a lisozima com atividade antimicrobiana. Apos a
degluticdo e a passagem pelo es6fago, o bolo alimentar chega ao estdmago. Encontra no
estbmago um ambiente dcido devido ao suco gastrico de pH em torno de 2,0, onde sdo
secretadas as enzimas pepsina e lipase para a quebra das moléculas de proteinas e lipideos. O
quimo permanece por cerca de 2 a 4 horas, a depender da refei¢ao ser liquida ou solida, no
estdmago e, passa para o intestino delgado, com pH em torno de 8,0, préximo da neutralidade.
Nessa regido sdo secretadas as enzimas pancreaticas e sais biliares para hidrolise de moléculas
de carboidratos, proteinas e lipideos. O processo pelo intestino delgado leva cerca de 4 horas.
Chegando ao colon, os componentes residuais dos alimentos que nao foram digeridos sdo

utilizados pela microbiota humana (HUANG; ADAMS, 2004).

Para que as bactérias probidticas exercam efeitos benéficos sobre a microflora
intestinal do hospedeiro, devem ser capazes de resistir as condi¢des do TGI. As bactérias
probidticas precisam ser resistentes principalmente a alta acidez do estdmago e, por afetar os
fosfolipidios e proteina da membrana bacteriana, também precisam ser resistentes aos sais

biliares no intestino. Para isso, sdo investigadas diferentes matrizes que mantenham as
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bactérias viaveis durante todo o prazo de validade do produto e possibilitem que durante a
passagem pelo TGI os micro-organismos cheguem em numero suficiente para produzir

beneficios (NAZZARO et al., 2012).

Em produtos lacteos como no estudo realizado por Diniz-Silva et al. (2019), que
investigou a sobrevivéncia do Lactobacillus acidophilus LA-05 em queijo minas frescal
adicionado de dleo de orégano e alecrim, utilizados como agentes conservantes do queijo, a
bactéria probiodtica LA-05 se manteve viavel durante armazenamento refrigerado por 21 dias,
apresentando valores de 6 a 7 log UFC/g apos processo de digestao in vitro. Os agentes
conservantes, por apresentarem componentes antimicrobianos, interferiram negativamente na
viabilidade bacteriana. No entanto, os nutrientes e a alta atividade de 4gua presente no queijo

foram suficientes para favorecer a viabilidade do probiotico.

Outra pesquisa desenvolvida por Vogado et al. (2018) avaliou os efeitos de diferentes
concentracdes de polpa de banana verde sobre a sobrevivéncia de Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei LBC 81 em leite fermentado, submetidos a condi¢des de estresse acido e
estresse na presenga de sais biliares. A adi¢do de 3% de polpa de banana verde forneceu efeito
protetor na sobrevivéncia da estirpe, com resultados de 7 a 8 log UFC/mL, devido a presenga
de amido resistente, compostos fenolicos, minerais e vitaminas contidos na polpa. No entanto,
menor sobrevivéncia do micro-organismo foi observada, quando 6% e 9% de polpa de banana
verde foi adicionada ao leite. Os autores justificaram que o crescimento acelerado da bactéria
no processo de fermentacdo, possivelmente desativou mecanismos de protecdo, tornando a

estirpe mais sensivel diante da exposicdo as condigdes de estresse.

Buriti, Castro e Saad (2010) investigaram a viabilidade do Lactobacillus acidophilus
La-05 em mousse de goiaba com substituicdo da gordura do leite por inulina e concentrado
proteico de soro do leite, para manter as caracteristicas de viscosidade do produto. Nas
simuladas condigdes gastricas, a substitui¢do de gordura por inulina se mostrou mais
favoravel até¢ o sétimo dia de armazenamento, devido ao efeito protetor da inulina como
agente prebiotico, melhorando a sobrevivéncia do L. acidophilus com resultado de 4 log
UFC/g ao final do processo entérico. Porém, posteriormente ao armazenamento do mousse de
goiaba a 4 °C por 14 dias, a sobrevivéncia probiodtica durante os ensaios foi reduzida
consideravelmente, com resultado de cerca de 2 log UFC/g do produto. Isto porque, a

temperatura de armazenamento nao foi favoravel para que o micro-organismo utilizasse a
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inulina como substrato, ocorrendo sucessivas redu¢des de viabilidade ao longo da estocagem,

o que afetou negativamente a sobrevivéncia ap6s digestao in vitro.

Costa et al. (2017b) observaram a sobrevivéncia do Lactobacillus rhamnosus GG
incorporado ao sorvete de agai armazenado a -18°C por 122 dias. No final da digestao in vitro,
as formulagdes testadas apresentaram média de 4,30 log UFC/g do produto, resultando em um
maior valor quando comparado ao controle (cultura na forma ativa), com 2,86 log UFC/g. Os
autores concluiram que o sorvete de agai se mostrou como matriz protetora para o
L. thamnosus GG diante do teste de resisténcia, isto devido aos componentes presentes no
acai como polifendis e a outros ingredientes contidos no sorvete como frutooligossacarideos

(FOS), favorecendo a viabilidade do micro-organismo.

Succi et al. (2017) analisaram a sobrevivéncia de diferentes estirpes probioticas
liofilizadas apods condi¢des gastrointestinais simuladas, em chocolate amargo com 80% de
cacau e alto teor de fendis. As estirpes adicionadas ao chocolate (L. rhamnosus GG e
Lb. paracasei F19) apresentaram contagem inicial de cerca de 8 log UFC/g e sofreram
reducdo de 4 ciclos logaritmos na fase gastrica. Quando expostos a solugdo eletrolitica
simulando as condi¢des intestinais, ambas as estirpes mostraram uma recuperacdo de
vitalidade de cerca de 1 ciclo logaritmo. Os autores concluiram que o chocolate amargo, por
conter compostos antioxidantes, pode servir como agente protetor dos micro-organismos

probidticos durante o processo de estresse gastrointestinal.

Ja em produtos ndo lacteos, Furtado et al. (2019) conduziram uma pesquisa que
investigou a sobrevivéncia diante de condi¢des gastrointestinais simuladas do Lactobacillus
acidophilus 1La-05, Lactobacillus plantarum 1LP299v e Lactobacillus rhamnosus GG
adicionados em suco de manga. No teste de resisténcia no 28° dia de armazenamento
refrigerado, as estirpes L. rhamnosus GG e L. plantarum LP299V permaneceram com 6,76 e
6,09 log UFC/mL, respectivamente, mostrando que o suco de manga foi uma potencial matriz
protetora para essas estirpes. Os pesquisadores justificaram que as alteragdes de pH durante o
armazenamento das bebidas tornaram as estirpes resistentes ao teste de tolerancia. Fato
contrario foi observado no suco contendo L. acidophilus La-05, no qual ndo houve grandes
alteragcdes de pH no meio durante o armazenamento da bebida. Quando submetido ao teste a

sobrevivéncia, a bactéria permaneceu com cerca de 1 log UFC/mL.

Valero-Cases e Frutos (2017) observaram a sobrevivéncia do Lactobacillus plantarum

CECT 220 em sucos fermentados de cenoura e laranja adicionados de 0, 1 e 2% de inulina.
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Em todas as formulag¢des, o CECT 220 permaneceu vidvel apds digestdo in vitro, o suco
adicionado de 2% de inulina no 30° dia de armazenamento apresentou maior sobrevivéncia da
estirpe com 7,40 log UFC/mL. Esse comportamento ocorreu devido a refrigeracdo e as
condicdes intestinais simuladas, que limitaram o consumo de alguns actcares disponiveis no
suco, favorecendo a utilizagdo da inulina como substrato para o CECT, o que influenciou
positivamente na sua sobrevivéncia. Assim os pesquisadores concluiram que o suco de
cenoura ¢ laranja pode ser uma matriz protetora para 0 micro-organismo probidtico e, tal

efeito pode ser potencializado com a adi¢do da inulina.

Extratos vegetais também podem ser substratos para crescimento e sobrevivéncia de
probidticos. Albuquerque et al. (2019) avaliaram a sobrevivéncia apos condigdes
gastrointestinais simuladas das estirpes Streptococcus thermophilus TH-4 e Lactobacillus
rhamnosus LGG no extrato fermentado de soja enriquecido com subproduto de maracuja e
FOS. Embora durante a digestdo simulada ndo foram observados efeitos protetores do
subproduto de maracuja e FOS, o extrato de soja proporcionou a sobrevivéncia da estirpe L.
rhamnosus LGG, partindo de uma contagem inicial de cerca 8 log UFC/mL, apresentando
apo6s ensaio redugdes entre 0,6 log a 4,58 log UFC/mL. Resultado semelhante foi obtido em
um outro estudo realizado por Bedani, Rossi e Saad (2013) que investigou a sobrevivéncia
Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis Bb-12 também em um produto de
soja fermentado, enriquecido de inulina e farinha de okara, subproduto do extrato de soja com
propriedades antioxidantes e efeito prebidtico. O efeito protetor esperado da inulina e da
farinha de okara nao foi significativo, porém diante das condigdes gastrointestinais simuladas,
a bebida de soja isoladamente, sem adi¢do de farinha de okara e inulina, melhorou a
sobrevivéncia do Bb-12 com populacdes médias de 8 a 9 log UFC/g durante o
armazenamento, sendo considerada pelos pesquisadores boa matriz na protecdo dos

probidticos contra as condigdes adversas do TGI.

De fato a sobrevivéncia de micro-organismos probidticos ¢ fortemente influenciada
pela matriz alimentar (ALBUQUERQUE et al., 2019). Porém sdo poucos os estudos que
utilizam extratos vegetais, como a bebida de soja, como matriz para avaliar a sobrevivéncia de
bactérias probidticas apos condigdes gastrointestinais simuladas. Assim sugere-se que mais
estudos sejam realizados, para investigar tais tipos de matrizes como veiculos para a

sobrevivéncia de micro-organismos benéficos.
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2.4. Extratos vegetais

Extratos vegetais ou bebida a base de plantas sdo comumente utilizados como
alternativas ao leite de vaca. Resultam da extracdo de material vegetal em agua, com
aparéncia e consisténcia semelhante ao leite. Embora ndo haja uma classificagao clara dessas
alternativas, podem ser divididas em 5 categorias: extratos a base de cereais como arroz,
milho e aveia; a base de leguminosas como soja, amendoim e caupi; extrato de nozes como
améndoa, avela e coco; a base de sementes como gergelim, girassol e linhaga e a base de

pseudocereais como quinoa ¢ amaranto (SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016).

O consumo de bebidas vegetais ocorre hd anos como parte tradicional de vérias
culturas, com grande variedade em diferentes regidoes do mundo. A bebida de soja foi um dos
primeiros extratos a ser utilizada pela populacdo para fornecer nutrientes e substituir o leite de
vaca, sendo atualmente o substituto mais comum. Os principais consumidores desse produto
sdo individuos com intolerancia a lactose e alergia ao leite de vaca. No entanto, 14% dos
individuos que sofrem de alergia ao leite de vaca também tém reagdes adversas a soja

(JESKE; ZANNINT; ARENDT, 2018).

O extrato de améndoa ¢ uma alternativa como substituto do leite de vaca. Possui
propriedades nutricionais como o alto teor de acidos graxos monoinsaturados, ¢ fonte de
vitamina E e minerais como calcio, magnésio, selénio, potéssio, zinco, fosforo e cobre. E
nutricionalmente melhor quando comparado a outras bebidas vegetais, no entanto a alta
prevaléncia de alergia a nozes, no qual nos Estados Unidos chega a ser a terceira mais comum
relatada, limita a utilizacdo da bebida (SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016; BAKER;
KATTAN, 2018; IORIO et al. 2019).

Outro substituto do leite ¢ a bebida a base de aveia, que apresenta beneficios
terapéuticos por conter fibras alimentares e fitoquimicos. Possui proteina e calcio, além de
apresentar uma fracdo altamente viscosa de beta-glucana que esta associada a diminui¢ao dos
niveis de colesterol sanguineo (SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016; ANGELOV; YANEVA-
MARINOVA; GOTCHEVA, 2018). Porém apresenta em sua composicdo o gliten, principal
fragdo proteica associada a doencga celiaca (DC), o que restringe a utilizacdo da bebida por

individuos com DC (SCALIN, 2010, apud SOLORZANO, 2013).

Fatores como as alergias, as intolerancias ou estilos de vida diferenciados

impulsionaram o mercado europeu que em 2015 apresentou mais de 130 diferentes bebidas
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vegetais com valor total de faturamento de 1,5 bilhdo de dolares (JESKE; ZANNINI;
ARENDT, 2018). Outro fator para a expansiao do mercado de bebidas vegetais ¢ a
preocupacdo com a sustentabilidade. Os alimentos de origem vegetal sdo mais sustentaveis do
ponto de vista ambiental. Os produtos a base de carne possuem o maior impacto seguido pelos
produtos lacteos. Para a producdo de proteina animal ¢ exigida cerca de 100 vezes mais dgua
do que a producao da mesma quantidade de proteinas baseadas em plantas. Assim os produtos
de origem vegetal também podem servir como fonte de proteina na dieta (ALSAFFAR, 2016;
JESKE; ZANNINI; ARENDT, 2017). Um estudo realizado por Seves et al. (2017)
investigaram o impacto de dietas com pouco ou nenhum consumo de carne e laticinios Os
autores relataram que a partir de uma substituicdo de 30% desses alimentos, pode-se reduzir

o impacto ambiental em 14% sem comprometer a adequacao nutricional da dieta.

Quando as bebidas vegetais sdo avaliadas nutricionalmente, apenas a bebida de soja
fornece quantidades de proteinas compativeis as quantidades do leite de vaca (3,28 g/100
mL). O extrato de améndoa fornece quantidade limitada de proteina, sendo 1,67 g/100 mL
(VANGA; RAGHAVAN, 2018). Pineli et al. (2015) desenvolveram uma bebida a base de
quinoa que apresentou teor de proteina de 1,72 g /100 mL, inferior ao leite de vaca. Faccin et
al. (2009) elaboraram uma bebida tendo como fonte primaria o arroz organico, que apresentou
quantidade proteica de 1,15g/100 mL, também inferior as quantidades contidas no leite de

vaca.

Um estudo realizado por Jeske; Zannini; Arendt (2017) investigou as propriedades
fisico-quimicas e nutricionais de 17 diferentes extratos de vegetais a base de cereais, nozes e
leguminosas. Metade das amostras, quando comparadas ao leite de vaca, apresentaram baixo
ou nenhum contetdo proteico, com exce¢do da bebida de soja com 3,7% de proteina. Os
valores de indice glicémico das bebidas variaram de 45 a 100. Os autores relataram que a
maioria das bebidas era instavel com separacao de até 54,39%/h e grau de brancura inferiores
ao leite de vaca, e concluiram que as propriedades nutricionais e fisico-quimicas sdo
totalmente dependentes da fonte e do processamento realizado durante a elaboragdo das
bebidas. Sethi; Tyagi; Anurag (2016) mencionam que os extratos vegetais sdo diferentes
quanto aos aspectos nutricionais e, para se obter um produto com valor nutricional semelhante
ao leite de vaca sdo misturadas duas ou mais bebidas vegetais e também sdo realizadas

fortificagcdes com proteinas, vitaminas e minerais.
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As bebidas vegetais sdo uma importante area de pesquisa, devido ao aumento de
consumidores especificos que representam uma enorme expansdo para o mercado de
alimentos. Sao necessarias investigacdes de processamentos, fortificagdes, e intervencdes
tecnologicas para o desenvolvimentos de bebidas nutricionalmente completas e com boas
caracteristicas sensoriais (SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016). Rincon, Botelho ¢ De Alencar
(2020) investigaram o grao-de-bico, devido ao seu teor protéico, juntamente com o coco, em
razao do seu teor lipidico e aroma caracteristico, como possiveis componentes para a
elaboracdo de extrato vegetal. Os pesquisadores desenvolveram formulagdes com boa
composicao nutricional, quando comparadas ao leite de vaca e outros susbstitutos do leite, e
mediante analise sensorial obtiveram aceitagdo para as formulagdes com 90 e 70% extrato de
grao-de-bico. Por tanto, este seria um novo potencial extrato vegetal, utilizado como

alterenativa ao leite.

2.5. Grao-de-bico

O grio-de-bico (Cicer arietinum L.) é uma planta derivada da familia Fabaceae. E
cultivado principalmente na Asia, Europa, Australia e América do Norte, regides de clima
temperado e terras semiaridas. Existem duas variedades de grao-de-bico, Kabuli e Desi. Os
graos da espécie Desi sao escuros e tém superficie enrugada, esta variedade ¢ cultivada
principalmente em terras semiaridas. Ja os graos da espécie Kabuli sdo ligeiramente maiores,
com uma cobertura fina e brilhante, e sdo cultivados em climas temperados (RACHWA-

ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015).

Dentre as leguminosas existentes, o grdo-de-bico ¢ a terceira mais importante
representando 20% da produ¢do mundial, com cerca de 9 milhdes de toneladas por ano. Um
dos maiores produtores de griao-de-bico é a India, que fornece aproximadamente 60% da
produgdo global, seguida da Turquia, Paquistdo e Ira com contribui¢des de 7,6%, 7% e 3,5%,
respectivamente. Entretanto a producdo brasileira ainda ¢ pequena e por isso, ndo existem
registros nas estatisticas nacionais, havendo a necessidade de importagdo de quantidades
crescentes (EMBRAPA, 1998; RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015; FAO,
2018).

O grao-de-bico ¢ uma das principais fontes proteicas vegetais. Um estudo realizado

por Margier et al. (2018), caracterizou a composi¢ao nutricional e compostos bioativos de
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cinco leguminosas, dentre essas o grao-de-bico que apresentou 7,82g de proteina em 100 g do

produto cozido. A Tabela 2 descreve a composi¢ao nutricional do grao-de-bico.

Tabela 2. Composicao nutricional do grao-de-bico por 100 g do produto cozido

Nutrientes Quantidades
Carboidratos (g) * 50-70
Proteinas (g) 7,82
AA essenciais (g) 3,45
AA nio essenciais (g) 4,37
Lipideos totais (g) 2,04
Fibras totais (g) 8,20

Minerais (mg)

Célcio 72,00
Ferro 1,30
Magnésio 44,00
Manganés 0,86
Fosforo 140,00
Zinco 1,10

Compostos bioativos (mg)

Saponinas 121,86

Polifenois totais 24,98

AA: aminoacidos. * Hall, Hillen e Robinson, (2017). Fonte: adaptada de Margier et al.
(2018).

As principais proteinas encontradas nas leguminosas, portanto no grao-de-bico, sdo a

albumina e a globulina e em pequena quantidade a gluteina e a prolamina (RACHWA-
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ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015). Porém o contetido proteico do grao-de-bico pode
variar conforme espécies e ainda ¢ fortemente influenciado pelas condi¢gdes ambientais e pelas
praticas agrondmicas, que podem também alterar a sua qualidade nutricional (AKBABA;
SAHIN; TURKEZ, 2012). Um estudo realizado por Erba et al. (2019) relatou o aumento de
quase 10% da proteina contida no grao-de-bico, apds processo de germinagdo. Outro estudo
realizado por Wang et al. (2009b) constatou aumento de 3% e 6% da proteina bruta presente

no grao-de-bico tipo Desi e Kabuli, apos realizar o cozimento.

Quando sdo observados os aminoacidos essenciais € ndo essenciais existentes no grao,
estes estdo presentes na mesma propor¢do. Dentre os aminoacidos essenciais, o grao-de-bico
contém triptofano (1,1%), um precursor da serotonina, substancia responsavel pela sensacao
de bem-estar; e também ¢ fonte de metionina (1,6%) e cisteina (1,3%) (HALL; HILLEN;
ROBINSON, 2017; FRIEDMAN, 2018). J& em rela¢ao aos lipideos totais, o grao-de-bico
cozido apresenta maior teor lipidico quando comparado a outras leguminosas, isto deve-se ao
fato do conteudo de esterol e fosfolipidios serem de 4 a 10 vezes mais elevados no grao-de-
bico do que em outras leguminosas. Além disso a maior parte dos acidos graxos presentes no
grao-de-bico sdo insaturados, contendo principalmente acido linoleico, acido oleico e acido
linolénico. O 4cido a-linolénico ¢ um acido essencial importantes para o crescimento, fungdes

fisiologicas e manutencdo do organismo (ZIA-UL-HAQ et al., 2007; MARGIER et al., 2018).

Em relacdo aos carboidratos totais, o grao-de-bico contém de 50 - 70 g/100 g. O amido
¢ o principal carboidrato disponivel (35% resistente e 65% disponivel) entre os
monossacarideos estao a ribose, frutose e glicose, e entre os oligossacarideos estdo rafinose,
estaquiose e verbarose (RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015; HALL;
HILLEN; ROBINSON, 2017; FARIDY et al. 2020). Além disso, o grdo ¢ uma excelente
fonte de fibras soluveis e insoltveis contendo um total de 8,20 g /100 g. Segundo Wang et al.
(2009Db), as leguminosas devido ao seu teor de fibras podem trazer inumeros beneficios como
aumento da saciedade e atuagdo na prevengao contra doengas cardiovaculares. Ainda o grao-
de-bico ¢ uma boa fonte de calcio, magnésio, fosforo, ferro, zinco e manganés. Os teores de
manganés, zinco e fosforo sdo mais altos quando comparados a outras leguminosas
(RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015). O grao também apresenta quantidades
de compostos bioativos como as saponinas 121,86 mg/100 g e polifenois totais 24,98
mg/100g descritos na tabela 2, no qual possuem propriedades antioxidantes (LIGOR et al.,
2018).
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O grao-de-bico ¢ utilizado de varias formas. Normalmente ¢ consumido cozido, sendo
um bom complemento para saladas especialmente populares na Europa Ocidental e nos EUA,
enquanto que no Oriente Médio ¢ consumido com agucar ou especiarias. Entre as
aplicabilidades do grdo-de-bico, a maior esta associada a elaboracdo de paes e massas
(RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015). Ha pouco tempo, tem-se estudado a
possibilidade de utilizagdo do grao na fermentacdo por BAL em produtos lacteos (ZARE et
al., 2012). As leguminosas de forma geral, devido aos componentes de sua composi¢cdo como
carboidratos complexos (fibras, amido resiste e oligossacarideos), proteinas, vitaminas,
minerais e antioxidantes, podem contribuir para o crescimento de bactérias probidticas

(ZARE et al., 2012).

Chen et al. (2018) observaram que a adi¢ao farinha de grao-de-bico em iogurtes em
quantidade de 1 % a 5 %, aumentou a taxa de fermentacdo das culturas starters, diminuindo o
tempo de processamento do iogurte, e ainda proporcionou maiores contagens de L.
delbrueckii ssp. bulgaricus durante o armazenamento dos produtos a 4 °C por 21 dias, quando
comparados ao iogurte controle, sem adicdo de farinha de grao-de-bico. Os pesquisadores
mencionaram que a rafinose, presente no grao, pode ter promovido a maior atividade

metabolica das BAL.

Outro estudo realizado por Hussein et al. (2020) demonstrou que a adi¢do de 3% de
farinha de grao-de-bico em iogurte, resultou em maior viabilidade da cultura mista probiotica
de B. animalis subsp. lactis e L. acidophilus, no inicio da estocagem do produto, com
contagem de 8,68 log UFC/g. Ainda, as amostras adicionadas de 1 %, 2 % e 3 % farinha de
grao-de-bico, se destacaram durante periodo de armazenamento a 4 °C por 21 dias, com
viabilidade das culturas probidticas superiores a encontrada para o iogurte controle, sem
adicdo da farinha do grdo. Segundo os autores, isto se deve aos oligossacarideos e compostos
fenolicos, presentes no grao-de-bico, que atuariam como fonte de energia suplementar para o

crescimento microbiano.

A utiliza¢do de farinha de grao-de-grao de bico em iogutes ¢ uma alternativa para
melhorar as caracteristicas nutricionais, com influencia positiva na viabilidade de probidticos
(CHEN et al., 2018; HUSSEIN et al., 2020). Entretanto, pouco se sabe sobre a utilizagdo do
extrato de grao-de-bico, como principal produto para a fermentagdao de bactérias. Fu e Zhang
(2012) avaliaram uma bebida, composta por extrato de grao-de-bico e leite reconstituido (1:1

v/v), fermentada por cultura mista de L. bulgaricus e S. thermophilus. Apds processo de
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fermentagdo, obtiveram considerdvel contagem bacteriana, de 2,4 x 10° UFC/mL. Wang,
Chelikani e Serventi (2018), analisaram bebida de grao-de-bico fermentada por cultura mista
de BAL (S. thermphilus, L. bulgaricus e L. acidophilus). Apos processo de fermentacao,
obtiveram contagem bacteriana aceitdvel, de 7,4 x 10° entretanto os pesquisadores
mencionaram serem necessarias otimizagdes em relagdo as caracteristicas sensoriais, para

aplicacdo da bebida de grao-de-bico, como bebida fermentada.

Recentemente Rincon, Botelho e De Alencar (2020), ao adicionarem extrato de coco
em extrato de grao-de-bico, aprimoraram os parametros de cor, sabor, odor e textura,
avaliados durante analise sensorial da bebida. O efeito do processo de fermentagdo por micro-
organismos ndo foi avaliado no estudo. Contudo, Skrzypczak et al. (2019) ao avaliarem uma
bebida de grao-de-bico comercial, posteriormente adicionada de agticar de baunilha e flocos
de coco, fermentada por Lactobacillus plantarum 299v, obtiveram melhor aceitabilidade,
quando comparada a outros bebidas fermentadas pela mesma estirpe, analisadas
sensorialmente no estudo. Presumivelmente a combinacdo de grao-de-bico e coco parece ser
favoravel para o desenvolvimento de novas bebidas vegetais. Até o presente momento,
existem poucos estudos que investiguem o extrato vegetal de grao-de-bico, ou tampouco
associado ao coco, como matriz para o crescimento de bactérias lacticas. Dessa maneira sdao
necessarias mais pesquisas que explorem essa area, em especifico o grao-de-bico, tendo em

vista a rica composi¢ao, beneficios e componentes prebiodtico deste tipo de leguminosa.

2.6. Coco

O coco (Cocos nucifera L.) é uma monocotiledonea da familia Palmaceae. E utilizado
em muitos alimentos tradicionais, principalmente nas regides do Pacifico e da Asia. Um
percentual de 90% do total mundial de coco é cultivado na Indonésia, Filipinas, India, Sri
Lanka e Tailandia. Geralmente, as frutas de coco levam cerca de um ano para todo o
desenvolvimento. O fruto maduro contém 35% de casca (revestimento externo), 12% de casca
(revestimento interno), 28% de polpa, sendo o endosperma soélido e, 25% de agua, sendo o

endosperma liquido (PATIL; BENJAKUT, 2018).

Os produtos alimenticios derivados do coco sdo geralmente obtidos da polpa e do
liquido. Os mais conhecidos incluem o 6leo de coco, o extrato de coco, a agua de coco ¢ a

polpa de coco. O extrato de coco especificamente ¢ utilizado como ingrediente em diversas
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preparacdes doces e salgadas. O extrato consiste em um liquido obtido da polpa do coco
maduro e pode ser misturado com agua para consumo como bebida. Este contém em maior
concentracdo teores de lipidios e umidade (TANSAKUL; CHAISAWANG, 2006; PATIL;
BENJAKUT, 2018; MAURO; GARCIA, 2019).

A composi¢do da parte madura depende dos processos de cultivo, maturidade da
castanha e localizagdo geografica, o que consequentemente ira afetar a composi¢ao do extrato
produzido (PATIL; BENJAKUT, 2018). Um estudo realizado por Patil et al. (2017) avaliou
as propriedades fisico quimicas da polpa e do extrato de coco em diferentes estagios de
maturagdo. De acordo com os autores o extrato de coco produzido com polpa de coco maduro
apresenta cerca de 61% de umidade, 30% de lipideos, 3% de proteina, 1% de cinzas e 4% de
carboidratos. Sethi, Tyagi e Anurag (2016) ainda relatam que a bebida de coco possui
vitaminas e minerais, como ferro, calcio, potassio, magnésio e zinco e quantidade

significativa de vitaminas C e E.

A principal proteina do endosperma do coco ¢ uma globulina conhecida como
cocosina, que desempenha papel na estabilizagdo do extrato de coco. Além das aplicagdes
culindrias, o uso do extrato também estd associado a beneficios para a satde. O produto
contétm &cidos graxos saturados de cadeia média, principalmente acido laurico, que
corresponde a cerca de 50% do 6leo de coco. Este ¢ convertido em monolaurina, que pode
promover o desenvolvimento das funcdes cerebrais, estimular as defesas do sistema
imunoldgico e manter a elasticidade dos vasos sanguineos (PATIL et al., 2017; MAURO;
GARCIA, 2019; XIAO et al., 2019).

Apesar do coco ser associado a beneficios a satde e ser utilizado em preparagdes
culinarias, existem poucas pesquisas que investiguem o extrato de coco em bebidas
fermentadas. Um estudo realizado por Mauro e Garcia (2019) investigou a sobrevivéncia de
duas estipes de Lactobacillus reuteri, sendo LR 92 e DSM 17938, em bebida de coco. O
extrato de coco sem suplementagdo proporcionou substrato suficiente para crescimento do
Lactobacillus reuteri, devido a sacarose natural presente na matriz utilizada como fonte para
multiplicagdo bacteriana. No entanto, a maioria dos estudos que investiga a viabilidade de
probidticos em preparagdes de coco ¢ realizada com a agua do coco. Por exemplo, uma
pesquisa realizada por Kantachote et al. (2017) produziu uma potencial bebida probiotica
utilizando 4gua de coco suplementada com 0,5% de glutamato monossddico e fermentada

com Lactobacillus plantarum DW12, apresentando 8,4 log UFC/mL. Outra pesquisa feita por
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Giri et al. (2018) também utilizou a dgua de coco e a estirpe Lactobacillus casei L4 para a
producdo de uma bebida funcional que apos 48 horas de fermentagcdo apresentou 9,47 log

UFC/mL.

Deste modo sdo necessarios mais estudos que utilizem o extrato de coco na producao
de bebidas fermentadas, podendo ainda associa-lo a outras bebidas vegetais para beneficiar o

crescimento de microrganismos probidticos.
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3. METODOLOGIA
3.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental quantitativo. O estudo foi subdividido nas
seguintes etapas: (i) elabora¢do dos extratos de grao-de-bico e coco e das bebidas a base de
grao-de-bico e coco fermentadas com L. paracasei LBC 81; (ii) determinacdo da cinética de
crescimento do L. paracasei LBC 81 nas bebidas a base de grao e coco; (iii) analise da
composi¢ao quimica das bebidas apos fermentagdo; (iv) estabilidade das bebidas fermentadas
durante periodo de estocagem; (v) determinacao da sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 na
bebida a base de grao-de-bico e coco apds exposicdo a condigdes de estresse gastrointestinal

in vitro; (vi) analise estatistica dos resultados.

3.2. Elaboracao dos extratos vegetais

Os extratos vegetais foram produzidos no Laboratério de Técnica Dietética da
Faculdade de Ciéncias Saude da Universidade de Brasilia, de acordo com o protocolo

estabelecido por Rincon, Botelho e De Alencar (2020).

3.2.1. Elaboracao do extrato vegetal de grao-de-bico

O grao-de-bico utilizado na elaboracao das bebidas foi a cultivar Toro FLIP 06—155C
safra 20, cedida pela EMPRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) do Distrito
Federal. Para condugdo das analises, o extrato foi preparado em trés momentos distintos, um
total de 2.800 g de grao-de-bico foram utilizados. O preparo do extrato vegetal de grao-de-
bico foi realizado na propor¢ao de 1:4, sendo uma de grao-de-bico (alimento cru) para quatro
partes de agua. Inicialmente, o grao foi reidratado, no qual ficou de remolho em agua potavel
por 12 horas e, em seguida, a 4gua do remolho foi descartada. Posteriormente, o grao-de-bico
foi cozido com 4gua na propor¢do de 1:3 em panela de pressdo doméstica (Rochedo®) a 120 °
C e 2,0 atm por 20 min. (ap0s iniciar pressao). Posterior a essa etapa, o grao-de-bico cozido
foi processado no Thermomix®, por 1 minuto em poténcia 8, juntamente com a agua restante
do cozimento mais a agua necessaria para completar a proporcao de 1:4 em relagdo a massa
seca. Depois de processado, o liquido formado foi coado em voal para obtengdo do extrato

vegetal.
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3.2.2. Elaboracao do extrato vegetal de coco

O coco utilizado para a elaboragdo do extrato foi obtido no comercio local de Brasilia.
Optou-se pelo coco seco, no qual foi retirada a polpa. Para conducao das andlises, o extrato
foi preparado em trés momentos distintos, um total de 400 g de polpa de coco foi utilizada. O
extrato de coco foi elaborado na propor¢do de 1:3, sendo uma parte de polpa de coco em
pedacos e trés partes de dgua quente (cerca de 90 °C). O coco juntamente com a agua foi
processado em liquidificador (Philco® modelo PH900) em poténcia 2 por trés minutos e

coado em voal para obtengao do extrato de coco.

3.2.3. Elaboraciao das diferentes formulacoes de bebida vegetal a base dos

extratos de grao-de-bico e de coco

Optou-se pela formulagdo base de melhor composicao nutricional e aceitabilidade,
conforme Rincon, Botelho e De Alencar (2020), composta de 90% extrato de grao-de-bico e
10% extrato de coco, que em testes preliminares nao sofreu alteragdes visiveis de divisdo de
fases, mediante tratamento térmico de esterilizacdo (121°C por 15 minutos). As distintas
formulacdes de bebida vegetal a base dos extratos de grao-de-bico e coco foram produzidas
com diferentes percentuais de acucar cristal (sacarose - 2,5%, 5%, 7,5% e 10%), adicionado
para servir como fonte de substrato para o micro-organismo no processo de fermentagdo. Os
percentuais foram estabelecidos com base em testes preliminares, em que a adi¢do de 12% de
acucar resultou em acidificagdo intensa da bebida, assim optou-se por utilizar porcentagens

inferiores.

Portanto, ap6s os processos descritos nos itens 3.2.1 e 3.2.2, adicionou-se ao extrato de
grao-de-bico uma proporcdo de extrato de coco, resultando em uma bebida 90% extrato de
grao-de-bico e 10% extrato de coco. O blend foi homogeneizado manualmente com auxilio de
uma colher. Foram produzidos e analisados uma formulagdo controle e quatro diferentes
tratamentos, sendo (i) controle com 90% extrato de grao-de-bico, 10% extrato de coco e 0%
adi¢do de agucar; (i1) tratamento 1 com 90% extrato de grao-de-bico, 10% extrato de coco e
2,5% adicdo de aglicar cristal; (iii) tratamento 2 com 90% extrato de grao-de-bico, 10%
extrato de coco e 5% adicdo de agtlcar cristal; (iv) tratamento 3 com 90% extrato de grao-de-
bico, 10% extrato de coco e 7,5% adig¢ao de agucar cristal; (v) tratamento 4 com 90% extrato

de grao-de-bico, 10% extrato de coco e 10% adicao de actcar cristal.
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As formulagdes com distintas concentragdes de acucar foram homogeneizadas
novamente, também de forma manual com o auxilio de uma colher, até dissolu¢ao do agucar.
Em seguida, todos os tratamentos incluindo a formulagao controle foram divididos em trés
partes iguais, para andlises em triplicata, distribuidos 300 mL em potes de vidro com tampa
rosqueavel e transportados em caixas térmicas devidamente higienizadas para o Laboratorio
de Higiene dos Alimentos da Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia.
Posteriormente, as formulagdes foram submetidas a esterilizagao (121°C por 15 minutos) e

resfriadas a temperatura ambiente para elaboragdo da bebida fermentada.

3.3. Elaboracao da bebida fermentada

A cultura comercial de L. paracasei LBC 81 (marca DuPont™) foi utilizada na
elaboragdo das bebidas fermentadas. A cultura faz parte da colecdo de culturas do Laboratdrio
Interdisciplinar de Biociéncias da Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade de
Brasilia. A partir da cultura estoque foi preparado um novo estoque desta cultura para a

elaboracao das formulacdes de bebida fermentada.

3.3.1. Preparo da cultura estoque de L. paracasei LBC 81

Para o preparo da cultura estoque inoculou-se 50 pL da cultura estocada em freezer a -
80°C em 5 mL de caldo MRS, em seguida, a cultura foi incubada em estufa bacteriologica 37
°C/16 h. Posteriormente, uma aliquota de 100 pL da cultura ativa foi adicionada em 10 mL de
caldo MRS permanecendo em estufa bacterioldogica nas mesmas condicdes mencionadas
anteriormente. Para confirmagdo da pureza da cultura, a mesma foi estriada em placa de Petri
contendo MRS 4gar e, em seguida, a placa foi incubada em estufa bacteriologica 37 °C/24 h.
Posteriormente coldnias selecionadas da placa de Petri, com o auxilio da al¢a de Niquel
Cromo, foram adicionadas em 10 mL de caldo MRS, e imediatamente incubadas em estufa
bacteriologica para obtencdo de cultura ativa em meio liquido. Para o armazenamento,
posteriormente centrifugou-se o caldo MRS (2.655 x g, 5 minutos), o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com caldo MRS, em seguida foi centrifugado nas mesmas
condicdes e adicionado de caldo MRS com 20% de glicerol. A cultura ativa foi armazenada
em tubo eppendorf com capacidade de 2 mL e imediatamente foram estocados em freezer a —

80 °C.
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Todos experimentos foram realizados a partir da cultura estoque. Assim uma pequena
quantidade da cultura estoque foi submetida ao processo de ativagdo em caldo MRS e
incubagdo em estufa bacterioldgica a 37 °C/16 h. No entanto, a ativagao final foi realizada em
tubos Falcon contendo 10 mL da bebida 90% grao-de-bico e 10 % coco, sob as mesmas

condi¢cdes de incubagado, isto para a adaptagao do micro-organismo ao meio.

3.3.2. Determinacdo do indculo de L. paracasei LBC81 para elaboracio das

bebidas fermentadas

Para estabelecer a quantidade do indculo utilizado para a elaboragdo das bebidas
fermentadas, foram realizados teste preliminares. Inicialmente diferentes porcentagens de
inodculo (2%, 4%, 6%, 8% e 10%) foram adicionadas nas bebidas a base de grao-de-bico e
coco, em seguida as bebidas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C/14 h. O pH das
bebidas foi aferido antes, imediatamente apos a adicdo do inoculo e, posterior ao periodo de
incubagdo. Também determinou-se a viabilidade do micro-organismo presente nas bebidas

apo6s periodo de incubagao, por meio da técnica de plaqueamento Drop plate.

Quanto maior a concentracao de inodculo adicionada as bebidas, menor foi o pH obtido
apods as 14 h de incubacdo e menor foi a contagem de UFC. A adigdo de menos de 4% da
cultura também proporcionou menores contagens de UFC. Assim optou-se por utilizar a
concentracio de 4% da cultura (contendo aproximadamente 1,0 x 103 UFC/mL) nas

diferentes formulacdes de bebida a base de grao-de-bico e coco.

3.3.3. Determinacio da cinética de crescimento

Os parametros cinéticos de crescimento avaliados foram: pH, acidez titulavel, s6lidos
soluveis totais (avaliados em intervalos regulares, de uma ou duas horas, ap6s a inoculagdo do
micro-organismo), ¢ viabilidade microbiana (determinada ap6s a inoculacdo do micro-
organismo e apds processo de fermentagdo das bebidas). Posterior a adi¢do de 4% de indculo
nas diferentes bebidas, as mesmas permaneceram em estufa bacteriologica a 37 °C até
atingirem valores de pH em torno de 4,6 a 4,8. Este foi o pardmetro para caracterizar o final

do processo fermentativo.
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3.3.3.1. pH

O pH foi determinado por meio do pHmetro de bancada digital (modelo PHS — 3E),
devidamente calibrado com solugao tampao de pH 4 e pH 6. Com auxilio de uma micropipeta
automatica (modelo Labmate Pro — HTL) foram retirados 10 mL de cada amostra, dispostas
em béqueres de vidro. O bulbo do pHmetro foi inserido completamente nas amostras e
aguardados segundos para estabilizagdo e foram obtidos os valores de pH. Apos afericao de

cada amostra, o bulbo do pHmetro foi lavado devidamente com agua destilada.

3.3.3.2. Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL,2008). Para determinagdo da acidez tituldvel foram coletados 10 g das
amostras, adicionados 100 mL de 4gua destilada e a titulacdo foi realizada com solucdo de
NaOH 0,1 M e solugdo fenolftaleina como indicador. Utilizou-se a equagdo 1 para obtencdo

dos resultados expressos em g/100 g de acido lactico.

. o qr 1 VEFaxMxPM ~
Acidez Tituldvel= ~10xPxn Equagao (1)

Em que:

V= volume de solu¢do NaOH gasto na titulagdo (mL);
M= molaridade da solucao;

P= massa da amostra (g);

PM= massa molecular do acido lactico;

n=numero de hidrogénios ionizaveis;

F= fator da corre¢do da solugdo de NaOH.
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3.3.3.3. Solidos Soluveis Totais

Os solidos soluveis totais foram determinados através do refratometro digital (Atago
modelo 1T), de acordo com o método 932.12 (AOAC 2005). Aliquotas de cada amostra

homogeneizada foram utilizadas e os resultados foram expressos em °Brix.

3.3.3.4. Determinacao da viabilidade

A viabilidade de L. paracasei LBC 81 foi determinada pela técnica Drop plate
(plaqueamento por microgotas) em meio de cultura MRS agar. As amostras de bebida vegetal
foram submetidas a dilui¢des seriadas em solucdo salina 0,85%, e posteriormente as diluigdes
103,104, 107 e 10 foram plaqueadas em MRS 4gar e incubadas em condigfio aerdbia a 37°C
por 48 horas. Apos periodo de incubacgao, foi determinado o nimero de Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC) nas diluigdes que apresentaram entre 20 a 80 colonias. Este procedimento
foi realizado imediatamente ap6s o processo de inoculagdo da cultura L. paracasei LBC 81
nas diferentes formulagdes e ao final do processo fermentativo. Os resultados foram expressos

em log UFC/mL.

3.4. Caracterizacio quimica das bebidas

Posteriormente ao processo de fermentagao, as diferentes bebidas foram transportadas
em caixa térmica devidamente higienizada para o Laboratorio de Andlise de Alimentos, da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria da Universidade de Brasilia, para conducao

das andlises de caracterizagdo quimica.

3.4.1. Umidade

A umidade foi determinada de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (2008), no qual seguiu-se duas etapas. Primeiro as amostras foram pesadas (cerca de 400
g) e colocadas em recipientes de porcelana, na sequéncia foram submetidas a estufa a 60 °C
por 24 horas, para parcial evaporacdo da adgua e concentragdo da matriz, até obterem peso
constante. Logo apds, foram pesados cerca de 2 g das amostras em cadinhos, que
permaneceram em estufa a 105 °C por 4 horas, até obterem peso constante. A umidade foi

expressa em porcentagem de base umida, utilizando a seguinte equacao:
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(mytmg)

Umidade (%)= 1

Equagao (2)

Em que:
mi = massa de dgua evaporada na primeira etapa (g);
my = massa de dgua evaporada na segunda etapa (g);

m¢ = massa da amostra (g).

3.4.2. Proteina

O teor de proteina foi realizado pelo método de Kjeldahl 991.22 (AOAC, 2005).
Cerca de 2 g de cada amostra foram alocados em tubos contendo 1 g de mistura catalitica,
apds foi adicionado 3,5 mL de H>SOs4 4%, seguindo para bloco digestor a 450 °C.
Posteriormente, as amostras foram acrescidas de 10 mL de agua destilada para destilagdo do
nitrogénio realizada com o destilador Tecnal (modelo TE — 036/1). Para cada amostra, cerca
de 7,5 mL de H3BOs foram adicionados em béqueres de vidro e 4 gostas de azul de metileno
foram usadas como indicador. Os tubos contendo as amostras e os béqueres com solugdo de
acido borico foram alocados no destilador, NaOH 50% foi adicionado no copo medidor do
aparelho e, em seguida, iniciou-se o processo de destilagdo. Realizou-se a titulagdo com HCI
0,1 M até as amostras atingirem o ponto de viragem. A obtencao do nitrogénio foi expressa

em porcentagem pela seguinte equacao:

. Vablxfx14x 100
O N= X EIR IO Equagao (3)

I

Em que:

V = volume gasto da solug¢ao de HCl na titulacao;
M = molaridade da solu¢ao de HCI;

f = fator de correcao da soluc¢ao de HCI;

m = massa da amostra (mg).
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A obtencdo do teor de proteina foi determinada pelo fator de conversdao de nitrogénio

(% N) de 6,25, baseado na seguinte equacao:

9% Proteina=% N x 6,25 Equagéo (4)

3.4.3. Lipidio

O teor lipidico total foi determinado pelo método de extracio Am 5-04, utilizando o
extrator de lipidios (modelo ANKOM XT15 da Ankom Technology, New York, United States
of America) (AOCS, 2005). Apds submissdo a estufa a 60 °C por 24 horas, para parcial
evaporacao da agua e concentragao da matriz, como descrito no item 3.4.1, pesou-se cerca de
1 g de cada amostra, no qual foram colocadas em sacos de extracao de lipidios e alocadas em
cartuchos apropriados do extrator. Foi utilizado éter de Petrdleo como solvente para a
extragdo. Em seguida, as amostras foram inseridas em estufa a 105°C, para evaporagdo do
solvente, e pesadas. Os valores de lipidio foram obtidos pela diferenca de massa apods
extracdo, utilizou-se também a massa das amostras em base imida, assim o teor de lipidio foi

determinado pela seguinte equagao:

(100 = my )
T

% Lipideos= Equacao (5)

Em que:
m_ = gramas de lipideos extraidos

m = gramas de amostra em base imida

3.4.4. Residuo mineral

O teor de residuo mineral (cinzas) foi realizado pelo método 945.45 (AOAC, 2005).
As amostras foram pesadas, dispostas em cadinhos, submetidas @ mufla em temperatura de
600°C e ap6s foram pesadas novamente. A determinacdo de residuo mineral ¢ obtida pela
perca de massa organica da amostra, assim o percentual de cinzas foi dado pela seguinte

equacao:
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bo Cinzas=

'H]Elmﬂ Equacao (6)

Em que:
mc = massa de cinzas (g)

m = massa da amostra (g)

3.4.5. Carboidrato e valor energético

O teor de carboidratos totais presente nas diferentes formulagdes foi determinado pela
diferenca, subtraindo-se de 100 os valores encontrados para umidade, teor de proteina, teor de
lipidios e teor de cinzas, conforme método 986.25 (AOAC, 2005). Os valores de carboidratos

foram obtidos pela seguinte equacao:
% CHO= 100 - % Umidade - % Protema - % Lipideo - % Cinzas Equacao (7)

O valor energético das diferentes formulagdes foi calculado obtendo-se a quantidade
em gramas de carboidratos, proteinas e lipidios, multiplicados por 4, 4 e 9 kcal,

respectivamente, conforme Mahan e Escott-Stump (2005).

3.4.6. Teor de sodio, potassio e calcio

Ainda foram determinados os teores de sddio (Na), potassio (K) e céalcio (Ca) através
do fotometro de chama AP-1302 (LABNOVA®), segundo método 969.23 (AOAC, 2005).
Utilizou-se as cinzas conforme descrito no item 3.4.4. Posteriormente as cinzas de cada
amostra foram diluidas em agua destilada em baldes volumétricos de 100 mL e filtradas em
filtro de papel qualitativo. Especificamente para determinacao de calcio, as amostras foram
diluidas novamente (fator de dilui¢do 5). Para a obtencdo dos valores de minerais, o
equipamento foi calibrado de acordo com as solugdes padrao dos minerais Na, K e Ca (marca
SpecSol®), com curvas de 0 a 100 ppm (R?>= 0,947), 0 a 150 ppm (R*= 0,960) ¢ 0 a 50 ppm

(R*=0,999) respectivamente. As leituras foram realizadas inserindo o cateter do fotometro no
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baldo volumétrico contendo as amostras. Os resultados obtidos em ppm foram convertidos e

expressos em mg/100 g.

3.5. Caracterizacio das bebidas durante armazenamento refrigerado

Os parametros tecnologicos e a viabilidade do micro-organismo nas bebidas
fermentadas foram analisados apos a fermentagao e durante o periodo de estocagem (3°, 5°, 7°

e 10° dias) a 4°C em camara climatica (modelo MA 415 Marconi, Piracicaba, Brasil).

Para os parametros tecnologicos, o pH, acidez titulavel e solidos soluveis totais foram
determinados conforme itens 3.3.3.1, 3.3.3.2 e 3.3.3.3. A avaliacdo da cor foi realizada por
espectrofotometria com o auxilio do espectrofotdometro (modelo ColorQuest XE HunterLab,
Reston, Estados Unidos), utilizando espectro de comprimento de ondas de 400 a 700 nm,
obtendo-se os valores das coordenadas L*, a* e b* do sistema Hunter. A partir dos valores das
coordenadas L*, a* e b* foram obtidos os parametros relacionados a tonalidade da cor ou hue
angle (h*, Equacdo 8) e a saturagdo da cor ou croma (C*, Equagdao 9) (FRANCIS, 1975;
MCLELLAN, LIND E KIME, 1995).

h*= arctang(b*/a*) Equagao (8)
C*= 1',“ a*t 2+ pt 2 Equacao (9)
Em que:

L - mensuravel em termos de intensidade de branco a preto;
a - mensuravel em termos de intensidade de vermelho e verde;

b - mensuravel em termos de intensidade de amarelo e azul.

A viabilidade de L. paracasei LBC 81 durante o periodo de estocagem foi avaliado de

acordo com o procedimento descrito no item 3.3.3.4.
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3.6. Determinacao da sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 na bebida a base de
grao-de-bico e coco apés exposicdo a condicdes de estresse gastrointestinal in

vitro.

A sobrevivéncia da cultura foi analisada na bebida de grao-de-bico e coco fermentada
com adi¢do de 10% de acgucar cristal (BGCF), por se assemelhar as bebidas fermentadas que

existem no mercado com 12% de adig¢do de agucar.

Para verificar o efeito da matriz e da fermentagdo na sobrevivéncia do L. paracasei
LBC 81, foram considerados os respectivos controles: Controle 1 — suspensao de células em
solugdo salina (SCSS): a cultura na sua forma ativa em meio liquido, foi centrifugada (2.655 x
g, 4 °C, 5 minutos) e ressuspendida em solugdo salina 0,85% com pH ajustado para 6,5.
Controle 2 — suspensao de células em bebida de grao-de-bico e coco (SCGC): a bebida a base
de grao-de-bico e coco foi elaborada conforme item 3.2, adicionada de 10% de actcar e 4%
do inoculo (contendo aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL), no entanto esta ndo foi

submetida ao processo de fermentacao.

Conforme protocolo estabelecido por Bautista-Gallego et al. (2013), a suspensdo de
células em solu¢ao salina 0,85%, e as bebidas fermentada e ndo fermentada, no 1° ¢ no 8° dia
de armazenamento (4 °C), foram submetidas as seguintes condigdes: (i) exposicdo ao suco
gastrico simulado; (ii) exposi¢do ao suco pancreatico simulado; e (iii) exposi¢ao aos sucos

gastrico e pancreatico simulados em condi¢des sucessivas.

3.6.1. Determinacio da sobrevivéncia apds exposi¢cdo ao suco gastrico simulado

O suco gastrico sintético foi preparado com 150 mL de solugdo tampao. Esta solucao
foi preparada com NaCl (0,375 g), KzHPO4 (0,09 g), CaCl; (0,0165 g), KCl1 (0,0555 g) e 150
mL de agua destilada. O pH foi ajustado para 2,0 com HCI 1 M e posteriormente, a solugdo
foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos. Para a conducdo das anélises a solu¢do tampao foi
dividida em trés partes iguais (50 mL), no dia da realizagdo dos experimentos esta foi
adicionada de solugdo de pepsina (5 pL/50 mL) (Dindmica®, Indaiatuba, SP, Brasil) e
lisozima (50 pL/50 mL) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO).

Aliquotas de 100 uL da bebida fermentada foram adicionadas em 900 pL do suco

gastrico e em seguida, incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 3 horas. A suspensao
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de células em solucdo salina 0,85% e em bebidas ndo fermentada (controle 1 e 2) foram
submetidas ao mesmo processo. Apos periodo de incubagdo, foram centrifugados (2.655 x g,
4 °C, 5 minutos). O pellet obtido foi lavado com solu¢do salina 0,85 % e posteriormente
centrifugado nas mesmas condic¢des. O pellet obtido foi suspenso em solu¢do salina 0,85% e
dilui¢des em até 10 foram realizadas. As dilui¢des foram plaqueadas em agar MRS pela
técnica Drop plate, e, posteriormente, incubadas em condigdo aerdbia a 37 °C por 48 horas. O

numero de UFC foi determinado apds o periodo de incubacao, expressos em log UFC/mL.

3.6.2. Determinacdo da sobrevivéncia apo6s exposicio ao suco pancreatico

simulado

O suco pancreatico sintético foi preparado com 150 mL de solugdo tampao. Esta
solucdo foi preparada com fosfato de sodio dibasico heptahidratado (7,6215 g), NaCl (1,275
g) e 50 mL de agua destilada. Adicionou-se a solugdo sais biliares (0,45 g) (marca Sigma-
Aldrich®) e o pH da solucdo foi ajustado para 8,0. Posteriormente, a solucao foi autoclavada
a 121 °C por 15 minutos. Para a condugao das anélises, a solu¢ao tampao foi dividida em trés
partes iguais (50 mL), no dia da realizacao dos experimentos e esta foi adicionada de solucao

de pancreatina (500 pL/50mL) (marca Sigma-Aldrich®).

Aliquotas de 100 pL da bebida fermentada foram adicionadas em 900 puL do suco
pancredtico e em seguida, incubadas em estufa bacterioldégica a 37 °C por 4 horas. A
suspensdo de células em solugdo salina 0,85% e em bebidas ndo fermentada (controle 1 e 2)
foram submetidas ao mesmo processo. Apds este periodo de incubacgao, os tratamentos foram
centrifugados (2.655 x g, 4 °C, 5 minutos). O pellet obtido foi lavado com solucao salina 0,85
% e, posteriormente, centrifugado nas mesmas condi¢des. O pellet obtido foi suspenso em
solucdo salina 0,85% e dilui¢des em até 107 foram realizadas. As dilui¢cdes foram plaqueadas
em agar MRS pela técnica Drop plate, e, posteriormente, incubadas em condig¢ao aerobia a 37
°C por 48 horas. O nimero de UFC foi determinado apos o periodo de incubagdo, expressos

em log UFC/mL.
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3.6.3. Determinacdo da sobrevivéncia apods exposicio aos sucos gastrico e

pancreatico em condi¢des sucessivas

O procedimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita nos itens 3.6.1 ¢
3.6.2, exceto que apos a exposicao ao suco gastrico por 3 horas, a bebida a base de grao-de-
bico e coco fermentada e respectivos controles foram expostos também ao suco pancreatico

por 4 horas. Os resultados foram expressos em log UFC/mL.

3.6.4. Determinacio da porcentagem de sobrevivéncia

A partir da obtengdo dos valores de log UFC/mL, apds exposi¢ao as condicdes
gastrointestinais in vitro da bebida de grao-de-bico e coco fermentada, suspensao de células
em solucdo salina 0,85% (controle 1) e em bebida ndo fermentada (controle 2), foi
determinada a porcentagem de sobrevivéncia do L. paracasei LBC 81, através da seguinte

equacao:

Sobrevivéncia (%)= logNi/logNo x 100 Equacao 10

Em que:

Ni= contagem viavel total (log UFC/mL), apds a exposicdo as condi¢des de estresse

gastrointestinal in vitro.

No= viabilidade total (log UFC/mL) antes da exposicdo as condi¢des de estresse

gastrointestinal in vitro.

3.7. Analise estatistica dos resultados

Para as variaveis relacionadas a cinética de crescimento e estabilidade durante periodo
de estocagem das bebidas fermentadas foi realizada anélise de regressao. Para a viabilidade
microbiana (imediatamente ap6s a inoculagdo, apos processo de fermentacdo e durante
periodo de estocagem) e composi¢do quimica, foi realizada ANOVA com subsequente teste

de Tukey a 5% de probabilidade. Para a analise de sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81
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apos condicOes de estresse gastrointestinal in vitro, foram considerados o tratamento de
bebida fermentada, suspensdo de células em solugdo salina (controle 1) e suspensao de células
em bebida de grao-de-bico ndo fermentada (controle 2). ANOVA com subsequente teste de
Tukey a 5% de probabilidade foi realizada. O software SigmaPlot v. 10.0 (Systat Software
Inc, Erkrath, Germany) foi utilizado para obter as equagdes de regressao e construcdo dos
graficos. O software StatPlus® 5 Pro (AnalystSoft Inc, Estados Unidos) foi usado para a
analise de variancia e teste de Tukey Para cada experimento, trés repeticdes foram

consideradas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Cinética de crescimento

As formulagdes de grao-de-bico e coco com diferentes teores de agucar foram
avaliadas durante o processo fermentativo. As variaveis como pH, AT e SST mensuraram
indiretamente o crescimento microbiano (Figura 2 e Tabela 3) e, a viabilidade obtida através
da contagem de UFC mensurou de forma direta o crescimento da estirpe L. paracasei LBC 81

nas formulag¢des de bebida de grao-de-bico e coco.
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Figura 2. Curvas de regressdao de pH (A), acidez titulavel (AT) em g/100 g de acido lactico
(B) e solidos soluveis totais em °Brix (SST) (C) em relacdo ao periodo de fermentagdo das

formulacdes com diferentes teores de agticar fermentadas por L. paracasei LBC 81.
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Tabela 3. Equagdes de regressdo de pH, acidez titulavel (TA, g/100g de acido lactico) e
solidos soluveis totais (SST, °Brix) durante periodo de fermentagdo (x) das formulagdes com

diferentes teores de acgtcar fermentadas por L. paracasei LBC 81.

Variaveis Teor de agtcar Equagdes ajustadas R? EPE
R 6968
0% (Controle) ; (I_EI.%};,—“JJ 0,98 0,079
. 6,403
0 AR ECSUNEE)
2,5% (1—.;'- <y ’IJ 0,98 0,123
. 6.078
pH 5,0% ; (1_E|.___1iﬁf,|) 0,99 0,019
. §.200
7.5% ' (I_EI_'_—L-?,I) 099 0,073
. 6.067
V= ooy
10,0% ' (I_EI_'_—”'?J) 0,99 0,075
0153
F=0125+ —— =
0% (Controle) (1_E|.T5'9T,|) 0,98 0,008
0,239
$=0.114 T ET
2,5% (l_el.ﬁ,lj 098 0,016
0,341
AT ?%.IIJ—W
5.0% (1—e'-T21_") 0,99 0,005
0,158
F=0118+——— =
7.5% (i_EI_T-J-—,IJ 0,99 0,002
. 0219
F=0.120+ =
10,0% (1—.;'7535_*') 0,99 0,004
0% (Controle) §=3,347-0,033> 0,83 0,087
2.5% §=6.128-0,1083 0,90 0,120
SST
5.0% $=8.343-0,0013 0,88 0,102
7,5% $=11,147-0.152x 0,99 0,029
10,0% $=13,270-0.198x 0,90 0,209

EPE = Erro padrdo da estimativa; n= trés repeti¢des.
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O valor estimado inicial de pH das formulagdes foi cerca de 6,0, com tendéncia de
decréscimo ao longo do periodo de fermentagao (Figura 2A). Ao definir o valor de pH entre
4,5 a 4,8, como final do processo fermentativo, observou-se que a redu¢do dos valores de pH
foi inversamente proporcional ao aumento dos teores de agucar das formulagdes, resultando
em tempos distintos de fermentacdo. A formulacdo elaborada com maior teor de agucar
(10%), apos 6 h de fermentacdo, alcangcou pH estimado final de 4,52. A formulag¢do controle
(0% de acticar), apds 9 h de fermentacdo alcangou pH estimado final de 4,84. Vogado et al.
(2018) avaliaram o crescimento do L. paracasei LBC 81 em leite desnatado suplementado
com 10% de actcar, utilizando as mesmas condigdes de incubagdo (37 °C) e maior
concentracao de indculo (10%). Embora a formulagao tivesse maior concentragdo de indculo
comparada aquelas elaboradas no presente estudo, para atingir valor de pH de 5,37 foram
necessarias 14 h de fermentagdo. Ao contrapor os resultados, a formulagao de grao-de-bico e
coco sem adi¢do de agucar parece ser suficiente para crescimento da estirpe L. paracasei LBC
81, considerando seu menor tempo de fermentagdo (9 h), otimizado com o teor de 10% de
acucar (6 h). O grao-de-bico possui quantidades consideraveis de aminoacidos livres, o que
proporciona crescimento mais acelerado dessas bactérias neste substrato. No leite, a presenga
de aminoacidos livres ¢ limitada, estando presentes como componentes proteicos, o que leva
as BAL a hidrolisarem as proteinas do leite para utilizagdo como fonte de carbono (BINTSIS,
2018). Outro fator a ressaltar ¢ que grao-de-bico possui quantidades de carboidratos de 50-70
g/ 100 g (HALL; HILLEN; ROBINSON, 2017), dentre eles oligossacarideos. Em especifico,
a rafinose ¢ mencionada como um dos componentes presente em leguminosas que pode
proporcionar maior atividade metabolica de BAL (ZARE et al., 2012; CHEN et al., 2018;
HUSSEIN et al., 2020). E possivel que o teor de carboidratos contido na formulagio de grio
de bico e coco sem adi¢do de agucar influenciou positivamente no crescimento da estirpe L.

paracasei LBC 81.

O valor estimado inicial de AT para as formulacdes foi cerca de 0,13 g/100 g de acido
lactico, com tendéncia de aumento ao longo do periodo de fermentacao (Figura 2B). Maiores
teores de acucar resultaram em maior AT, inversamente proporcional aos resultados obtidos
para os valores de pH, o que era esperado. Ao final do processo de fermentacdo, a formulagao
controle (0% de aglicar) apresentou valor estimado para AT de 0,22 g/100 g de 4cido lactico e
a formulagdo com 10% de actcar apresentou valor estimado de 0,29 g/100 g de 4cido lactico.

A maior AT, obtida para as formulagdes com maiores teores de aguicar pode ser explicada
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novamente pela atividade metabdlica do micro-organismo. A sacarose ¢ considerada boa
fonte de carbono, possivelmente a estirpe também tenha utilizado a sacarose presente nas
formulacgdes, liberando quantidades de acidos organicos, o que resultou no aumento do acido

lactico nas distintas formulagdes (DAVOODI et al. 2016).

As formulacdes com os maiores teores de agucar apresentaram valores mais elevados
de SST (Figura 2C). A formulagdo controle (0 % de agucar) apresentou inicialmente valor
estimado de 3,35 °Brix, ja a formulagdo com 10,0 % de agucar apresentou valor estimado de
13,27 °Brix. Durante o periodo de fermentagdo, foi observada uma leve tendéncia de reducao
dos teores de SST, sendo ainda mais acentuada com o aumento do teor de aguicar. Resultados
semelhantes foram obtidos por Norberto et al. (2018), que observaram reducao dos SST em
bebida de soja fermentada por graos kefir, devido ao consumo de carboidratos ao longo do
processo de fermentagio. E possivel que nas formulagdes da bebida de grio-de-bico e coco, a
discreta tendéncia de reducgdo dos teores SST esteja associada ao consumo de agucares por L.

paracasei LBC 81.

Quanto a viabilidade do micro-organismo, ndo houve diferencga significativa (p > 0,05)
entre as formulagdes, sendo somente observada com relagdo a contagem média inicial
(7,24+0,22 log UFC/g) e final (8,60+0,17 log UFC/g) no processo fermentativo. Esses dados
sugerem novamente que a formulagdo sem adicdo de agucar (controle) forneceu nutrientes
suficientes para o crescimento de L. paracasei LBC 81. Wang, Chelikani e Serventi (2018)
avaliaram a bebida a base de grdo-de-bico, sem adi¢do de agucares e, constataram que o
produto apresenta boa fermentabilidade ao utilizar cultura mista de BAL (Streptococcus
thermophillus, Lactobacullis bulgaricus e Lactobacillus acidophilus). Chen et al. (2018)
relataram que os prebidticos, como galacto-oligossacarideo (GOS) existentes no grao-de-bico,
favoreceram o crescimento do L. delbrueckii ssp. bulgaricus YO-MIX 883. Skrzypczak et al.
(2019) relataram que durante a fermentacao, as proteinas presentes em leguminosas também
podem ser hidrolisadas por enzimas proteoliticas dos microrganismos. E possivel que a
estirpe L. paracasei LBC 81 tenha exercido atividade proteolitica, o que favoreceu o bom
crescimento nas formulagdes. Oneca et al. (2007) encontraram enzimas proteoliticas em
estipes de L. paracasei isoladas de leite ovino. Além disso, € possivel que os nutrientes
presentes no coco tenham influenciado positivamente o crescimento microbiano. Mauro e
Garcia (2019) relataram bom crescimento das estirpes o L. reuteri LR 92 e L. reuteri DSM
17938 em bebida de coco. O coco possui alto teor de antioxidantes e minerais como ferro,

magnésio e zinco (SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016), o que possivelmente tenha enriquecido
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ainda mais a bebida de grao-de-bico, favorecendo o crescimento da estirpe L. paracasei LBC

81.

Diante da analise dos dados, ¢ possivel mencionar que a bebida de grao-de-bico e coco
sem adi¢cdo de agucar mostrou-se boa fonte para o crescimento do L. paracasei LBC 81. Este
resultado € interessante para o desenvolvimento de bebidas com reducdo de agucares, tendo
em vista que o alto consumo de agucar vem sendo associado ao surgimento de comorbidades
como obesidade e diabetes tipo 2 (CLEGHORN et al., 2019). Portanto, a formulacao sem
adicao de agucar seria suficientemente viavel para a fermentagcdo por L. paracasei LBC 81,

devido aos seus constituintes nutricionais que favoreceram o crescimento da estirpe.

4.2. Composicio quimica

A composicao das formulagdes de bebida de grao-de-bico e coco foi determinada apds
processo de fermentacao (Tabela 4). Os valores de umidade apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05), conforme aumento do teor de aglicar das bebidas. Tais resultados
foram esperados, visto que ao se aumentar o teor de acucar, proporcionalmente eleva-se a
quantidade de SST e a umidade ¢ reduzida. Quanto ao residuo mineral (cinzas), ndo foram

observadas  diferencas  significativas (p > 0,05) entre as formulagoes.



Tabela 4. Composicao quimica das formulagdes com diferentes teores de acgticar fermentadas por L. paracasei LBC 81.
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Valor energético Umidade Cinzas Proteina Lipideo Carboidrato Na Ca K
Formulacgdes
(kcal/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

Controle 31 93,65+0,01a 0,33+0,0la 1,27+0,06a 1,53+0,05a  3,07+0,09¢ 4,76+0,60c 315,38+4,27a 95,2942,32a
2,5% de agtcar 41 91,14+0,23b  0,33+0,01a  1,25+0,04a 1,54+0,07a  5,55+0,24d 4,19+0,22¢ 297,24+12,05ab 91,98+2,51a
5,0% de agucar 44 90,33+0,02¢  0,31+£0,01a 1,13+0,18a 1,32+0,03a  6,90+0,17c 7,62+0,94b 291,83+3,13b 90,61+0,73a
7,5% de agtcar 57 87,11+0,17d  0,30+0,01a 1,15+0.15a 1,43+0,07a  9,85+0,23b 5,90+0,58bc 288,76+11,40b 94,58+2,23a
10,0% de agticar 74 83,04+0,21e  0,30+0,02a 1,15+0.03a 1,41+0,08a  14,22+0,22a 11,41+0,57a 297,35+4,15ab 93,66+0,67a

Me¢dias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; n = trés

repeticoes.
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Em relag@o ao teor de proteina, ndo foram observadas diferencas significativas (p >
0,05). A formulacao controle (0% de agucar) e a formulacdo com adi¢do de 10 % de agucar
apresentaram valores de 1,27 e 1,15 g/100 g, respectivamente. Tais valores de proteinas sao
inferiores ao contido no leite de vaca com 3,28 g/ 100 g (VANGA; RAGHAVAN, 2018). O
leite fermentado por L. paracasei LBC 81 suplementado com 10% de aglicar apresentou valor
de proteina de 2,71 g/100 g (VOGADO et al 2018). A soja ¢ muito utilizada como alternativa
para produtos lacteos e apresenta teor de proteina consideravel. Vieira et al. (2019) obtiveram
proteina de 3,72 g/100 g em bebida de soja fermentada por L. acidophilus LA-5. Apesar
disso, um fator limitante esta associado ao sabor da soja. Sertovi¢ et al. (2019) apresentaram
baixa aceitabilidade para bebida de soja fermentada pela mesma estirpe. Contudo, as
formulacdes de bebida de grao-de-bico e coco apresentaram maior quantidade de proteina
quando comparada a outras bebida vegetais utilizadas para fermentacao, como a bebida de
aveia com teor proteico de 0,65g/100 mL (BERNAT et al. 2013) e bebida de arroz com 0,32
2/100 g (JESKE; ZANNINI; ARENDT, 2017).

Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as formulagdes em relagdo ao teor
de lipideo. Os valores variaram de 1,32 a 1,53 g/100 g. Estes resultados diferem dos achados
de Wang, Chelikani e Serventi (2018) que obtiveram teor de lipideo de 0,34 g/100 g em
bebida de grao-de-bico, posteriormente fermentada por cultura mista de S. thermophilus, L.
bulgaricus e L. acidophilus. No presente estudo, os teores de lipideos encontram-se mais
elevados devido a adi¢do do extrato de coco nas formulagdes. O coco tem cerca de 20 % de
gordura (PATIL; BENJAKUL, 2018). Rincon, Botelho ¢ De Alencar (2020) utilizaram o
extrato de coco em bebida de grao-de-bico para obter teor de lipideo proximo ao contido em
leite de vaca. O aumento da propor¢do de extrato de coco na bebida resultou em valores para

lipideo de 1,08 a 3,43 g/100 g.

Para os teores de carboidratos totais, foram observadas diferengas significativas (p <
0,05) conforme o aumento do actcar adicionado nas formulagdes, variando de 3,07 a 14,22
g/100 g. A formulagdo controle (0% de aglcar) apresentou quantidade de carboidrato
proveniente do grao-de-bico e coco, semelhante ao encontrado para leite de vaca com valor de
carboidrato de 4,65 g /100 g (VANGA; RAGHAVAN, 2018). A formulacdo com 10% de
agucar apresentou teor de carboidrato proximo ao obtido para leite fermentado por L.
paracasei LBC 81, suplementado com 10% de acticar com teor de 10,14 g /100 g (VOGADO
et al., 2018). Ainda, o aumento do teor de agucar resultou em aumento do valor energético das

formulagdes com valores de 31 a 74 kcal/100g. Segundo a World Health Organization
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(2015), beneficios a satide podem ser obtidos se o consumo didrio de acucar for reduzido para
5% da ingestao total de calorias. Deste modo, a formulagdo sem adi¢ao de acucar se destaca,
por apresentar menor valor calérico e ser suficiente para crescimento da estirpe L. paracasei

LBC 81, sem necessidade de adigao de agtcares.

Quanto aos minerais, as diferengas significativas (p < 0,05) observadas para os teores
de Na e Ca n3o podem ser correlacionadas diretamente com as concentracdes de agucar das
formulagdes, visto que o agucar adicionado ndo ¢ fonte destes micronutrientes (Na e Ca).
Possivelmente, as diferencas podem estar relacionadas aos metabolitos obtidos durante o
processo de fermentagcdo por L. paracasei LBC 81. Pereira et al. (2018) mencionam que
durante o processo fermentativo, por ocorrer hidrolise dos componentes da matriz, as
bactérias probidticas podem produzir e secretar moléculas funcionais, incluindo antioxidantes,

enzimas, acidos graxos de cadeia curta, peptideos, vitaminas e minerais.

Para os teores de sddio, a formulacao controle e a formulagdo com 10% de agucar
apresentaram valores de 4,76 e 11,41 mg/100 g, respectivamente. Esses resultados sdo
inferiores ao encontrado em leite de vaca, utilizado em grande escala para a elaboragdo de
produtos fermentados, com teor de sédio de cerca de 50 mg/100 g (VANGA; RAGHAVAN,
2018). O menor teor de sodio obtido nas formulagdes ¢ um fator positivo, tendo em vista que
o aumento do consumo deste micronutriente, presente principalmente em alimentos
industrializados, estd associado ao desenvolvimento de doengas renais, hipertensdao e

osteoporose (HWANG et al., 2017).

O célcio ¢ um importante micronutriente relacionado ao crescimento € manutencao da
massa oOssea (ZHU; PRINCE, 2012). Os teores de célcio das formulagdes apresentaram
valores entre 288,76 ¢ 315,38 mg/100 g. Tais resultados sdo superiores aos obtidos no estudo
de Kravi¢ et al. (2012) para bebidas lacteas fermentadas, com teor de célcio de cerca de 120
mg/100 g. Comumente os produtos lacteos sdo considerados excelentes fontes de calcio
(RIZZOLI; BIVER, 2018), grande parte das bebidas vegetais sdo suplementadas com sais de
calcio para equivalerem ao teor encontrado no leite (MAKINEN et al. 2016). As formulagdes
fermentadas de bebida de grao-de-bico e coco podem ser consideradas vantajosas, tendo em
vista o elevado teor de calcio presente sem suplementagdes deste micronutriente nas

formulagdes.

Para os teores de potéassio, ndo houve diferencas significativas (p < 0,05) entre as

formulagdes, os valores variaram de 90,61 a 95,29 mg/100 g. Estes resultados sdo inferiores
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aos obtidos para bebidas lacteas comerciais, fermentadas por diferentes culturas de BAL, com
teor de potassio de 145 mg/100 mL (KRAVIC et al., 2012). Isto porque o potassio ¢ um
mineral bastante abundante em lacteos (KRAVIC et al., 2012), e provavelmente encontra-se

em menor propor¢ao no grao-de-bico e coco utilizados na elaboracao das formulagdes.

4.3. Caracterizacao das diferentes formulac¢des de bebidas de grao-de-bico e coco

durante armazenamento refrigerado

As diferentes formulagdes de bebida de grao-de-bico e coco foram armazenadas a 4 °C
e analisadas ao longo de 10 dias quanto a viabilidade (log UFC/mL), pH, AT (g/100 g de

acido lactico), SST (°Brix) e quanto aos parametros de cor como tonalidade de cor (h*) e

saturacao de cor (C*).

Os valores médios de viabilidade de L. paracasei LBC 81 em formulagdes de bebida

de grao-de-bico e coco estdo representados nas Figuras 3 e 4, com equagdes de regressao

descritas na Tabela 5.
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Figura 3. Viabilidade de L. paracasei LBC 81 (log UFC/mL) nas diferentes formulagdes de
bebida fermentada de grao-de-bico e coco elaboradas com diferentes teores de agucar. Os

valores médios de viabilidade (log UFC/mL) correspondem ao armazenamento das
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formulagdes durante 10 dias a 4 °C. Letras mintsculas iguais ndo diferem significativamente

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Viabilidade (log UFC/mL)

4 6 8

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 4. Valores médios de viabilidade de L. paracasei LBC 81 (log UFC/mL) nas

formulacdes de bebidas fermentadas de grao-de-bico e coco durante o armazenamento de 10

dias a 4 °C. Os valores médios de viabilidade (log UFC/mL) sdo independentes do teor de

acucar utilizado

Tabela 5. Equagdes de regressao relacionadas a viabilidade (log UFC/mL) e pH das

diferentes formulagdes de bebidas fermentadas de grdo-de-bico e coco, e com diferentes

teores de acucar em funcdo do tempo de armazenamento (x).

Variaveis Equagdes Ajustadas R?> EPE
Viabilidade . 8.979 0,98 0,060
= (-':x—ﬁ:'.'E-B}}
(1+E 2910 )
1.780
pH 9=3.708+ : 0,99 0,014

EPE = Erro padrao da estimativa; n= trés repeti¢des.
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Os valores médios relacionados a viabilidade do micro-organismo independente do
periodo de estocagem foram superiores a 8,0 log UFC/mL, sem diferenca significativa (p <
0,05) entre as formulacdes (Figura 3). Demonstra-se que os teores de agucar adicionados nas
formulacdes nao influenciaram na viabilidade do L. paracasei LBC 81 durante o periodo de
estocagem a 4 °C. Entretanto, houve tendéncia de aumento da populagdo de L. paracasei LBC
81, independentemente das formulagdes em funcdo do tempo de armazenamento (Figura 4,
Tabela 5). Possivelmente, durante o armazenamento refrigerado, os nutrientes contidos na

bebida de grao-de-bico e coco foram utilizados para manter crescimento do micro-organismo.

Inicialmente, o valor médio estimado para viabilidade de L. paracasei LBC 81 foi de
8,17 log UFC/mL e, no 10° dia, o valor médio estimado foi de 8,95 log UFC/mL (Figura 4).
Ao comparar as formulagdes de bebidas de grao-de-bico e coco com outras bebidas vegetais,
os resultados obtidos sdo semelhante ou superiores, como no estudo de Gokavi et al. (2005),
que apresentou em bebida de aveia adicionada de agucar e fermentada por cultura mista
contendo L. paracasei ssp. casei B-29 semelhante viabilidade de 8,65 log UFC/mL no 10° dia
de armazenamento. Mishra et al. (2019) apresentaram para iogurte de soja fermentado por L.
rhamnosus K4E e L. helveticus K14 semelhante viabilidade de 8,68 log UFC/mL no 10° dia
de armazenamento. Bernat et al. (2015) apresentaram em bebida de améndoa adicionada de
inulina e fermentada por cultura de mista, menor viabilidade para L. reuteri com 7,06

UFC/mL no 28° dia de armazenamento.

Além disso, ¢ importante mencionar que os probidticos para exercerem efeitos
benéficos para a saude devem estar presentes em quantidades minimas durante toda vida util
do produto (REZAC et al., 2018). Embora nfio haja um consenso universal, valores de 10° a
10% UFC sdo aceitos como satisfatorios (SERTOVIC et al., 2019). O L. paracasei LBC 81 ¢é
um potencial probidtico e apresentou contagens superiores a0 minimo exigido durante todo
periodo de estocagem das diferentes formulagdes, demonstrando que as formulagdes de
bebida de grao-de-bico e coco podem ser potenciais portadoras de BAL com potencial

probiotico.

Outros parametros analisados (pH, AT e SST), que sdo medidas indiretas do
crescimento microbiano, refor¢gam os resultados obtidos quanto a viabilidade de L. paracasei
LBC 81 nas diferentes formulagdes durante o periodo de estocagem. Para os valores médios
de pH, observou-se tendéncia de decréscimo independentemente das formulagdes em fungao

do tempo de estocagem (Figura 5 e Tabela 5). Em relacdo a AT, observou-se tendéncia de
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aumento devido ao teor de aglcar e ao tempo de armazenamento (Figura 6A e Tabela 6).
Quanto aos SST, a maior interagdo observada estd relacionada aos teores de agucar das
formulagdes, com uma pequena variagdo ao longo do periodo de estocagem refrigerada

(Figura 6B e Tabela 6).

5,0 7

pH

3,6 T T T T 1

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 5. Valores médios de pH das diferentes formulagdes de bebida de grao-de-bico e coco
fermentadas por L. paracasei LBC 81 durante 10 dias de armazenamento a 4 °C. Os valores

médios de pH sao independentes do teor de agucar utilizado.
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Figura 6. Acidez titulavel em g/100 g de acido latico (AT) (A) e so6lidos soluveis totais em

°Brix (SST) (B) durante 10 dias de armazenamento a 4 © C das formulacdes com diferentes
teores de acucar fermentadas por L. paracasei LBC 81.
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Tabela 6. Equacdes de regressdo relacionadas a acidez tituldvel (TA, g / 100 g de acido
latico), solidos soluveis totais (SST, °Brix), tonalidade de cor (h*) e saturagdo de cor (C*) das
diferentes formulagdes de bebida de grao-de-bico e coco, em fungdo do teor de agucar (x) e do

tempo de armazenamento (y).

Varidveis Equagdes Ajustadas R? EPE
TA 5=0.174+0.021x+0,04 5v-0.001%* -0.002v" 0,81 0,053
SS #=3 038+0,967x-0.067y-0,007x*+0,007y" 0,99 0,189
h* 2=08.232+0_017x-0,490v+0,032x*+0,047+* 0,67 1,057
C* 7=13.91-0217x-0.116¥ 0,75 0,535

EPE = Erro padrdo da estimativa; n= trés repeti¢des.

No inicio do armazenamento, o valor médio estimado para pH foi de 4,68 e no 10° dia
o valor médio estimado de pH decresceu para 3,74 (Figura 5). As formulagdes com maiores
teores de agucar resultaram em maior AT (Figura 6A). No 10° dia de armazenamento
refrigerado, a formulagdo controle (sem agucar) apresentou valor estimado para AT de 0,42
2/100 g de acido lactico e a formulagdo com 10,0 % de acucar valor estimado de 0,53g/100 g
acido lactico. O aumento da acidez, ao longo de estocagem refrigerada de produtos, também
foi observado por outros autores para iogurtes e outras bebidas vegetais fermentadas. Mani-
Lopez, Palou, e Lopez-Malo (2014) identificaram aumento da quantidade de 4cido lactico em
iogurte durante armazenamento a 5 °C por 35 dias. Casarotti et al. (2018) observaram
aumento da acidez em bebidas de aveia e arroz fermentadas por L. casei Lc-1 e S.

thermophilus TA040 durante estocagem refrigerada 4 °C por 28 dias.

Embora a estirpe L. paracasei LBC 81 tenha permanecido em quantidade suficiente
para proporcionar beneficios a saude, as alteragdes sofridas em termos de pH e acidez sdo
consideradas negativas, diante dos aspectos sensoriais. Em 10 dias de armazenamento, houve
diminui¢do acentuada do pH e, proporcionalmente, aumento da AT. O aumento da acidez ndo
¢ uma caracteristica sensorial desejada, tendo em vista que consumidores tendem a rejeitar
alimentos com maior acidez (MUHIALDIN et al. 2020). Vogado et al. (2018) obtiveram em
leite fermentado suplementado com 9% de biomassa de banana acidez titulavel de 0,61 g/100
g ¢ baixa aceitagdo pelos provadores. Costa et al. (2017a) observaram maior aceitabilidade em
relacdo ao sabor em bebida de soja e arroz fermentada com valor de pH em torno de 4,45.

Portanto, a pés-acidificagdo ocorrida nas formulagdes ao longo dos 10 dias de armazenamento
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refrigerado, apesar de ndo ter afetado a viabilidade de L. paracasei LBC 81, poderia

influenciar na aceitabilidade por consumidores.

Quanto ao teor de SST das formulacdes ao longo do armazenamento, foi observada
certa estabilidade (Figura 6B). No inicio do armazenamento refrigerado, a formulagao
controle (sem agtlicar) apresentou valor estimado de 3,04 °Brix e a formulacdo com 10,0 % de
agucar, valor estimado de 12,01 °Brix No 10° dia os valores estimados foram de 3,07 ¢ 12,04
°Brix, respectivamente. Ressalta-se que durante o periodo de estocagem refrigerada, o
crescimento do micro-organismo ocorreu de forma mais lenta, o que possivelmente explica a
estabilidade dos SST neste periodo. Resultados semelhantes foram obtidos por Torrico et al.
(2020), que ao avaliarem iogurtes de morango fermentados por L. delbrueckki ssp. bulgaricus
e S. thermophilus, obtiveram maior valor de °Brix para formula¢des com maior teor de agucar,
sendo que a adicdo de até¢ 10% de sacarose ndo proporcionou alteracdo dos SST durante

armazenamento a 4°C por 28 dias.

Ao analisar as variaveis relacionadas a cor como tonalidade de cor (h*) e saturagdo de
cor (C*), houve variagdo significativa (p < 0,05) devido a interacdo entre teor de agtcar e

tempo de armazenamento (Figura 7 e Tabela 6).
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Figura 7. Tonalidade de cor (h *, A) e croma ou saturagdo de cor (C *, B) durante 10 dias de

armazenamento a 4 °C das diferentes formulacdes de bebida de grao-de-bico e coco
elaboradas com diferentes teores de agucar.

Para a tonalidade de cor (h*) (Figura 7A), as formulagdes se mantiveram entre os
angulos de 90° a 180°, proximas da cor amarela, com algumas alteragdes durante o periodo de
armazenamento. E possivel observar tendéncia de decréscimo da tonalidade até o 4° dia de
armazenamento refrigerado. Posteriormente, os valores aumentaram, de forma que no 10° dia

apresentaram-se proximos aos obtidos no inicio do armazenamento. Maiores teores de agucar
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resultaram em maiores medidas de tonalidade de cor. Quanto a saturagdo de cor (C*) (Figura
7B), foi possivel observar tendéncia ao decréscimo até¢ o 10° dia de armazenamento. Maiores
teores de acucar resultaram em menores medidas de saturacdo. Resultados parcialmente
semelhantes foram obtidos por Pereira, Maciel e Rodrigues (2011), em suco de caju
fermentado por Lactobacillus casei NRRL B-442, os pesquisadores identificaram reducao da
luminosidade e vermelhidao durante armazenamento a 4 °C por 42 dias. Costa et al. (2017a)
identificaram o escurecimento de bebida de soja e arroz fermentada por S. thermophilus,

Bifidobacterium spp BB-12 e L. acidophilus La-5, em armazenamento a 5 °C por 28 dias.

E importante ressaltar, que um dos principais fatores que explica as mudancas nos
parametros de cor ao longo do armazenamento, pode estar relacionado a redugdo do pH por
aumento do acido lactico e pelo nimero de bactérias que atua como particula de dispersao de
luz modificando os parametros de cor (OWENS; BREWER; RANKIN, 2001). Assim, no
presente estudo as mudangas relacionadas a cor provavelmente estdo associadas ao aumento

da acidez ocorrida durante o armazenamento refrigerado.

4.4. Sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em bebida fermentada de grao-de-bico

e coco apos exposicio ao estresse gastrointestinal in vitro

A sobrevivéncia da estirpe L. paracasei LBC 81 na bebida de grao-de-bico e coco
fermentada (BGCF) e nas suspensdes de células em solugao salina (SCSS) (controle 1) e em
bebida de grao-de-bico e coco (SCGC) (controle 2), apds exposicao as condigdes de estresse
gastrointestinal in vitro, estd representa na Figura 8. Na digestdo gastrica simulada, apds
exposicdo por 3h ao suco géstrico simulado de pH 2,0 (Figura 8 A), observou-se porcentagem
de sobrevivéncia significativamente (p < 0,05) maior na BGCF com 99,474+2,05%, seguida
pela SCGC e SCSS com 91,46+3,02% e 48,73+1,15%, respectivamente. Diferentes fatores
podem estar relacionados ao aumento da tolerancia de L. paracasei LBC 81 na bebida

fermentada, durante exposi¢ao ao suco gastrico simulado.
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Figura 8. Porcentagem de sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em suspensao de células em solugdo salina
(SCSS), bebida de grao-de-bico e coco fermentada (BGCF) e suspensao de células na bebida de coco e grao-
de-bico (SCGB), apods exposi¢cdo ao suco gastrico simulado (A), suco pancreatico simulado (B) e exposi¢do
aos sucos gastrico e pancreatico em condigdes sucessivas (C). Letras minasculas diferentes diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. n = trés repeticoes.
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Inicialmente para a BGCF, foi identificado menor valor de pH de 4,10+0,03, enquanto
para a SCSS e SCGB os valores de pH foram de 5,53+0,21 e 5,20+0,19, respectivamente. Isto
pode explicar o maior percentual de sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 na BGCF. E
possivel que durante o processo de fermentagao da bebida de grao-de-bico e coco, a estirpe L.
paracasei LBC 81 tenha se adaptado as condi¢des de baixo pH, o que possivelmente pode ter
induzido a ativacdo de mecanismos de resisténcia diante da exposi¢do ao suco gastrico
simulado. Mecanismos como o sistema de arginina desiminase, que utiliza a arginina para
produzir ATP, ornitina CO > e NH 3; bomba de protons (F1-FO — ATPase), que pode produzir
ATP utilizando prétons ou bombed-los para fora da célula através da hidrolise do ATP;
descarboxilagdo de aminoacidos, em que na reacdo um proton € consumido e o produto ¢
exportado da célula por meio de um transportador; e prote¢ao e reparo de macromoléculas
celulares (DNA, RNA e proteinas) estdo presentes em estipes de BAL e foram associados a
maior percentual de sobrevivéncia diante de condigdes de estresse acido. Estes mecanismos
resultam em regular o pH intracelular bacteriano e alcalizar o pH extracelular (VAN DE
GUCHTE et al., 2002; ANGELIS; GOBBETTI, 2004; HILL et al., 2017; FIOCCO et al.,
2020).

Outro fator que pode estar relacionado a maior sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81
em BGCEF associa-se aos constituintes quimicos dos ingredientes utilizados na elaboracao da
bebida. A sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em SCGB foi significativamente (p < 0,05)
maior que em SCSS. Isto enfatiza o efeito do alimento como matriz protetora para o micro-
organismo. O grao-de-bico ¢ fonte de proteina, € o extrato de coco contém alto teor de lipideo
(RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN; 2015; SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016).
Alguns estudos que utilizaram queijo como matriz reportam que a proteina e o alto teor de
lipideo presentes em alimentos podem conferir protecdo adicional para BAL diante de
exposicoes as condigdes gastrointestinais simuladas (ORTAKCI et al., 2012; PITINO et al.,
2012). Além disso, o grio-de-bico contém aminoacidos livres, como a arginina (CORTES-
GIRALDO, 2016). Possivelmente o L. paracasei LBC 81 tenha transportado a arginina para
seu citoplasma, e assim, mecanismos como descarboxilagdo de aminoacidos e sistema de

arginina desiminase possam ter protegido dos danos causados pela exposi¢ao ao meio acido.

Os carboidratos sdo os constituintes em maior propor¢ao no grao-de-bico (50-70%),
formados principalmente por oligossacarideos e polissacarideos (HALL; HILLEN;
ROBINSON, 2017). Estes componentes podem atuar como barreiras fisicas, protegendo o

micro-organismo da exposi¢do ao suco gastrico. Li et al. (2019) relataram que
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oligossacarideos de amora proporcionaram efeito protetor para o L. rhamnosus, durante
digestao gastrica simulada. Kocer e Unal (2018) observaram que a adi¢do de inulina ao leite
fermentado aumentou a sobrevivéncia de L. acidophilous apds a exposi¢do ao suco gastrico
simulado, isto porque a inulina contém pequenos agregados que podem atuar como uma
barreira fisica. Ainda, os polissacarideos extracelulares (PSE) produzidos por BAL tem um
importante papel na prote¢ao microbiana (BENGOA et al., 2018). Boke, Aslim e Alp (2010)
relataram que estirpes de BAL, isoladas de iogurte, com maior produgdao de PSE obtiveram

maior sobrevivéncia apos exposi¢ao a solucao de pH 2,0.

Alguns estudos demonstram que as bactérias probidticas nao inseridas em alimentos
apresentam alta redu¢@o da sobrevivéncia apds exposi¢do ao suco gastrico simulado. Segundo
Bedani, Rossi e Saad (2013), ao comparar a sobrevivéncia de B. animalis Bb-12 como cultura
pura e em iogurte de soja apOs exposicao a condigdes gastricas, observaram que a presenca da
matriz aumentou a sobrevivéncia da estirpe. Costa et al. (2017b) observaram que a presenga
de sorvete de agai simbiotico atuou como matriz protetora na sobrevivéncia de L. rhamnosus
GG, apos condicdes gastricas simuladas. Certamente a matriz alimentar oferece protecdo

atuando como barreira fisica para o micro-organismo diante das condi¢gdes adversas do TGI.

Quanto a digestdo pancredtica simulada, apds exposi¢do por 4h ao suco pancreatico
simulado de pH 8,0 (Figura 8 B), a BGCF apresentou porcentagem de sobrevivéncia para o L.
paracasei LBC 81 de 68,26+2,77%. Essa porcentagem foi significativamente (p < 0,05)
menor do que a obtida nas SCSS e SCGB com 74,83+091% e 77,21+0,28%,
respectivamente. E possivel que o pH da bebida fermentada (4,10+0,03) tenha interferido na
sensibilidade da estirpe diante da exposi¢do ao suco pancreatico, tendo em vista que a
suspensoes celulares apresentaram pH inicialmente superior € obtiveram maior sobrevivéncia
para L. paracasei LBC 81 apds exposicdo ao suco pancredtico simulado. Ainda, ndo foi
observada diferenca significativa (p >0,05) em relagdo a porcentagem de sobrevivéncia em
SCSS e SCGB. Isto sugere que a presenga do alimento nao foi um fator para protecao do L.

paracasei LBC 81, diante da exposi¢ao ao suco pancreatico simulado.

Os sais biliares sdo um dos componentes do suco pancreatico que mais afetam a
viabilidade do micro-organismo (ANGELIS; GOBBETTI, 2004). Alguns estudos
demonstram maior sensibilidade de BAL inseridas em alimentos, ap0s exposi¢do ao suco
pancreatico simulado. Valero-Cases e Frutos (2017) observaram menor sobrevivéncia do L.

plantarum CECT 220 em suco de cenoura e laranja fermentado, apdés 60 minutos de
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exposi¢do ao suco pancreatico. Albuquerque et al. (2019) observaram sensibilidade de L.
rhamnosus LGG em bebida de soja fermentada adicionada de frutooligossacarideo, apos 4h
de exposicao ao suco pancreatico. Essa sensibilidade do micro-organismo se deve aos sais
biliares, que podem afetar os fosfolipidios e proteinas da membrana bacteriana, bem como a

homeostase celular e a estabilidade das macromoléculas (BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005).

Além disso, ¢ possivel observar que durante exposi¢do ao suco pancreatico, mesmo
que a bebida de grao-de-bico e coco ndo tenha proporcionado efeito protetor para L. paracasei
LBC 81, verifica-se viabilidade do micro-organismo em todos os tratamentos. O que sugere
que o L. paracasei LBC 81 tenha tolerancia intrinseca ao suco pancreatico, visto que, a SCSS
apresentou maior sobrevivéncia apos exposi¢do ao suco pancreatico simulado (Figura 8 B)
que ao suco gastrico simulado (Figura 8 A). Begley, Gahan e Hill (2005) mencionam que
algumas BAL apresentam enzimas que hidrolisam os sais biliares (BSH), consequentemente

diminuindo a acdo de toxicidade para as bactérias probidticas.

Diante das condigdes de exposi¢ao aos sucos gastrico e pancreatico de forma sucessiva
(Figura 8 C), a sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em BGCF foi de 93,21+0,43%. Essa
porcentagem foi significativamente (p < 0,05) maior quando comparado as SCSS e SCGB,
com 39,7342,30% e 65,67+ 1,75%, respectivamente. Provavelmente, a maior sobrevivéncia
do micro-organismo em BGCF esteja relacionada a adaptacdo de L. paracasei LBC 81 em
meio 4acido. Os mecanismos citados anteriormente, apds exposicdo ao suco gastrico
isoladamente, podem estar envolvidos nesse processo, o que conferiu maior resisténcia a L.
paracasei LBC 81 durante exposi¢do ao suco pancreatico simulado. Segundo Begley, Gahan
e Hill (2005), a propria adaptacdo em meio acido altera a permeabilidade da membrana
celular, tornando a bactéria mais resistente aos efeitos nocivos dos sais biliares. Picard et al.
(2005) mencionaram que a enzima BSH presente em algumas bactérias, na qual hidrolisa os
sais biliares, pode ser ativada durante a passagem pelo TGI. Possivelmente, essa enzima foi
ativada durante exposicao ao suco gastrico, influenciando positivamente a resisténcia do L.

paracasei LBC 81 durante exposi¢ao ao suco pancreatico.

E importante ressaltar que durante exposi¢do aos sucos gastrico e pancreatico de forma
sucessiva, a bebida de grao-de-bico e coco proporcionou efeito protetor para L. paracasei
LBC 81, visto que, a sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em SCGC foi significativamente
(p < 0,05) maior que em SCSS. Entretanto, com os achados obtidos apds exposi¢dao ao suco

pancreatico isoladamente, ndo foi possivel observar o efeito protetor da bebida de grao-de-
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bico e coco. Tal fato confirma novamente que a agdo de protecdo da bebida de grao-de-bico e

coco, quanto ao L. paracasei LBC 81 estd associada a exposi¢ao prévia em meio acido.

Ainda, a BGCF e SCSS foram armazenadas a 4 °C, e a sobrevivéncia de L. paracasei
LBC 81, apds exposicao as condi¢des gastrointestinais simuladas foi avaliada com 1 e 8 dias

de armazenamento refrigerado das bebidas (Tabela 7).

Tabela 7. Sobrevivéncia (%) de L. paracasei LBC 81 durante armazenamento refrigerado a 4

°C de FCCB e CSCCB, apo6s condigdes gastrointestinais simuladas.

Tratamentos
Tempo (dias) *BGCF **SCGC
Suco géstrico
1 99,47+2,05aA 91,46+3,02bB
8 100,11+1,45aA 99,05+0,61aA

Suco pancreatico

1 68,26+2,77aB 77,21+£0,28aA

8 72,19+7,86aA 52,42+4,38bB

Exposicao sucessiva aos sucos gastrico e pancreatico

1 93,21+0,43aA 65,67+1,75bB

8 96,31+£3,47aA 86,89+0,68aB

*BGCF= Bebida de grao-de-bico e coco fermentada; **SCGB= suspensao de células em
bebida de coco e grao-de-bico. Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas colunas e
maitscula nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

n= trés repeticdes.

A porcentagem de sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em BGCF nao foi afetada ao
longo do armazenamento. Observa-se que ndo houve diferengas significativas (p > 0,05),
diante da exposi¢do ao suco gastrico e suco pancreatico isoladamente, e de forma sucessiva,
com 1 e 8 dias de armazenamento. O pH em BGCF decresceu ao longo do armazenamento
refrigerado, passando de 4,10+0,03 no 1° dia, para 3,10+0,10 no 8° dia de armazenamento. A
pés-acidificacdo ocorrida ndo foi um fator influenciador na viabilidade do L. paracasei LBC
81, tendo em vista que a sobrevivéncia desta estirpe ndo foi comprometida ao longo do

armazenamento a 4 °C.
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Entretanto, ao analisar a SCGC, diante da exposicdo ao suco gastrico e suco
pancreatico isoladamente, e de forma sucessiva, foram observadas diferencas significativas (p
<0,05) com 1 e 8 dias de armazenamento. No 1° dia de armazenamento refrigerado, o pH em
SCGC foi de 5,53+0,21 e no 8° dia decresceu para 4,06+0,04. E provavel que a reducdo do
pH ao longo armazenamento tenha influenciado na sobrevivéncia do L. paracasei LBC 81.
Diante da exposicdo ao suco gastrico simulado, L. paracasei LBC 81 mostrou aumento
significativo (p < 0,05) da porcentagem de sobrevivéncia no 8° dia de armazenamento em
SCGC. Comportamento semelhante foi obtido diante da exposi¢do aos sucos gastrico e
pancreatico de forma sucessiva. Somente apOs a exposi¢do ao suco pancreatico isoladamente,

0 micro-organismo se apresentou mais sensivel no 8° dia de armazenamento em SCGC.

E importante ressaltar que o L. paracasei LBC 81 tenha se adaptado as condi¢des de
baixo pH dos tratamentos, o que possivelmente favoreceu a indugcdo de mecanismos de
resisténcia diante da exposicdo ao suco gastrico simulado, ¢ maior sensibilidade diante da
exposi¢cdo ao suco pancreatico isoladamente, como mencionado anteriormente. Em BGCEF,
essa adaptagdo pode ter ocorrido durante prévia redugdo de pH no processo de fermentacao.
Assim ao longo do armazenamento, ndo foram observadas diferencgas significativas (p > 0,05)
para a sobrevivéncia de L. paracasei, ap0s exposicdo as condigdes gastrointestinais
simuladas. Em SCGC, a redu¢do de pH ocorreu somente ao longo do armazenamento,
possivelmente proporcionando a adaptacdo do micro-organismo em meio acido, o que
consequentemente explica as diferengas significativas (p < 0,05) apos exposicao as condig¢des

gastrointestinais simuladas.

Certamente, os resultados de sobrevivéncia de micro-organismos vao depender da
estirpe e da matriz utilizada (MANTOVANI et al., 2020). Alguns estudos demonstram que a
sobrevivénvia de BAL em outras matrizes, apds condi¢cdes gastrointestinais pode ser afetada
ou ndo durante armazanamento refrigerado. No estudo de Bedani et al. (2013), as estirpes de
L. acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis Bb-12, adicionadas em iogurte de soja, nao
foram afetadas pelo armazenamento refrigerado a 4 °C por 28 dias, apOs exposi¢do a
condicdes gastrointestinais. Entretanto, Saito et al. (2014) observaram que as estirpes L.
fermentum TcUESCO1 e L. plantarum TcUESCO2 inseridas em iogurtes de soja, foram afetas
por condigdes gastrointestinais adversas, durate armazenamento a 5 °C por 27 dias. Wang et
al (2009a) observaram menor resistencia para o L. casei Zhang, quando incorporado em leite

fermentado , com 28 dias de armazenamento a 4 °C, apds exposicdo gastrica simulada em pH
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2,5, do que quando incorporado em bebida de soja fermentada, diante das mesmas condigdes

mencionadas.

De fato, o pH e/ou a exposicdo prévia, em meio acido pode influenciar na
sobrevivéncia de micro-organismos. Segundo Champagne ¢ Gardner (2008), uma exposi¢ao
por um curto periodo, de BAL em meio acido a 37 ° C, pode proporcionar melhor protecao as
condi¢des adversas do TGI, do que um longo periodo de armazenamento sob baixas
temperaturas. De forma geral, quanto ao periodo de armazenamento, a BGCF (incubada a 37
°C/6 h) apresentou as maiores porcentagens de sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81, apos
€Xposicao ao suco gastrico e sucos gastrico e pancreatico de forma sucessiva. Logo a SCGC,
apos redu¢do do pH com 8 dias de armazenamento, mostrou comportamento fisiologico

semelhante a bebida fermentada armazenada sob 1 dia de refrigeragao.



82

CONCLUSAO

A bebida de grao-de-bico e coco demonstrou ser uma excelente matriz para o
crescimento da estirpe L. paracasei LBC 81. Os teores de agucar adicionados a bebida
otimizaram o periodo de fermentagdo, por reduzir o tempo de finalizacdo do processo
fermentativo, no entanto este agiicar ndo foi um fator determinante para que ocorresse o
crescimento microbiano. Apods fermentagdo, as formulacdes ndo apresentaram diferencas
significativas para os valores de proteina e lipideo, porém os maiores teores de agucar
resultaram em aumento da quantidade de carboidrato e valor energético. A viabilidade de L.
paracasei LBC 81, nas diferentes formula¢des durante armazenamento refrigerado a 4 °C por
10 dias, apresentou contagem acima do minimo recomendado. Entretanto, foi verificado
mudancgas nos parametros de tonalidade e satura¢ao de cor nesse periodo, além de uma intensa
pos-acidificacdo, o que sugere um periodo menor que 10 dias de armazenamento para as

formulagdes fermentadas de bebida de grao-de-bico e coco.

Diante da exposi¢do ao estresse gastrointestinal in vitro, foi verificado que o processo
de fermentacdo da bebida de grdo-de-bico e coco resultou em maior protecdo da estirpe L.
paracasei LBC 81 apds exposicdo ao suco gastrico simulado, e sucos géstrico e pancreatico
em condi¢des sucessivas, destacando o efeito protetor da matriz. O que consequentemente,
pode garantir que um maior numero de cé€lulas viaveis atinja o epitélio intestinal. Diante da
exposicdo ao suco pancreatico simulado isoladamente, foi verificado uma possivel tolerancia
intrinseca do micro-organismo ao meio. O armazenamento da bebida fermentada de grao-de-
bico e coco a 4 °C por 8 dias nao afetou a sobrevivéncia da estirpe L. paracasei LBC 81 apos

a exposi¢ao as condigdes de estresse simuladas.

Assim, diante dos dados obtidos no presente estudo ¢ possivel sugerir que a bebida
fermentada de grao-de-bico e coco independente do teor de agucar, sob armazenamento
refrigerado por menos de 10 dias, pode ser uma nova alternativa ao consumo de leites
fermentados, principalmente para veganos e por pessoas com intolerancia a lactose ou alergia
a proteina do leite. Estudos futuros que avaliem a aceitabilidade da bebida fermentada de
grao-de-bico e coco, bem como, os beneficios ocasionados pelo seu consumo devem ser

realizados.
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