—

UNIVERSIDADE DE BRASI’LIA,
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO HUMANA

LUIZA COELHO MIDLEJ]

SUCO DE ARATICUM (Annona crassiflora) SUPLEMENTADO COM Lactobacillus
paracasei subsp paracasei LBC-81: SOBREVIVENCIA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DURANTE O ARMAZENAMENTO

BRASILIA
2023



LUIZA COELHO MIDLEJ]

SUCO DE ARATICUM (Annona crassiflora) SUPLEMENTADO COM Lactobacillus
paracasei subsp paracasei LBC-81: SOBREVIVENCIA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DURANTE O ARMAZENAMENTO

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds-Graduagéao
em Nutricdo Humana da Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, como requisito para obtencdo do
titulo de Mestre em Nutrigdo Humana.

Orientadora: Profa. Dra. Eliana dos Santos Leandro
Co-orientadora: Profa. Dra. Sandra Fernandes Arruda

BRASILIA
2023



LUIZA COELHO MIDLEJ]

SUCO DE ARATICUM (Annona crassiflora) SUPLEMENTADO COM Lactobacillus
paracasei subsp paracasei LBC-81: SOBREVIVENCIA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DURANTE O ARMAZENAMENTO

Dissertacdo apresentada ao programa de POs-Graduacao
em Nutricdo Humana da Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, como requisito para obtencéo do
titulo de Mestre em Nutrigdo Humana.

Aprovada em:

MEMBROS DA BANCA:

Profa. Dra. Eliana dos Santos Leandro
(Presidente da Banca — Universidade de Brasilia)

Profa. Dra. Raquel Braz de Assun¢édo Botelho
(Membro Interno — Universidade de Brasilia)

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

Profa. Dra. Wilma Maria Coelho Araudjo
(Suplente — Universidade de Brasilia)

BRASILIA
2023



Luiza Coelho Midlej

Suco de Araticum (Annona crassiflora) Suplementado com Lactobacillus
paracasei subsp paracasei LBC-81: Sobrevivéncia e Atividade Antioxidante
Durante o Armazenamento/ Luiza Coelho Midlej

Dissertacdo de mestrado/ Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia.

Brasilia, 2023.

Area de concentracdo: Nutricdo Humana

Orientadora: Dra Eliana dos Santos Leandro

Coorientadora: Dra Sandra Fernandes Arruda

Araticum; Annona Crassiflora, Lactobacillus Paracasei subsp paracasei LBC
81; Sobrevivéncia; Viabilidade, Atividade antioxidante; Estresse
gastrointestinais in vitro.




AGRDECIMENTOS

Atuando durante dez anos na area clinica da Nutri¢cdo, com atendimentos e pos-
graduacOes voltadas a esse nicho, ingressar na area académica e da pesquisa era uma
vontade guardada durante esse tempo. Finalmente decidi que era hora de tentar. Quando
li 0 edital, enxerguei a oportunidade de trabalhar com um tema que muito me agradava:
probidticos. Sem acreditar que daria certo, enviei os documentos. Fiquei muito feliz
com a noticia da aprovacao.

O que eu ndo contava era que o contexto ndo seria tdo favoravel. Em meio a uma
pandemia, meu filho de 4 anos, na época, teve as aulas suspensas, e assistir as matérias
em casa foi um desafio grande. O meu trabalho em consultério ndo parou e sempre
demandou muito. Trabalhar e fazer mestrado ndo é uma tarefa facil. Ainda mais quando
no meio disso tudo, a vida resolve nos surpreender com uma mudanca de cidade muito
desejada, mas que na pratica, representou um desafio ainda maior.

Chegar até aqui s6 foi possivel devido ao apoio imenso que recebi da minha
familia. Minha mde que nunca deixou de me incentivar. Meu pai que cuidou do meu
filho enquanto eu passava horas do dia no laboratério. Meus avos que me deram todo o
suporte. Era lindo enxergar o orgulho que eles sentiam. Meu esposo, que mesmo
passando por um curso de formagao intenso me apoiou e nunca me deixou desistir.

No meio disso tudo, Deus escolheu a dedo a orientadora para me acompanhar
nessa caminhada. Uma profissional detentora de um conhecimento impar, um
planejamento e organizagdo para orientar que foram fundamentais para concluirmos
todas as etapas. A sua paciéncia inabalavel para nos passar 0s conhecimentos, mesmo
em meio a tantas novidades. Prof.a Dra. Eliana Leandro tem o dom de ensinar! Mas
acima de tudo tem uma humanidade inigualavel, sempre preocupada com a nossa saude
emocional.

As colegas que encontrei no grupo de pesquisa também tenho certeza que foram
colocadas por Deus no meu caminho. Maria Carolina Mesquita que nos transmitiu
muitos conhecimentos, sempre com paciéncia e carinho. Também, Carla Celino e
Clarissa Dantas, que se tornaram grandes amigas, agradeco imensamente pela parceria
durante todo o mestrado.

Quero agradecer a Prof.a Dra. Sandra Arruda, minha coorientadora, profissional
extremamente competente e de um conhecimento admiravel. Obrigada por todos os

ensinamentos transmitidos. Agradeco a Thais Amanda Silva e Luiz Eduardo Araujo,



gue com todo amor ao que fazem, foram fundamentais para eu conseguir concluir uma
das etapas mais desafiadoras do trabalho. Admiro muito a dedicacéo e a inteligéncia de
VOCES.

Muito obrigada a todos vocés que fizeram parte dessa caminhada enriquecedora

e transformadora!



RESUMO

Introducéo: A fim de atender ao mercado em ascensdo de probidticos em matrizes ndo
lacteas (veganos, intolerantes e alérgicos a lacteos), os sucos de frutas vém sendo
estudados como veiculo probidtico. Tais bebidas sdo ricas em fibras e compostos
fenolicos que proporcionam atividade antioxidante. Porém, o baixo pH e a alta acidez
podem representar um desafio a viabilidade do microrganismo probidtico. O araticum é
uma fruta tipica do Cerrado com alto valor nutricional e apesar de seu grande potencial
funcional ja explorado, ndo existem estudos que o avaliem como matriz probidtica. O
Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC-81 é uma cultura comercial com
beneficios a salde do ser-humano ja conhecidos, que incluem a melhora do
funcionamento intestinal e atenuacdo de sintomas relacionados ao estresse e ansiedade.
Foi estudada em diversas matrizes alimentares demonstrando viabilidade. Objetivo: O
objetivo deste estudo foi desenvolver um suco de araticum ndo fermentado
suplementado com a estirpe probiotica Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC
81 durante o armazenamento e ap0s exposicdo as condi¢BGes gastricas e pancreaticas
simuladas. Material e Métodos: Trata-se de um estudo experimental quantitativo e
qualitativo que foi subdividido nas seguintes etapas: (1) elaboracdo da bebida
adicionada de Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81, (2) caracterizacdo
fisico-quimica das bebidas antes e ap6s 0 armazenamento sob refrigeracdo, (3) analises
microbiologicas durante a vida util das bebidas, (4) determinacdo da sobrevivéncia de L.
paracasei sob condi¢fes simuladas gastrointestinais e (5) analise de fendlicos totais e
potencial antioxidante das bebidas. Resultados e Discussdo: Os principais resultados
mostraram que a viabilidade de L. paracasei demonstrou tendéncia de decréscimo nas
primeiras semanas de armazenamento, mas na formulacdo contendo 40% de polpa,
houve recuperacdo a partir do 14° dia. Ndo houve diferenca significativa na
sobrevivéncia comparando-se as trés formulagdes. Houve reducdo do pH e aumento da
acidez ao longo dos 28 dias indicando a ocorréncia de fermentagdo mesmo em
condi¢des ndo favoraveis. Em relacdo a presenca de fendlicos e atividade antioxidante,
0s sucos contendo concentrado de celulas apresentaram quantidades superiores
significativamente quando comparados aos que ndo continham a bactéria. A
fermentagdo ocorrida parece ter contribuido positivamente para esse resultado. Apos a
exposicdo ao estresse gastrointestinal simulado in vitro, 0S sucos permaneceram com
alta sobrevivéncia. O suco gastrico foi 0 que menos prejudicou a bactéria e 0 suco
intestinal e o tratamento sequencial apresentaram maior impacto na contagem de L.
paracasei. Conclusdo: Assim, 0 suco de araticum mostrou ser uma matriz carreadora
viavel para Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC-81, uma vez que apresentou
contagem acima da recomendada para sua ingestdo como alimento funcional probidtico
(> 8 ciclos log UFC / mL) até o final do armazenamento de 28 dias. Os sucos com
concentrado de células demonstraram maior quantidade de compostos fendlicos e
atividade antioxidante. Sugere-se, em estudos posteriores, a realizacdo da avaliacdo
sensorial dos produtos.

Palavras-chave: Araticum; Annona Crassiflora, Lactobacillus paracasei subsp
paracasei LBC 81; Sobrevivéncia; Viabilidade, Atividade antioxidante; Estresse
gastrointestinais in vitro.



ABSTRACT

Introduction: To address the growing market for probiotics in non-dairy matrices
(vegans, dairy intolerant, and allergic individuals), fruit juices were investigated as
probiotic carriers. Such beverages are rich in dietary fiber and phenolic compounds that
have antioxidant activity. However, the low pH and high acidity may pose a challenge
to the viability of probiotic microorganisms. Araticum is a typical cerrado fruit with
high nutritional value, and although its great functional potential has been explored,
there are no studies evaluating it as a probiotic matrix. Lactobacillus paracasei subsp
paracasei LBC-81 is a commercial culture with known human health benefits, including
improved intestinal function and attenuation of symptoms associated with stress and
anxiety. It has been studied in various food matrices and has been shown to be viable.
Objective: This study aimed to develop an unfermented Araticum juice supplemented
with the probiotic strain Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 during storage
and after exposure to simulated gastric and pancreatic conditions. Material and
Methods: This is a quantitative and qualitative experimental study that was subdivided
into the following steps: (1) elaboration of the beverage added with Lactobacillus
paracasei subsp paracasei LBC 81, (2) physicochemical characterization of the
beverages before and after storage under refrigeration, (3) microbiological analysis
during the shelf life of the beverages, (4) determination of the survival of L. paracasei
under simulated gastrointestinal conditions and (5) analysis of total phenolics and
antioxidant potential of the beverages. Results and Discussion: The main results
showed that the viability of L. paracasei demonstrated a decreasing tendency in the first
weeks of storage, but in the formulation containing 40% pulp, there was recovery from
the 14th day. There was no significant difference in survival comparing the three
formulations. There was a reduction in pH and an increase in acidity over the 28 days
suggesting that fermentation occurred even under unfavorable conditions. Regarding the
presence of phenolics and antioxidant activity, the juices containing cell concentrate
showed significantly higher amounts when compared to those that did not have the
bacteria. The fermentation that occurred seems to have contributed positively to this
result. After exposure to simulated gastrointestinal stress in vitro, the juices remained
with high survival. Gastric juice was the least detrimental to the bacteria, and intestinal
juice and sequential treatment had the highest impact on L. paracasei counts.
Conclusion: Thus, araticum juice proved to be a viable carrier matrix for Lactobacillus
paracasei subsp paracasei LBC-81, since it presented counts above those recommended
for its ingestion as a probiotic functional food (> 8 log CFU/mL cycles) until the end of
the 28-day storage. Juices with cell concentrate showed higher amounts of phenolic
compounds and antioxidant activity. In further studies, it is recommended to carry out
the sensory evaluation of the products.

Key Words: Araticum; Annona Crassiflora, Lactobacillus paracasei subsp paracasei
LBC 81; Survival; Viability, Antioxidant activity; In vitro gastrointestinal stress.
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1. INTRODUCAO

O aumento das doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT) vem sendo
observado no mundo. Um percentual de 71% dos ébitos globais ocorre devido a esse
grupo de enfermidades, que inclui doencas cardiovasculares, cancer, doencas
respiratorias e diabetes. Exercicio fisico regular, e uma alimentacdo equilibrada e
balanceada exercem um importante papel na prevencéo e no tratamento desses quadros.
Nesse contexto, dentre outras abordagens nutricionais, os alimentos funcionais
destacam-se por afetar beneficamente funces do organismo humano, sendo relevantes
para a melhora do estado de saude e bem-estar e reduzem o risco de doencas. Dentro
das categorias dos alimentos funcionais, existem 0s “alimentos probidticos” que sdo
bebidas ou alimentos fermentados ou acrescidos de microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro
(PLASEK et al., 2020; FAO/OMS,2007; FAO/OMS, 2018; BEHERA, 2020).

Nas ultimas décadas, os lacteos foram as principais bases para os produtos
probidticos. Diversos estudos constataram que leite, queijo, soro, iogurte sdo matrizes
adequadas para a sobrevivéncia e crescimento dos microrganismos probioticos,
(TURKMEN; AKAL; OZER, 2019). Os lacteos provaram ser uma matriz capaz de
fornecer excelente crescimento e sobrevivéncia de diferentes cepas probioticas
(NGUYEN et al., 2019).

No entanto, vem sendo observado o crescimento do numero de pessoas veganas
e também, uma maior deteccdo de intolerancias e alergias ao leite. O estilo de vida
emergente das pessoas que reduzem ou eliminam o consumo de produtos de origem
animal justifica-se por questdes éticas, ambientais, de salde, filosoficas e espirituais e
sdo praticas individuais, mas que proporcionam beneficios para toda a populacdo do
planeta. Esse movimento vem se tornando cada vez mais aceito e praticado em varios
paises como por exemplo, Brasil e Estados Unidos. Ademais, a alergia ao leite consiste
em uma resposta imunoldgica anormal a proteina do leite que pode evoluir para
anafilaxia. J& a intolerancia a lactose é a incapacidade total ou parcial de produzir a
enzima lactase. Essa incapacidade pode ter causas congénitas, fisiologicas ou
adquiridas. A incidéncia de intolerancia a lactose varia de acordo com a etnia e tem as

maiores taxas no leste asiatico, onde aproximadamente 80% da populacdo é acometida.



(GHEIHMAN, 2021; PIMENTEL et al., 2021; PORZI et al., 2021; VIJAYA;
VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

Desta forma, o0 mercado de probidticos em matrizes vegetais, como bebidas de
cereais, graos, chas e sucos de fruta, estd em ascensdo. Estudos tém demonstrado a
viabilidade desses microrganismos durante o armazenamento em sucos de laranja, cacau
e cereja por exemplo (SANTOS FILHO et al., 2019; VIEIRA et al., 2019;
MANTZOURANI et al., 2018). Além disso, pesquisas ja observaram a sobrevivéncia
dessas células quando expostas a condi¢Bes gastrointestinais simuladas in vitro tendo
como matriz o suco de laranja e o de caja (SOARES et al., 2019; RIBEIRO et al.,
2020).

Assim, além de atender a necessidade do mercado em ascensdo (veganos,
intolerantes e alérgicos a lacteos), o suco de fruta é rico em fibras as quais possuem
efeito prebidtico, estimulando o crescimento das bactérias benéficas. Desta forma, a
fruta pode exercer efeito protetor a esses microrganismos, além de possuir vitaminas e
compostos fenolicos como 4&cidos fendlicos, flavonoides, betacaroteno que
proporcionam atividade antioxidante. Ademais, 0 metabolismo dos probioticos nessas
matrizes pode aumentar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos potencializando a
funcionalidade da bebida (PIMENTEL et al., 2021). Por outro lado, o pH do fruto e a
acao antimicrobiana de alguns compostos antioxidantes, representam um grande desafio
para fornecer um meio adequado para o crescimento e sobrevivéncia de microrganismos
probidticos (SHAH, 2001; SHORI, 2016)

As frutas do cerrado sdo ricas em compostos fendlicos. Um exemplo é o
araticum, fruta exdtica tipica do cerrado brasileiro. E muito apreciada pela populacio
local, e esta entre as 20 espécies mais utilizadas na alimentacéo regional, consumida in
natura ou processadas (sorvete, geleias, compotas e sumo). Apresenta uma grande
diversidade de compostos fitoquimicos, como carotenoides, tocoferol e algumas
vitaminas, minerais e oligossacarideos. Araticum foi o assunto de estudos envolvendo
caracterizacdo quimica e identificacdo de propriedades farmacologicas de extratos
obtidos de diferentes partes da fruta. Apesar do grande potencial funcional do araticum,
sdo poucos os estudos que avaliam seu potencial no desenvolvimento de novos
produtos. O desenvolvimento do suco de araticum suplementado com probidtico pode
ser considerado uma estratégia interessante para agregar maior funcionalidade ao
produto (ALMEIDA et al., 1987; ARRUDA,; PEREIRA; PASTORE, 2017; ARRUDA



et al., 2018; DE MORAIS et al., 2013; MACHADO et al., 2015; PIMENTA et al.,
2014; VILAR et al., 2008).

O Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC-81 é uma cultura disponivel no
mercado que j& foi estudada em diversas matrizes alimentares durante o periodo de
armazenamento. Tais matrizes sdo: leite fermentado enriquecido com biomassa de
banana verde (VOGADO et al., 2018), queijo cottage suplementado com farinha de
aveia, banana verde ou gréo de bico (DE MEDEIROS et al., 2021), bebida vegetal de
grdo de bico e coco (MESQUITA et al., 2020) e suco de maracuja (FONSECA et al.,
2021). No entanto, o comportamento fisioldgico de L. paracasei subsp paracasei LBC-

81 no suco de araticum ainda é desconhecido.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi desenvolver um suco de araticum ndo fermentado
suplementado com a estirpe probiotica L. paracasei LBC 81 e avaliar a viabilidade durante o

armazenamento e apds exposicdo as condic¢des gastrointestinais simuladas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Desenvolver sucos probidticos de araticum com diferentes percentuais de
polpa;
. Analisar o comportamento dos diferentes percentuais de polpa durante o

periodo de armazenamento;

. Caracterizar as formulacdes da bebida quanto aos parametros fisico-
guimicos antes do armazenamento;

. Analisar a viabilidade e sobrevivéncia de L. paracasei LBC81 nas
diferentes formulag¢@es durante o periodo de armazenamento;

. Avaliar o contetdo de fendlicos totais antes e durante o periodo de
armazenamento dos sucos com e sem probio6tico;

. Avaliar a atividade antioxidante antes e durante o periodo de
armazenamento dos sucos com e sem probidtico.

. Avaliar a sobrevivéncia e viabilidade de L. paracasei LBC 81 nas
diferentes formulacdes apds exposi¢do a condigcdes gastrointestinais simuladas in

vitro.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentos funcionais

A alimentacdo adequada e a pratica regular de exercicios fisicos sao dois pontos
fundamentais para a manutencao da saude. O aumento da ingestdo de frutas e vegetais e
a reducdo de alimentos com alto teor de energia séo, dentre outros fatores, aspectos
importantes no tratamento de doengas como a obesidade (METE et al., 2019). Os
nutrientes e componentes dos alimentos sédo estudados atualmente como capazes de
modificar a expressdo génica e as funcdes metabdlicas, podendo afetar o nivel de
inflamacdo do corpo e o risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares e cancer (QUINTANILHA et al., 2017). Com o aumento de tais
Doencas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT), as quais sdo associadas a alimentacao
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a popula¢do mundial tem buscado nos
alimentos funcionais componentes benéficos a saude que vdo além dos nutrientes
necessarios e da saciedade (DOMINGUEZ DIAZ; FERNANDEZ-RUIZ; CAMARA,
2020).

O termo “alimentos funcionais” foi usado pela primeira vez no Japao em 1984
(DOMINGUEZ DIAZ; FERNANDEZ-RUIZ; CAMARA, 2020). A sua definicdo é
frequentemente incompreendida porque s@o regulamentados, mas ndo sdo legalmente
reconhecidos na maioria dos paises, resultando em nenhuma definicdo estatutaria (YE;
GEORGES; SELOMULYA, 2018). No Canada, os alimentos funcionais sdo definidos
como produtos que se assemelham a uma comida tradicional, mas que apresentam
beneficios fisioldgicos ao individuo (SHAHIDI, 2009). Na Coreia do Sul, os alimentos
funcionais sdo definidos como suplementos dietéticos cuja fungdo é complementar a
dieta normal, e devem ser comercializados em doses, como pilulas, comprimidos, etc
(KIM et al., 2007). Ja a Organizacdo para Alimentos e Agricultura das Na¢bes Unidas
(FAO, 2007) estabelece que o alimento funcional deve ser um alimento semelhante em
aparéncia a um alimento convencional (bebida, matriz alimentar), consumido como
parte de uma dieta normal, que contém componentes biologicamente ativos que
demonstrem beneficios fisiologicos e que oferecam potencial de reduzir o risco de
DCNT, além da funcéo da nutri¢do basica.

Os alimentos modificados e ndo modificados séo incluidos dentro da categoria

dos alimentos funcionais. Alimentos ndo modificados, como frutas e vegetais,



representam a mais simples forma de um alimento funcional. Alimentos como brécolis,
cenoura ou tomates sdo considerados alimentos funcionais porque sdo ricos em
componentes fisiologicamente ativos, como sulforafano, beta-caroteno e licopeno,
respectivamente. Além dos alimentos ndo modificados, alimentos com adicdo de
substancias biologicamente ativas, tais como, fitoquimicos ou outros antioxidantes e
probidticos também sdo consideradas alimentos funcionais (GUL; SINGH; JABEEN,
2016).

Para um alimento ser considerado funcional é necessaria a realizacdo de estudo
de validacdo em ensaios de intervencdo para cumprir 0s regulamentos em cada pais. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolucdo n°
18, de 30 de abril de 1999 que aprovou 0 Regulamento Técnico que estabelece as
diretrizes bésicas para analise e comprovacdo de propriedades funcionais e ou de saude
alegadas em rotulagem de alimentos, define a alegacdo de propriedade funcional como
“aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiologico que 0 nutriente ou ndo-nutriente tem
no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fun¢@es normais do organismo
humano”. Ademais, afirma que o alimento ou ingrediente funcional deve possuir
comprovacao cientifica sobre seus beneficios a salde e deve ser seguro para consumo
sem supervisdao médica.

Ademais, a RDC N° 241, de 26 de julho de 2018 da ANVISA , que dispde sobre
0s requisitos para comprovacdo da segurancga e dos beneficios a satde dos probioticos
para uso em alimentos, estabelece critérios que incluem a identificacdo da linhagem do
microrganismo, a comprovacdo da seguranga por documentos técnicos ou estudos
cientificos que atestem a auséncia de registros de efeitos adversos, de fatores de
viruléncia, patogenicidade toxicidade ou producdo de metabdlitos nocivos a saude
humana além de susceptibilidade a, pelo menos, dois tipos de antibi6ticos, dentre outros
critérios de seguranca. Quando aos beneficios dos probioticos, a resolucdo determina a
identificacdo clara do conjunto de evidéncias sobre os beneficios da linhagem. Caso
ainda ndo possua, a agéncia solicita estudos e informacgdes adicionais. Vale ressaltar a
necessidade da comprovacdo da sobrevivéncia do microrganismo as condicOes
gastrointestinais do corpo humano exigida pelo documento (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2018).

Em outra resolucdo da ANIVISA (2017), para a alegacdo de eficacia do
beneficio do probiotico, a ANVISA estabelece o seguinte caminho: um estudo clinico

para alegacdo geral e dois estudos para alegacdo especifica. Estudo o qual deve ser
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randomizado, duplo cego e placebo controlado. Em seguida, a linhagem passa por
avaliacdo de autoridades reguladoras, sdo levantadas evidéncias sobre o efeito benéfico
da especie e e levado em consideracdo a opinido de organizacbes cientificas
independentes. Por fim, o microrganismo é estudado in vitro e in vivo. As
recomendagOes em relacdo a forma de realizacdo desses estudos foram detalhadas,
posteriormente, pelo Guia para Instrucdo Processual de Peticdo de Avaliacdo de
Probioticos para Uso em Alimentos em 2021 (ANVISA, 2021).

3.2 Bactérias lacticas e probidticos

3.2.1 Bactérias lacticas

As Bactérias do Acido Lactico (BAL) sdo amplamente estudadas no campo da
saude e alimentacdo. As BAL’s sdo caracterizadas como Gram-positivas, catalase
negativa, ndo esporulantes, fastidiosas, microaerofilicas e podendo apresentar
morfologia coco ou bastonete. Apresentam metabolismo fermentativo, podendo ser
classificadas em trés grupos de acordo com o tipo de fermentagdo: homolaticas
obrigatérias, as quais obtém como Unico produto da fermentacdo o acido
latico; heterolaticas obrigatdrias, que produzem &cido latico, etanol e/ou acetato e CO; e
as heterolaticas facultativas. Algumas BAL’s apresentam ainda vias de degradacao de
amido, protedlise e lipdlise. Devido ao seu metabolismo, as BALs sdo amplamente
utilizadas e estudadas pelo setor agricola, alimentar e clinico. Como por exemplo,
servindo de culturas iniciadoras e para a fermentacdo de alimentos conferindo
caracteristicas sensoriais. E, pelo setor clinico por proporcionarem potencial melhora do
sistema imunoldgico e intestinal humano (AYIVI et al., 2020; RAMAN et al., 2022;
MORADI; MOLAEI; GUIMARAES, 2021).

O género Lactobacillus é o maior dentro do grupo das BALs e engloba um
grande numero de espécies, que sdo relativamente diversificadas. Estdo presentes no
trato gastrointestinal e urogenital de humanos e animais, em frutas e vegetais e, séo
utilizadas como culturas iniciadoras na fabricacdo de queijos e iogurtes. E nesses
lacteos, sdo um dos responsaveis pelo sabor caracteristico devido ao processo de
fermentacdo por meio das conversdes bioguimicas da glicolise (carboidratos em acido

latico e outros metabolitos), protedlise (caseina em peptideos e aminoacidos livres) e
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lipolise (gordura do leite em acidos graxos livres) (BINTSIS, 2018; CHEN et al., 2017;
HILL et al., 2018).

Recentemente, a taxonomia das bactérias pertencentes ao grupo das BAL’s
passou por uma reclassificacdo taxondmica dentro do género Lactobacillus. De modo
filogenético, somente bactérias da ordem Lactobacillales sdo denominadas BALS
(SAUER et al., 2017). Em estudo posterior, Zheng e colaboradores (2020) propuseram a
reclassificacdo do género Lactobacillus em 25 novos géneros. Os novos géneros
séo Lactobacillus, Paralactobacillus e 0os 23 novos géneros. Os vinte e trés (23) novos
géneros incluem: Amylolactobacillus , Acetilactobacillus , Agrilactobacillus ,
Apilactobacillus , Bombilactobacillus , Companilactobacillus , Dellaglioa ,Fructilactob
acillus , Furfurilactobacillus , Holzapfelia , Lacticaseibacillus , Lactiplantibacillus , La
pidilactobacillus , Latilactobacillus , Lentilactobacillus , Levilactobacillus , Ligilactoba
cillus , Limosilactobacillus , Liquorilactobacillus , Loigolactobacilus , Paucilactobacill
us , Schleiferilactobacillus , e Secundilactobacillus. Essa reclassificacdo se deu devido
ao género Lactobacillus compreender 261 espécies que eram extremamente diversas nos
niveis fenotipico, ecologico e genotipico e utilizou para a nova taxonomia a sequéncia
do genoma completo. Ainda, dentro dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium vérias

estirpes sdo caracterizadas como microrganismos probidticos (MAURYA et al., 2021).

3.2.2 Bactérias lacticas probidticas

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a salde do hospedeiro.
(FAO/OMS, 2002). O uso desses microrganismos vivos para fins de salde é observado
desde a antiguidade, através do uso de leite fermentado em casos de disturbios do
estbmago e intestino. Em 1908, o bacteriologista russo, Eli Metchnikoff apresentou a
primeira explicacdo cientifica dos beneficios atribuidos as BAL’s presentes no leite
fermentado, justificando a boa salde e longevidade dos bulgaros ao consumo frequente
de tal produto (AY1VI et al., 2020).

Atualmente, as alegacGes de beneficios atribuidas aos probidticos incluem a
contribuicdo para a saude do trato gastrointestinal, a reducdo do risco de dermatite
atopica na infancia, a reducdo de colicas em bebés, a atenuacdo da sensacdo de
ansiedade e a reducdo de desconfortos gastrointestinais relacionados ao estresse
(BRASIL; ANVISA, 2020).
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O mecanismo de acdo dos probidticos varia entre as cepas, dose consumida e via
de administracdo, mas os trés modos de acdo mais comuns sao a modulacdo do sistema
imunoldgico inato e adquirido do hospedeiro; o impacto dos probidticos sobre
microrganismos patogénicos e a interferéncia sobre as toxinas de outras bactérias e
sobre os produtos produzidos pelo hospedeiro. Exemplificando através dos estudos mais
atuais, os probioticos competem contra bactérias patogénicas no momento de ligacao as
células intestinais, produzem mucinas que protegem a integridade da barreira intestinal
além de outras substancias, como as defensinas, que aumentam a efetividade da filtragdo
dessa barreira. E em relacdo a imunidade, inibem o crescimento de bactérias
patogénicas pela producdo de peptideos antimicrobianos, como bacteriocinas e
reuterina; estimulam a producédo de imunoglobulinas A (IgA), aumentam a atividade das
celulas natural Killer, produzem peroxido de hidrogénio que suprime patdgenos e em
contrapartida, reduzem a producéo de citocinas pré-inflamatérias (AYIVI1 et al., 2020).

A FAO e a OMS criaram em 1963 o Codex Alimentarius. A criacdo do Codex
Alimentarius foi importante para estabelecer regras relacionadas a seguranca alimentar
através de boas praticas de fabricacdo pela industria de alimentos. Diante disso foi
possivel harmonizar as normas alimentares entre 0s paises e permitir o comércio
internacional, e, consequentemente, garantir maior protecdo a satde dos consumidores.
Sobre o tema probidticos em alimentos e suplementos, esse documento busca
estabelecer metodologias para avaliagdo de seguranca e eficicia e critérios para
fundamentar a alegacdo de salde. Ainda, estabelece como requisitos minimos para ser
considerado um alimento probi6tico: possuir a quantidade de células vivas de 10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) na porcdo recomendada para consumo diério
(a menos que estudos comprovem a efetividade da cepa em quantidades menores); as
bactérias devem apresentar-se viaveis durante toda a vida Gtil do produto e no momento
do consumo, além de oferecer beneficios a saude. Além disso, deve comprovar que a
cepa mantém suas propriedades in vitro e in vivo e, além disso, é necessario pelo menos
um estudo clinico em humanos (FAO/WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018).

A fim de estabelecer os requisitos para a comprovagdo da seguranca e dos
beneficios a salde dos probidticos para uso em alimentos, o Ministério da Saude
publicou a RDC n° 241 em 26 de julho de 2018. Essa resolucdo estabelece os
procedimentos cientificos e burocraticos para a comprovacao de seguranca e beneficios.

Além disso, exige a caracterizacao e identificacdo inequivoca da linhagem do micro-
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organismo por meio de documentos técnicos e estudos cientificos. Também estabelece
que os beneficios a salde precisem estar claramente identificados e deve refletir o
conjunto de evidéncias apresentadas dentre outras determinacdes (ANVISA, 2018).

Assim, inicialmente, as linhagens incluidas na lista das que atendiam aos
critérios para uso como suplementos eram Bacillus coagulans GBI-30, Bifidobacterium
lactis HNO019, Bifidobacterium lactis BL-04, Lactobacillus acidophilus LA-14,
Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus casei LC-11, Lactobacillus paracasei
LPC-37 e Lactobacillus reuteri DSM 17938 em quantidades minimas recomendadas
que variam entre 1 x 108 e 1 x 10° UFC/dia (ANVISA 2017).

Posteriormente, em 2020, a lista foi atualizada e foram adicionadas as linhagens
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 (DSM 15954), Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19 (ATCC SD5674), Lactobacillus acidophilus NCFM (ATCC
SD5221), Lactobacillus gasseri BNR17 (KCTC 10902BP), Lactobacillus rhamnosus
HNO001 (ATCC SD5675), Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103), Lactobacillus
rhamnosus GG (DSM 33156), Limosilactobacillus reuteri DSM 17938, associagédo de
Lactobacillus rhamnosus R0011 (CNCM 1-1720) e de Lactobacillus helveticus R0052
(CNCM 1-1722), Bifidobacterium lactis NCC 2818 e a dosagem minima necessaria
varia entre 1 x 108 e 1,7 x 10'° UFC/dia (BRASIL; ANVISA, 2020).

Atualmente, o consumo dos probioticos é observado em 63 paises em um
mercado avaliado em 2,15 bilhdes de dolares no ano de 2021. O consumo global mais
frequente é através de iogurte (73%), seguido de leites fermentados (15%) e
suplementos (12%) (FAO/WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).
Segundo Pimentel (2021), os consumidores veganos e intolerantes ou alérgicos ao leite
representam um puablico promissor para 0 mercado de produtos com ceélulas vivas que
utilizem extratos sollveis em agua a base de vegetais. Vale ressaltar que para o publico
vegano, é importante 0 conhecimento sobre a origem da cepa para que ndo seja
proveniente de produtos animais a fim de manter as caracteristicas veganas do produto
(PIMENTEL, 2021).

3.2.3 Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81

Pelo vasto estudo do género Lactobacillus, onde se encontra vérias estirpes

probidticas, foi reconhecido como Geralmente Reconhecida como Seguras (GRAS) pela
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FDA e ingressou na lista de Presuncdo Qualificada de Seguranca (QPS) da Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos. Dentro desse género, existe 0 grupo
Lactobacillus casei, composto principalmente pelas espécies Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus que s&o heterofermentativas
facultativas e, por produzirem metabdlitos bioativos nesse processo, podem
proporcionar beneficios a salde do hospedeiro. Estuda-se a possivel utilizacdo dessas
cepas para a manutencdo da microbiota intestinal saudavel e com isso ser aplicada como
profilaxia ou terapia adjuvante ndo invasiva em alergias, obesidade, cancer, diarreia e
como “psicobioticos” na depressao e ansiedade (HILL et al., 2018).

As células de Lactobacillus paracasei sdo bastonetes (0,8-1,0 x 2,0-4,0 um),
com maior frequéncia, apresentam extremidades quadradas, sdo observados isolados ou
em cadeias. Seu crescimento acontece em temperaturas entre 10 e 40°C, mas algumas
cepas crescem entre 5 e 45°C. Essa espécie tem atividade nébmade e ja foram isoladas na
cavidade oral humana, em laticinios e hospedeiros invertebrados (ZHENG et al., 2020).

O Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81, também chamada de
Lactobacillus paracasei LPC-37, é uma cultura  probidtica disponivel para
comercializacdo que j& foi utilizada no desenvolvimento de varios produtos , como leite
fermentado, bebidas vegetais, leite fermentado adicionado de farinha de banana verde
(DE MEDEIROS et al., 2020; MESQUITA et al., 2020; VOGADO et al., 2018). Sua
cultura estoque esta armazenada na American Type Culture Collection ATCC, nomeada
como SD5275 e foi, inicialmente, isolada de fonte lactea. (BARKER et al., 2017)
(GOH; BARRANGOU, 2021).

O Lactobacillus paracasei Lpc-37, em estudo randomizado, duplo-cego,
controlado por placebo e paralelo, foi associado a reducdo da percepcdo de estresse
quando administrado durante cinco semanas. Tal resultado se deve ao fato da interagao
do hospedeiro e microrganismo influenciar a liberacdo de moléculas de sinalizagdo
imunoldgica e neuroldgica por meio de vias bidirecionais entre microbiota-intestino-
cérebro através do sistema nervoso central, entérico e autdbnomo e pelo eixo
hipotalamico pituitario adrenal provocando um efeito final de regulacdo da
neuroinflamacdo, do neurodesenvolvimento e da resposta neuroenddcrina ao estresse
(PATTERSON et al., 2020).

Uma sobremesa cremosa de chocolate ao leite se mostrou uma matriz adequada
para L. paracasei LBC 81 mantendo a contagem de células vivas acima do nivel

recomendado durante 28 dias (VALENCIA et al., 2016). Essa estirpe também manteve-
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se estavel em queijo tipo cottage suplementado com farinha de banana verde e aveia ou
grdo de bico sob refrigeracdo (DE MEDEIROS et al., 2020). Ademais, o L. paracasei
Lpc-37 sobreviveu em café desde que suplementado com glicose e consumido frio
(abaixo de 45°C) (CHAN; TOH; LIU, 2020).

3.3 Sobrevivéncia de bactérias lacticas probidticas em bebidas elaboradas com
suco de frutas

As frutas sdo ricas em carboidratos, acidos, minerais, polifendis, vitaminas,
aminoéacidos, compostos aromaticos, carotenoides, fibras, fitoesterois e agua. Devido a
ampla presenca de compostos bioativos, podem prevenir patologias e sdo boas fontes
para a extracdo de compostos bioativos e producdo de nutracéuticos e alimentos
funcionais. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o consumo de pelo
menos 400 g ou cinco porgOes de frutas e vegetais por dia, associando a um menor risco
para o desenvolvimento de DCNT’s (RODRIGUEZ et al., 2021).

Ademais, a sobrevivéncia das culturas de microrganismos depende das etapas de
processamento, da matriz alimentar, do tipo de cepa probiética, forma de incorporacao
na matriz, condi¢des de armazenamento e adi¢cdo de componentes prebidticos. E assim,
as frutas possuem altos niveis de carboidratos e atividade de agua e tais condi¢des sdo
consideradas Otimas para o crescimento microbiano. Entretanto, seus baixos valores de
pH (2,0-4,5) as tornam suscetiveis a deterioragdo por fungos e leveduras. E, a acidez dos
sucos pode ser um obstaculo para a sobrevivéncia dos probidticos (KUMAR;
VIJAYENDRA; REDDY, 2015). Devido ao alto nivel de carboidratos, varias categorias
de frutas vém sendo utilizadas na elaboracdo de bebidas fermentadas por BAL’s, bem
como veiculos para probidticos (RODRIGUEZ et al., 2021; PIMENTEL et al., 2021).

Esses novos produtos probidticos a base de suco de fruta vém atendendo uma
demanda crescente de individuos que ndo consomem alimentos de origem animal e 0
publico intolerante ou alérgico ao leite, visto que até hoje, a maioria dos produtos
probidticos possuem os lacteos como matriz (JAYARATHNA et al., 2021). No Brasil
em 2020, 30 milhGes de pessoas ndo consomiam proteina animal representando 14% da
populacdo. Ainda, 55% da populacdo apresenta o desejo de comer mais produtos de
origem vegetal e justificam suas escolhas por razdes de saude, sustentabilidade,

dietéticas e por questdes sociais e politicas (PIMENTEL et al., 2021).
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O Decreto n°6.871, de 4 de junho de 2009 da Presidéncia da Republica, define
“bebida” como “o produto de origem vegetal industrializado, destinado a ingestdo
humana em estado liquido, sem finalidade medicamentosa ou terapéutica” e

complementa considerando também bebida:

A polpa de fruta, o xarope sem finalidade
medicamentosa ou terapéutica, os preparados
solidos e liquidos para bebidas, a soda e os
fermentados alcoolicos de origem animal, os
destilados alcodlicos de origem animal e as
bebidas elaboradas com a mistura de
substancias de origem vegetal e animal.

E ainda, define suco como:

Bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo
diluida, destinada ao consumo, obtida da fruta
madura e s&, ou parte do vegetal de origem, por
processamento tecnolégico adequado,
submetida a tratamento que assegure a sua
apresentacdo e conservagdo até o momento do
consumo.

A tecnologia de alimentos € capaz de desenvolver produtos que fornecam
probidticos em alimentos. Esses microrganismos podem se tornar mais resistentes a
passagem pelo trato gastrointestinal quando sdo ingeridos em matriz alimentar, junto
com prébidticos, se comparados a farmacos. Esses alimentos podem ser fermentados
pelas bactérias ou suplementados com culturas bacterianas. Contudo, as matrizes
alimentares precisam apresentar condi¢des intrinsecas ideais para assegurar a
estabilidade das culturas probidticos no decorrer do periodo de armazenamento
(NEFFE-SKOCINSKA et al., 2018).

A estirpe Lactobacillus casei NRRL B-442 demonstrou boa capacidade
fermentativa quando inoculada em suco de cacau em condic@es iniciais de pH 6,2 e,
incubacdo a 33 °C por 12 horas de fermentacdo (SANTOS FILHO et al., 2019). J4 a
estirpe de Lactobacillus rhamnosus GG quando submetida a microencapsulacdo em
alginato de sodio associado a goma arabica, apresentou maior estabilidade em suco de
cacau quando incubado a 4°C por 28 dias (EZEKIEL; OJUOLA; ADEDEJI, 2020).

Em suco de laranja com pH ajustado para 4,5 a viabilidade de Pediococcus
acidilactici CE51 ¢ acentuada quando armazenado a 30 °C durante 35 dias (VIEIRA et
al., 2020). Miranda et al. (2019) verificaram que a estirpe L. casei-01 liofilizada
Chistian Hansen®, 9 Valinhos, Brasil, também manteve a viabilidade em suco de
laranja durante 28 dias de armazenamento a 7°C. Além disso, observaram que a adi¢do

da cultura na forma liofilizada em relagdo ao concentrado de células frescas € uma

17



metodologia mais adequada a ser utilizada quando o objeto é obter uma bebida
probidtica ndo fermentada. Tal conclusdo foi baseada na menor interferéncia nas
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais.

Bifidobacterium lactis Bb12, Lactobacillus plantarum 299V e Lactobacillus
acidophilus La5 foram utilizadas como culturas iniciadoras na fermentacdo de suco de
abacaxi. Apos 24 horas de fermentacdo todas as estirpes atingiram uma populacdo de
10° UFC, com maior desenvolvimento da estirpe L. plantarum 299V. No decorrer do
periodo de 30 dias de armazenamento a 4°C, as estirpes mantiveram a viabilidade
(NGUYEN et al., 2019). A Vviabilidade das bactérias lacticas Pediococcus
pentosaceus LaG1, Lactobacillus rhamnosus GG, Pediococcus pentosaceus também foi
avaliada no suco de abacaxi fermentado e como resultado, obteve-se 1,05-1,10 x 10°
UFC / mL, niveis considerados adequados pelo estudo, durante todo o periodo de
armazenamento (4 semanas a 4°C) (TAYO; AKPEJI, 2016).

Mantzourani et al. (2018) avaliaram o crescimento da estirpe L.
plantarum ATCC 14917 em suco de cereja da Cornualha fermentado por 24 horas, e em
seguida avaliaram a viabilidade durante o armazenado a 4°C por 4 semanas. Os autores
observaram que apesar da reducdo da viabilidade de L. plantarum ATCC14917, os
valores de viabilidade (entre 10° e 10" UFC/mL) alcancados ficaram em niveis
considerados adequados para um produto ser considerado funcional (MANTZOURANI
et al., 2018).

Em suco de roma fermentado por Lactobacillus plantarum ATCC 14917 a
viabilidade foi mantida acima de 8,8 log UFC/mL durante um periodo de
armazenamento de 4 semanas a 4°C, e apresentando uma populagéo bacteriana maior na
42 semana (MANTZOURANI et al., 2019).

Em suco de tdmara fermentado pelas bactérias L. acidophilus La5e L. sakei
NRRL 1917 (inicio do armazenamento continha 7 x 10° e 2,2 x 108CFU / mL
respectivamente) identificou concentragdes de 10* UFC / mL de L. acidophilus apés 3
semanas de armazenamento, valores abaixo do recomendado (10® UFC/mL considerado
adequado pelo estudo). A diminuicdo da viabilidade foi atribuida a reducédo de pH, de
4,22 para 3,43 do suco, o que causou o aumento da sensibilidade das células as
condicBes &cidas. Contudo, os L. sakei sobreviveram, em quantidades adequadas (1,8 x
10 " UFC / mL), até a terceira semana sob refrigeracdo a 4°C, mesmo com a reducéo do
pH (MOSTAFA; ALI; MOHAMED, 2021).
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3.4 Efeito da matriz alimentar na sobrevivéncia de probidticos em condicdes
gastrointestinais in vitro.

Os efeitos benéficos a saude dos probidticos estdo relacionados a sua atividade
no intestino, tais como colonizacéo e sobrevivéncia. Por isso, grande parte deles precisa
permanecer viva, resistindo aos efeitos fisioldgicos e processos fisico-quimicos do
sistema gastrointestinal. O percurso desses microrganismos vivos potencialmente
benéficos inicia na boca, passando pelo es6fago, estbmago e termina no intestino, onde
podera exercer suas funcbes. Os trés pontos que representam os maiores desafios a
viabilidade sdo o suco gastrico (acido cloridrico), suco intestinal e sais biliares. E assim,
transitam por meios 4&cidos (estbmago) e bésicos (duodeno) (VERRUCK,;
PRUDENCIO, 2019).

Desta forma, na boca, as glandulas salivares secretam saliva e a digestdo do
carboidrato se inicia, assim a matriz alimentar e as bactérias podem ficar mais expostas
ao oxigénio e a atividade de &gua, sendo tais condi¢Bes ndo consideradas favoraveis a
manutencdo da viabilidade. A saliva também apresenta a lisozima, a qual exerce
atividade antibacteriana. O pH da boca é de 7 e o alimento permanece nesse local por
aproximadamente 1 a 2 minutos. Contudo, 0s microrganismos tendem a apresentar
resisténcia a essa etapa (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2018).

J4, no estbmago encontram-se importantes barreiras a viabilidade dos
probioticos devido ao seu baixo pH e agdo antimicrobiana da pepsina. Esse 6rgao
geralmente produz 2,5 litros de suco gastrico por dia, além de pepsina e lipase gastrica,
possuindo pH entre 2,5 e 3,5 podendo variar de acordo com o alimento ingerido. O
tempo de permanéncia no estbmago também varia de acordo com a consisténcia.
Alimentos solidos ficam em torno de 2 a 4 horas e os liquidos permanecem por tempo
inferior (HILL et al, 2018; MESQUITA et al., 2021; NEFFE-SKOCINSKA et al.,
2018).

Outros obstaculos sdo os sais biliares, que tem efeito bactericida e tornam a
membrana celular bacteriana mais permeavel, e o suco intestinal (contendo diversas
enzimas, dentre elas amilase e lipase pancreatica, maltase, tripsina e elastase). Esses
dois ultimos séo liberados no intestino delgado, mais especificamente no ileo e no
duodeno. Por dia, sdo produzidos aproximadamente 7 litros de suco intestinal (contendo

enzimas como lactase, amilase). O alimento permanece nesse 6rgdo por 1 a 4 horas a
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um pH de aproximadamente 8,0. Por fim, os probiéticos tendem a se instalar no célon,
onde ainda competem com um grande numero de bactérias residentes nesse local (HILL
et al, 2018; MESQUITA et al., 2021; NEFFE-SKOCINSKA et al., 2018).

Entretanto, estudos quais? t€ém demonstrado mecanismos de defesas das BAL’s
as condicBes do trato grastrointestinal. Para se manterem resistentes a passagem pelo
suco gastrico, algumas bactérias contam com processos que incluem a neutralizacdo, no
qual as bactérias produzem substancias alcalinas como ureia em um processo que conta
com a enzima urease que hidrolisa ureia em amonia e didxido de carbono; arginina, que
pela enzima arginina dihidrolase catalisa a conversdo de arginina em ornitina, amonia e
diéxido de carbono; e aspartato que aumenta o fluxo de metabdlitos para a biossintese
de arginina (WANG; CUI; QU, 2018). Também, utilizam o mecanismo da bomba de
prétons para a homeostase de pH, o qual conta com multiplos sistemas de transportes
baseados em bombas eletrogénicas que expelem prétons das células, gerando um
potencial de membrana e um gradiente de pH, sendo regulado pela transferéncia de
cations e protons (GUAN; LIU, 2020).

Ainda em resposta ao &cido, muitos microrganismos realizam a protecdo de
macromoléculas na qual as bactérias sintetizam proteinas, na presenca de acidos, para
defender ou reparar macromoléculas como o DNA e proteinas da prépria célula
microbiana (GUAN; LIU, 2020). Ademais, de forma ainda controversa, estudos
atribuem a atividade da proteina hidrolase de sais biliares, expressa por algumas dessas
bactérias, uma maior resisténcia quando em contato com os sais biliares por serem
capazes de metaboliza-los e inativar sua atividade detergente e assim, ndo prejudicando
a membrana plasmatica das bactérias (HILL et al, 2018). Além disso, a resisténcia do
probidtico ao trato gastrointestinal pode estar relacionada ao tipo de bactéria e a matriz
alimentar (VAN DE GUCHTE et al., 2002; PIMENTEL et al., 2021).

Desta forma, para identificar se o probidtico chega ao intestino vidvel para
desempenhar suas fungdes, os estudos simulam, in vitro, as condigdes gastrointestinais.
Por exemplo, a pesquisa de Soares e colaboradores (2019) avaliou a viabilidade de
diferentes estirpes de Bifidobacterium, Lactobacillus e Bacillus em matrizes alimentares
distintas, sendo elas requeijdo cremoso, suco de laranja pasteurizado e péo, simulando
um sistema gastrointestinal com pH 2 (semelhante ao estdmago), pH 5 (semelhante a
fase entérica 1) e pH 7 (semelhante a fase entérica Il1). Como resultado, observaram
protecdo adequada nas trés matrizes, confirmando a possibilidade de utilizacdo de

outros alimentos ndo lacteos.
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Um concentrado de células de Pediococcus acidilactici CE51 inoculadas em
suco de laranja resistiram a um pH de 2,0, 2,5 e 3,5 por até 180 minutos sem reducao da
populacéo inicial. Além disso, mantiveram-se estaveis na presenca de sais biliares a
0,3%, 0,6% e 0,9% durante 0 mesmo periodo de tempo, sendo que a 0,9% de sais
biliares apresentou maior sensibilidade (VIEIRA et al., 2020)

O suco de caja (pH inicial de 6,4 e armazenamento a 4°C por 28 dias) adicionado
de Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 foi exposto a condi¢des gastrointestinais
simuladas in vitro. Inicialmente foi submetida a solugdo de NaCl contendo pepsina,
seguida de um ajuste de pH para 2 com HCI, simulando as condi¢Bes géastricas. E
posteriormente, exposta a condigcdes intestinais simuladas através da adicdo de
pancreatina e sais biliares, e pH ajustado para 8 em solucdo de NaOH. As amostras
foram analisadas antes e ap6s o periodo de armazenamento e 0 suco de caja se mostrou
uma matriz protetora eficiente para a sobrevivéncia das bactérias (RIBEIRO et al.,
2020).

Em discordancia, o suco de abacaxi foi utilizado como matriz carreadora para
Lactobacillus acidophilus La5, Lactobacillus plantarum 299V e Bifidobacterium lactis
Bb12, e foram expostas as condi¢des simuladas gastrintestinais expondo as células por
135 minutos ao fluido gastrico (pH 2,0) contendo pepsina, seguido por 2,5 hora de
incubacgdo em solugdo tamponada de KH2 PO4 (pH 7,43) na presenca de 0,6 % de sais
biliares. Apds esses tratamentos no suco de abacaxi fermentado e armazenado por um
més, houve reducédo de 0,11 log UFC / ml da viabilidade apds tratamento com a pepsina
e mais 0,1 log UFC / ml ap6s tratamento com 0,6% de sais biliares (NGUYEN et al.,
2019).

De forma semelhante, o suco de uva ndo se mostrou uma matriz protetora
eficiente para Bifidobacterium bifidum ATTC-4356 tanto na forma livre, quanto
encapsuladas em condi¢bes gastrointestinais simuladas, apresentando reducdo

significativa nas concentracdes de células vivas (AFZAAL et al., 2020).

3.5. Fruto do cerrado: Araticum

O cerrado é o segundo maior bioma presente no Brasil, abrange

aproximadamente 25% de todo o pais. Por possuir uma das mais variadas floras e
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faunas, foi considerada uma area de conservacdo prioritaria. Estudo sobre frutas do
Cerrado aumentam sua valorizagéo e preservacdo (PRADO et al., 2020).

O araticum, também denominado popularmente de marolo, bruto ou pand, possui
nome cientifico Annona crassiflora, da familia Annonaceae, caracteriza-se como uma
fruta oval ou arredondada, com peso que varia entre 0,5 e 4,5kg, de casca verde antes do
amadurecimento e marrom e grossa nos estagios mais avancados de maturacdo. Suas
sementes sdo pretas e lisas presas a polpa branca, viscosa e mole. A fruta desenvolve-se
em arvore tipica do bioma Cerrado, que cresce em areas secas e arenosas. Tal planta, de
crescimento lento, alcanca seis a oito metros de altura e frutifica quando atinge dois
metros de altura. A fruta é colhida quando amadurece e cai. A colheita € feita entre os
meses de setembro e abril (ISPN, 2021). Por seu sabor adocicado presente na polpa e
aroma intenso, possui boas caracteristicas sensoriais, favorecendo a boa aceitacdo pelos
consumidores (RAMOS et al., 2022). A Annona crassiflora tem sido utilizada como
matéria prima para a fabricacdo de alimentos, cosméticos e farmacos (ARRUDA;
PASTORE, 2019).

Além disso, o araticum é um produto da sociobiodiversidade. Esse conceito
expressa a relacdo entre a diversidade bioldgica e sociocultural, ou seja, € a relacao
entre bens e servigos gerados a partir de recursos naturais através de cadeias produtivas
compostas por comunidades tradicionais e agricultura familiar. De acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, o conceito ¢ “valorizar a
diversidade biologica, social e cultural brasileira e apoiar a estruturacdo de arranjos
produtivos e roteiros de integracdo em torno de produtos e atividades da
sociobiodiversidade, de forma a contribuir para a geracdo de renda e inclusdo
produtiva” (BRASIL, 2019).

Ademais, a composicao nutricional da fruta apresenta quantidades consideraveis
de carboidratos, principalmente glicose, frutose e sacarose; fibras, com predominancia
das insollveis e é rica em potassio, vitamina A e quercetina. Em menores
concentragBes, possui calcio, magnésio fosforo, zinco, folato, niacina, vitamina C,
licopeno e ferro. Seu pH é de 4.7 (BRASIL, 2018). Um estudo analisou o perfil de
oligossacarideos em frutos do Cerrado brasileiro e concluiu que o araticum contribui
para a ingestdo alimentar de oligossacarideos prebioticos com predominancia de seis
tipos: 1-kestose em maior quantidade e 1F-B-frutofuranosilnistose, maltotriose,
xylotriose, xilopentaose e xilohexaose (ARRUDA; PEREIRA; PASTORE, 2017b).

Outro estudo sobre a determinacdo de compostos fenolicos do fruto observou maior
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concentracdo na casca, seguido da polpa e das sementes. Catequinas e epicatequinas
estavam mais presentes na polpa e na casca e as sementes eram ricas em acido cafeico.
A concluséo foi que a fruta é fonte de antioxidantes fenolicos naturais (ARRUDA et al.,
2018b).

A composicdo nutricional da polpa de araticum, de acordo com a literatura, foi

mostrada na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Composigéo nutricional do araticum por 100g pela literatura.

Nutrientes Quantidade
Energia total (kcal) 110,00
Carboidrato (g) 20,43
Frutose () 5,48
Glicose (g) 5,15
Sacarose (g) 2,19
Proteina (g) 1,37
Lipideos totais (g) 3,57
Fibras totais (g) 4,80
Fibras solaveis (g) 1,30
Fibras insoltveis (g) 6,20
Potassio (mg) 287,00
Vitamina A (mg) 288,00
Calcio (mg) 13,00
Ferro (mQ) 0,76
Magnésio (mg) 22,00
Fosforo (mQ) 12,00
Zinco (mg) 2,15
Folato (mcg) 27,00
Niacina (mg) 2,48
Vitamina C (mg) 26,02
Ferro (mg) 0,76
Quercetina (mcg) 83,90
Licopeno (mcg) 20,00

Fonte: adaptada de Brasil (2018).

Quanto aos beneficios atribuidos ao consumo da Annona crassiflora, um estudo
em ratos avaliando compostos fendlicos presentes na casca constatou efeito
antinociceptivos, anti-inflamatorio e hepatoprotetor, atribuido a supressdo de citocinas
pré-inflamatorias, reducdo da infiltragdo de neutrofilos e melhoria dos pardmetros
oxidativos e nitrosativos (JUSTINO, 2021). Em concordancia, uma revisdo abrangente
constatou que o araticum tem potencial antioxidante, hepatoprotetor, anti-inflamatorio,
antitumoral, analgésico, antidiabetico, cicatrizante da pele, atidiarréico, antimicrobiana,

antiparasitaria, inseticida e herbicida. Tais efeitos sdo atribuidos aos compostos

23



fenolicos presentes (alcaldides, acetogeninas anonaceas, tocois, carotenoides,
fitoesterois), além de vitaminas, fibras alimentares, minerais e 6leos essenciais. Além
disso, a polpa, casca, sementes e folhas sdo usadas desde a antiguidade pela medicina
popular para cuidar de patologias (ARRUDA, PASTORE 2019).

Um estudo mais recente que utilizou as analises de determinacdo do teor de
compostos fenolicos totais e de flavonoides, atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e
ensaio antiploriferativo, também identificou constituintes fitoquimicos significativos
pertencentes as classes de acidos fendlicos flavonoides, alcaldides aporfinicos,
acetogeninas e ésteres de acidos graxos, atribuindo ao fruto o efeito antioxidante,
antiproliferativo, sendo promissor para a producdo de alimentos funcionais com o
propdsito de contribuir com o controle do estresse oxidativo e tratamento do cancer
(CARVALHO et al., 2022).

Ademais, um estudo in vitro identificou altas quantidades de epicatequina na
casca e catequina nas sementes o que conferiu capacidade antioxidantes com efeitos
antiproliferativos e cicatrizantes em células cancerosas (PRADO et al., 2020).
Recentemente, Ramos e colaboradores (2022) justificaram seu estudo com o fato de o
araticum se destacar pelos seus beneficios a sallde humana e por isso, sua composi¢ao
quimica deve ser exaustiva e efetivamente analisada. Assim, através do método de
espectrometria de massa de ionizacdo por spray de papel, constataram a predominéncia
de acetogeninas e alcaloides, em todas as partes do fruto, que sdo metabolitos
secundarios com potencial terapéutico antitumoral, antimicrobiana, antineoplasico,
antiparasitario, imunossupressores e pesticida.

Corroborando com o estudo de Ramos et al (2022), Barbosa e colaboradores
(2002) constataram a presenca alcaldides aporfinicos que sdo reconhecidos por sua

atividade inibitoria de acetilcolinesterase, um importante alvo na terapia do Alzheimer.

4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental quantitativo e qualitativo que foi
subdividido nas seguintes etapas: (1) elaboracdo da bebida adicionada de L. paracasei
LBC 81, (2) caracterizacdo fisico-quimica das bebidas antes e apds o armazenamento

sob refrigeracéo, (3) anélises microbioldgicas durante a vida util das bebidas, (4) anélise
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de fendlicos totais e potencial antioxidante das bebidas e (5) determinacdo da

sobrevivéncia de L. paracasei sob condi¢des simuladas gastrointestinais.

4.2. Preparo da polpa de araticum

A fruta araticum foi adquirida em feira livre de Brasilia, Distrito Federal, Brasil.
As frutas foram submetidas a lavagem da casca com agua corrente, e posteriormente
sanitizadas em solugio contendo dgua e um composto a base de cloro (Hidrosan Plus®)
por 15 minutos. Apés a sanitizagdo, as frutas foram descascadas e despolpadas, e
imediatamente embaladas em sacos plasticos a vacuo. As polpas obtidas foram

armazenadas em freezer a — 80°C.

4.3 Preparo e processamento do suco de araticum adicionado de concentrado
de células de L. paracasei LBC 81

4.3.1 Preparo do suco de araticum

O suco de araticum foi preparado de acordo com as seguintes formulagdes

abaixo:

- Formulacdo 1 (F1): 20 % de polpa de araticum + 80 % de agua mineral;
- Formulagéo 2 (F2): 30 % de polpa de araticum + 70 % de 4gua mineral;
- Formulagéo 3 (F3): 40 % de polpa de araticum + 60 % de agua mineral.

A polpa e a 4gua foram pesadas em balanca de precisdo (Labor, Sdo Paulo,
Brasil), homogeneizadas em liquidificador (Walita, S0 Paulo, Brasil) a velocidade 6
por 2 minutos, e em seguida foram passadas em voal para eliminacdo dos residuos.
Frascos contendo 150 mL de cada formulacdo foram submetidos a pasteurizacdo em
banho de agua a 65 °C por 15 minutos. Esse bindmio foi testado anteriormente na F3
(40% de polpa), para avaliar a redugcdo da populacdo de contaminantes de mesofilos

aerébios.
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Em seguida, os frascos foram armazenados em geladeira a uma temperatura de
4°C.

4.3.2 Preparo das bebidas adicionadas do concentrado de células de L.
paracasei LBC 81

4.3.2.1 Preparo do estoque de cultura

A cultura de L. paracasei subsp paracasei LBC 81 (DuPont™) foi utilizada
neste estudo. Aliquota de 50 pL da cultura congelada foi inoculada em um frasco
contendo 5 mL de caldo De Man Rogosa e Sharpe (MRS) para cultivo de Lactobacillus
(Acumedia-Neogen Corporation, Michigan, EUA), e imediatamente a cultura foi
incubada em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Para confirmacdo da pureza da
cultura, a mesma foi estriada em placa de Petri contendo MRS &gar 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 alca de Niquel Cromo, foram
adicionadas em 5 mL de caldo MRS, e imediatamente incubadas em estufa
bacteriol6gica para obtencdo de cultura ativa em meio liquido. A cultura ativa obtida
foi inoculada (inoculo de 50 pL) em 5 mL de caldo MRS, sendo incubada a 37°C por 24
horas. A cultura crescida obtida foi submetida & centrifugagio (2.655g, 5 minutos, 4°C),
descartou-se o sobrenadante e o pellet de células obtido foi lavado com caldo MRS.
Repetiu-se 0 mesmo procedimento de centrifugacdo, e o pellet de células foi suspenso
com 150 mL de caldo MRS adicionado de 20% de glicerol. Aliquotas de 1,5 mL do
concentrado de células foram distribuidas em 3 tubos criogénicos para armazenamento
em freezer a -80°C. Todos o0s experimentos realizados partiram desta cultura estoque a -
80°C.

4.3.2.2. Preparo do concentrado de células para adi¢édo nas
formulacdes

Apos a terceira etapa da ativacdo descrita no topico anterior, foram retirados, do
tubo contendo 5 mL de caldo MRS com a cultura, 750 pL para serem adicionados em

nove frascos contendo 75 mL de caldo MRS e incubados a 37° C por 24 horas.
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Posteriormente, cada frasco foi dividido em 2 tubos Falcon (cada um com 37,5mL) para
centrifugacdo (3075 g, 4°C, por 10 minutos). Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e foram adicionados 10 mL de solucéo salina a 0,85%. Apds homogeneizados, 0s tubos
foram submetidos a um choque frio em isopor contendo gelo durante 15 minutos, e em
seguida foram centrifugados novamente nas mesmas condic¢des. O processo de lavagem
do pellet foi repetido mais uma vez, sob as mesmas condi¢cdes e o sobrenadante foi
descartado para adicdo de 20mL do suco de araticum pasteurizado, homogeneizado em
agitador vortex e adicionado a cada tratamento da bebida (150 mL de bebida).

Assim, cada formulagdo (20%, 30% e 40% de araticum) foi produzida na verséo
com e sem probidtico e cada tratamento realizado com 3 repeticdes. Também, foram
aliquotadas amostras das bebidas antes da pasteurizacdo (NP) de acordo com a tabela

abaixo:

Tabela 2. Esquema experimental dos sucos.
Tratamentos Repeticbes com bactéria  Repetigcdes sem bactéria

1.1/1.2/1.3
Né&o pasteurizada N&o possuli 2.1/2.2/2.3
(NP) 3.1/3.2/3.3
1.1 1.1
1: 20% de polpa 1.2 1.2
1.3 1.3
2.1 2.1
2: 30% de polpa 2.2 2.2
2.3 2.3
3.1 3.1
3: 40% de polpa 3.2 3.2
3.3 3.3
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4.4 Andlise fisico-quimica das bebidas apds pasteurizacéo

4.4.1 Determinacédo da composic¢ao centesimal da polpa e da bebida de
araticum

A polpa de araticum e as bebidas de araticum (sem adicdo de probiotico), apos a

pasteurizacdo, foram analisadas quanto a composicao centesimal.

441.1. Umidade

Para obter os niveis de umidade das bebidas e da polpa, foram utilizadas as
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). Primeiro, reservou-se cerca de 400g
de cada bebida e da polpa de araticum, que foram colocadas em recipientes de
porcelana. No segundo momento, as amostras foram submetidas a estufa a 65 °C por 48
horas, para parcial evaporacdo da agua e concentracdo da matriz, em seguida, foram
homogeneizadas. Logo apos, pesou-se 10g das amostras das bebidas e 5g da amostra de
polpa para a transferéncia para cadinhos, que permaneceram em estufa a 105 °C por 29
horas, até obtencdo de peso constante. A umidade foi expressa em porcentagem de base

Umida, utilizando a seguinte equag&o:

Umidade (%) = (m1 + m2) / mt

m1 = massa de agua evaporada na primeira etapa (g)
m2 = massa de agua evaporada na segunda etapa (g)

mt = massa da amostra (g)

4.4.1.2. Proteina

A quantificacdo de proteina da polpa e das bebidas foram realizadas pelo método
de Kjeldahl 991.22 (AOAC, 2005). No qual, 2g de cada amostra foram colocados em

tubos contendo 1g de mistura catalitica e depois, adicionado 3,5mL de acido sulfirico
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(H2S04) 4%, seguindo para o bloco digestor, onde ficou até atingir a temperatura de
450°C e permaneceu durante 4 horas.

Posteriormente, as amostras foram acrescidas de 10mL de agua destilada para
destilacdo do nitrogénio realizada com o destilador Tecnal (modelo TE — 036/1). Para
cada amostra, cerca de 7,5mL de acido bérico 4% (HsBO3z) foram adicionados em
béqueres de vidro e 4 gostas de azul de metileno 1% + vermelho de metileno 2% foram
usadas como indicador. Os tubos contendo as amostras e 0s béqueres com solucdo de
acido borico foram alocados no destilador. Hidroxido de sédio 50% (NaOH) foi
adicionado no copo medidor do aparelho e, em seguida, iniciado o processo de
destilacdo do nitrogénio. Realizou-se a titulagdo com acido cloridrico 0,1 M (HCI) até
as amostras atingirem o ponto de viragem (rosa/roxo). A obtencdo do nitrogénio foi

expressa em porcentagem pela seguinte equacao:

WN=VXMxfx14x100/m

Em que:
V = volume gasto da solucdo de HCI na titulagéo.
M = molaridade da solucédo de HCI.
f = fator de corre¢do da solucédo de HCI.
m = massa da amostra (mg).
A quantidade de proteina presente em cada amostra foi determinada pela
multiplicacdo do resultado para o teor de nitrogénio pelo fator de converséo de

nitrogénio (% N), que € 6,25, conforme a seguinte equacdo: % Proteina = % N X 6,25.

4.4.1.3. Lipidio

O teor lipidico total das bebidas e da polpa de araticum foi determinado pelo
método de extragdo Am 5-04, utilizando o extrator de lipidios (modelo ANKOM XT15
da Ankom Technology, New York, United States of America) (AOCS, 2005). Apoés
submissdo a estufa a 60°C, para parcial evaporacdo da agua e concentracdo da matriz,
como descrito no item “4.4.3 umidade”, pesou-se cerca de 1g de cada amostra, que foi
colocada em sachés de extracdo de lipidios e alocadas em cartuchos apropriados do
extrator. Foi utilizado éter de petréleo como solvente para a extragdo. Em seguida, as
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amostras foram inseridas em estufa a 105°C, para evaporagédo do solvente, e pesadas. Os
valores de lipidio foram obtidos pela diferenca de massa ap0s extracdo. Utilizou-se
também a massa das amostras em base Umida, assim o teor de lipidio foi determinado
pela seguinte equagdo: %Lipidio = (100 x gramas de lipideos extraidos) / gramas de

amostra em base Umida.

4.4.1.4. Residuo Mineral (cinzas)

Essa andlise foi realizada pelo método 945.45 (AOAC, 2005). Pesou-se as
amostras (10g da bebida e 5g da polpa), que foram dispostas em cadinhos e submetidas
a mufla em temperatura de 600°C e apds, foram pesadas novamente. A determinagéo de
residuo mineral € obtida pela perda de massa organica da amostra, assim o percentual de
cinzas foi obtido pela equacéo:

% Cinzas =100 xm¢ / m

Em que:

m¢ = massa de cinzas (g).

m = massa da amostra (Q).

4.4.15. Fibras

A quantificacdo de fibra bruta da polpa de araticum e das bebidas foi
determinada pela metodologia 978.10 da AOAC (2005) com modificacdes.

Para esta andlise, utilizou-se as amostras que passaram pelas etapas iniciais do
item 4.4.1.1, ou seja, que permaneceram na estufa a 65°C por 48 horas. Dessas
amostras, foram retirados 1,59 e colocados nos sachés proprios para tal analise
devidamente identificados e selados. Os sachés contendo as amostras foram colocados
na estufa a 105°C durante 3 horas.

Em seguida, iniciou-se 0 processo de extracdo das fibras, na qual os sachés
foram colocados em um Erlenmeyer contendo 1000 mL de uma solugéo &cida preparada
com 16 mL de H,SOs a 1,25 % + 1000 mL de agua destilada e foram levados a

autoclave por 30 minutos a 100°C. ApoOs essa etapa, a solucdo &cida foi descartada,
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adicionou-se ao erlenmeyer com os sachés de amostras 1000 mL de agua destilada e
autoclavou-os novamente sob mesmas condicgdes.

Por fim, apds o descarte da agua destilada, o Erlenmeyer foi preenchido com
1000 mL da solucdo basica composta por 25 mL de NaOH a 1,25 % e 1000 mL de agua
destilada e foi novamente autoclavado sob iguais condic¢des. O processo de descarte da
solucdo basica e adicdo de 1000 mL de agua destilada para autoclavagem a 100°C por
30 minutos ocorreu em seguida.

Ademais, os sachés foram mergulhados em acetona para auxilio da secagem e
foram colocados em estufa a 105°C durante 2 horas para, em seguida, serem pesados
novamente.

O célculo utilizado para obtencéo de fibra bruta foi:

% Fibras = (Pdg — Ps) + (Mgmida X 100)

Em que:

Pdg = Peso da amostra apos digestao e estufa (com saché).

Ps = Peso do saché vazio.

Mamida = Massa da amostra em base Umida.

4.4.1.6. Carboidrato

O teor de carboidratos (CHO) totais presentes na polpa e nas diferentes amostras
das bebidas foi determinado pelo método 986.25 (AOAC, 2005) através da equacdo:
%CHO = 100 - %Umidade - %Proteina - %Lipidio - %Cinzas.

4.5 Determinacéo do pH e acidez titulavel das bebidas apés a pasteurizagao

45.1. pH

O pH foi determinado por meio do pHmetro de bancada digital (modelo PHS —

3E), devidamente calibrado com solucdo tampéo de pH 4 e pH 6,86. Com auxilio de
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uma balanca de precisdo foram retirados 10 g de cada amostra, dispostas em béqueres

de vidro para determinacdo do pH.

4.5.2. Acidez titulavel

A acidez titulavel (AT) das bebidas foi determinada de acordo com a
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Uma quantidade delOg de
cada amostra foram pesadas em uma balanca, e nesta quantidade de cada amostra foram
adicionados 100 mL de agua destilada. Em seguida, realizou-se a titulagdo com solugédo
de hidroxido de sodio (NaOH) de 0,1 M e adi¢do do indicador de fenolftaleina. A acidez

titulavel total foi determinada com a seguinte equacao:

Acidez titulavel =V XxFx M x 100 /P

Em que:

V = volume de solugédo NaOH gasto na titulagdo (mL)
M= molaridade da solucéo

P = massa da amostra (g)

F = fator de correcdo da solucdo de NaOH

4.6 Caracterizacdo fisico-quimica e viabilidade de L. paracasei antes e durante
0 armazenamento

As bebidas com e sem adi¢do do concentrado de células de L. paracasei foram
avaliadas antes e durante o armazenamento a 4°C quanto as caracteristicas fisico-
quimicas e da viabilidade de L. paracasei LBC 81. As analises foram realizadas no

tempo “zero” (antes do armazenamento) e durante 7, 14, 21 e 28 dias.

4.6.1 Andlise da viabilidade de L. paracasei LBC 81

As bebidas adicionadas do concentrado de células de L. paracasei foram
submetidas a diluicdes seriadas em eppendorfs contendo 900 uL de solucdo salina 0,85
%. Foram diluidos 100 pL em cada eppendorf até a diluicdo 107. As dilui¢des 10, 107,
10 e 1077 foram plaqueadas pela técnica Drop plate em placas contendo MRS agar. Em

32



seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Ap6s
o0 periodo de incubacao foi determinado o numero de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) (APHA, 2015).

4.6.2 Andlise de pH e acidez titulavel.

A analise de pH, acidez titulavel foram realizadas nas bebidas com e sem adicéo
do concentrado de células de L. paracasei conforme descrito nos itens 4.5.1, 4.5.2

respectivamente.

4.7. Andlise de fendlicos totais e da atividade antioxidante dos sucos

As analises de fenolicos totais e de capacidade antioxidante foram realizadas nas
amostras das bebidas de araticum com e sem adi¢cdo do concentrado de células de L.
paracasei nos tempos de armazenamento 0, 7, 14, 21 e 28 dias. As amostras foram
diluidas em agua MiliQ na proporcdo de 1:10, e filtradas em papel de filtro (J. Prolab,
Qualy, poros de 14um).

4.7.1. Fendlicos totais

A andlise de fendlicos totais foi realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por Singleton e Rossi (1965), o qual baseia-se na capacidade dos
compostos fendlicos reduzirem a mistura dos &cidos Fosfomolibdico / Fosfotlngstico
em meio alcalino. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos, a cada pogo
foram adicionados 20 pL das bebidas diluidas em &dgua MiliQ (1:10), 100 pL da solucéo
de Folin-Ciocalteu 10% e 80 pL de solucdo de Na>COs 7,5%. A reagéo foi incubada a
temperatura ambiente por 1 hora com protecdo a exposicdo da luz e a absorbéancia
determinada a 765 nm em aparelho espectrofluorimetro (SpectraMax M Serie Multi-
Mode Microplate Readers, San Jose, California). Uma curva padrdo de &cido galico nas
concentracfes de 0 a 1.000 umol/L foi construida e a concentracdo de fenolicos totais

das bebidas foi expressa umol &cido galico/L suco.
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4.7.2. Potencial antioxidante redutor do Fe (FRAP)

O potencial redutor do Fe foi determinado segundo metodologia descrita por
BENZIE; STRAIN, 1996. Em cada poco da microplaca foi montado uma reacéo
contendo 18 pL de agua MilliQ, 6 pL de amostra e 180 pL do reagente FRAP, e a
leitura da absorbancia monitorada a 593 nm por 10 min em espectrofluorimetro
(SpectraMax M Serie Multi-Mode Microplate Readers, San Jose, California). Os
ensaios foram feitos em duplicata, uma Unica reacdo denominada branco total foi feita
utilizando 24 pL de H2O milliQ e 180 pL de FRAP e para cada amostra foi montada
uma reacdo identificada como branco especifico da reacdo utilizando 198 pL de H.O
milliQ e 6 pL de amostra.

O reagente FRAP foi preparado a partir de: 15 mL de Tampao Acetato 0,3
mol/L; 1,5 mL de solucdo de 2,4,6-Tris(2-Pyridyl)-S-Triazine 10 mmol/L (TPTZ,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) em HCI 40 mmol/L e 1,5 mL de solucéo
aquosa de cloreto férrico 20 mmol/L. O reagente FRAP foi aquecido a 37°C por 30
minutos em banho-maria antes de ser adicionado a reacdo e estocado em frasco tipo

ambar.

Uma curva padrdo de hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
(TROLOX) nas concentragdes de 0 — 1.500 pmol/L foi construida e os resultados do
potencial antioxidante das amostras expressos em umol TROLOX / L suco (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).

4.7.3. Capacidade de eliminacdo de radicais livres (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH?®)

A capacidade de eliminacdo de radicais livres foi determinada utilizando o
radical 2,2-difenil-1-picri-hidrazil (DPPH®) de acordo com método descrito Cheng;
Moore e Yu (2006). Cada amostra foi analisada em cinco diferentes concentragoes,
obtidas a partir de 5, 10, 20, 25 e 30 pL da amostra para um volume final de 100 pL
completado com H>0O MiliQ. O sistema reacional era composto por 100 pL de amostra,
100 pL do reagente DPPH® 0,208 mmol/L e a absorbancia monitorada a 515 nm / 10
min. Para cada amostra foi feita uma reacdo correspondente ao branco especifico

substituindo o volume DPPH® por 100 pL de etanol absoluto. A cada experimento
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realizado foi feita uma reacdo denominada branco total contendo somente 200 pL de
etanol, e uma reacdo controle contendo 100 pL de etanol e 100 uL de DPPH*® 0,208
mmol/L.

Uma curva padrdo de hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
(TROLOX, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) na faixa de concentragdo de 0 —
40 pumol/L foi construida e o potencial antioxidante das amostras calculado de acordo
com a formula descrita abaixo:

DRSC = AUC amostra/AUC TROLOX x [amostra]/[TROLOX] (umol TROLOX / uL
suco).

Onde: DSRC = capacidade relativa de eliminacdo do radical DPPH®; AUC = area
abaixo da curva plotada a partir das varidveis “tempo de reagdo” X “% DPPH®

eliminado”.

4.8. Determinacao da sobrevivéncia de L. paracasei sob condicdes
gastrointestinais in vitro

As bebidas de araticum adicionadas de concentrado de células de L. paracasei
LBC 81 com 4 dias de armazenamento a 4°C foram submetidas as seguintes condicdes:
(i) exposicdo ao suco gastrico simulado; (ii) exposicdo ao suco intestinal simulado; e
(iii) exposicdo aos sucos gastrico e intestinal simulados em condi¢Bes sucessivas
(SANTOS, 2020). Antes da exposicdo as condicBes estabelecidas, as bebidas foram
avaliadas quanto a viabilidade de L. paracasei de acordo com o procedimento descrito
no item 4.6.1.

4.8.1. Simulacdo gastrica in vitro em condicao estatica

O suco gastrico sintético foi preparado de acordo com Bautista-Gallego et al
(2013) com modificagdes. O suco gastrico foi produzido com NaCl (0,205 g/l), KH2PO4
(0,06 g/l), KCI (0,037 g/l) e &gua destilada. O pH foi ajustado para 2,0 com solugéo de
HCI 1 M, e posteriormente a solucdo foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos. Na
solugdo autoclavada foi adicionada solucdo de pepsina (0,0133 g/l) (Dinamica®,

Idaiatuba-SP, Brasil) filtrada no momento da execugédo do experimento.

Aliquotas de 500 pL da bebida foram adicionadas em 500 uL do suco gastrico e

em seguida, incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 90 minutos. O tempo de
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exposicado ao suco gastrico foi de acordo ao estabelecido por Calabuig-jiménez et al.
(2019). Apos periodo de incubacdo foram imediatamente centrifugados (7871g, 4 °C, 5
minutos). O pellet obtido foi lavado com solucdo salina 0,85 % e posteriormente
centrifugado nas mesmas condig¢des. O processo de lavagem foi repetido mais uma vez
e apos o descarte do sobrenadante, pellet foi suspenso em solucdo salina 0,85% para a
realizacdo das diluices até 10°. As diluicdes foram plaqueadas em placas de Petri
contendo 4gar MRS pela técnica Drop Plate, e, posteriormente, incubadas em condicéo
aerdbia a 37°C por 48 horas. O nimero de UFC foi determinado ap6s o periodo de
incubacao e expressos em log UFC/mL.

4.8.2. Simulacgao intestinal in vitro em condicdo estatica

O suco pancredtico sintético foi preparado de acordo com Bautista-Gallego et al
(2013) com modificagbes. O suco pancreatico foi produzido com fosfato de sodio
dibasico (5,081 g/l), NaCl (0,850 g/l), sais biliares (0,300 g/l) e 4gua destilada. O pH da
solucédo foi ajustado para 8,0 com solucdo de NaOH 1 M, e posteriormente a solucgéo foi
autoclavada a 121 °C por 15 minutos. Na solucao autoclavada foi adicionada solugéo de
pancreatina (0,1 g/l) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) filtrada no momento da

execucdo do experimento.

Aliquotas de 500 pL da bebida foram adicionadas em 500 pL do suco
pancreatico e em seguida, incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 90 minutos. O
tempo de exposi¢cdo ao suco pancreatico foi de acordo ao estabelecido por Calabuig-
Jiménez et al (2019). Apos periodo de incubagdo os tratamentos foram imediatamente
centrifugados (7871g, 4 °C, 5 minutos). O pellet obtido foi lavado com solugéo salina
0,85 % e posteriormente centrifugado nas mesmas condicGes. A etapa de lavagem
repetiu-se mais uma vez e apds o descarte do sobrenadante, o pellet foi suspenso em
solugdo salina 0,85% para a realizacdo das diluicdes até 10°. As diluicdes foram
plagueadas em placas de Petri contendo agar MRS pela técnica Drop Plate, e,
posteriormente, incubadas em condicdo aerébia a 37 °C por 48 horas. O nimero de

UFC foi determinado apos o periodo de incubacéao e expressos em log UFC/mL.
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4.8.3. Sucessdo gastrica e intestinal in vitro em condicéo estatica

Aliquotas de 500 pL da bebida foram adicionadas em 500 pL do suco gastrico e
em seguida, incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 90 minutos. Posteriormente,
as amostras foram centrifugadas (7871g ,4 °C, 5 minutos), e o sobrenadante foi
descartado. Ao pellet obtido foi adicionado 1 mL do suco pancreatico, e em seguida as
amostras foram incubadas a 37°C por 90 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas nas mesmas condi¢6es mencionadas anteriormente, e o pellet obtido foi
lavado duas vezes com solucdo salina 0,85% e centrifugado nas mesmas condicdes. O
pellet obtido foi suspenso em 1 mL de solucdo salina, e em seguida foi realizado o
procedimento para plaqueamento em placas contendo MRS agar de acordo com o

procedimento descrito nos itens 4.7.2 e 4.7.3

4.9. Anélise estatistica

O desenho experimental do estudo inclui 3 formulacGes de suco de araticum e
cinco diferentes medidas em intervalos de tempo de armazenamento (exceto para
analise de composicdo centesimal e de sobrevivéncia a condi¢bes simuladas do trato
gastrointestinal). Todos os experimentos foram realizados trés vezes, e os resultados
foram apresentados como média + erro padrdo. A analise de variancia (ANOVA), e 0
teste de Tukey foram usados para calcular diferencas significativas em p<0.05. Os
dados analisados em intervalos de tempo de armazenamento também foram submetidos
a analise de regressdo. As andlises foram realizadas usando o software SAS (SAS
Institute Inc.,Cary NC, verséo 9.4).
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicao centesimal da polpa de araticum e das formulagdes dos
sucos

A composicdo centesimal dos sucos de araticum (sem adicdo de bactéria)
contendo 20%, 30% e 40% de polpa e agua mineral foi avaliada logo ap6s o preparo.

Também, foi analisada a composicdo centesimal da polpa de araticum (Tabela 3).

Tabela 3. Composicao centesimal do suco e polpa de araticum.

Formulacdes (F)

Variaveis F1 F2 F3 Polpa p = valor
Umidade (%) 95,6 a 93,82 b 92,01c 73,08d < 0,0001
Lipideos (%) 0,30d 0,51c 0,80 b 2,3la < 0,0001
Proteinas (%) 0,21c 0,29 bc 043b 1,37 a <0,0001
Cinzas (%) 0,12 b 0,19b 0,27 b 0,77 a <0,0001
Fibras (%) 0,34 b 0,46 b 0,64 b 3,55a < 0,0001
Carboidratos (%) 3,18d 474 c 5,86 b 18,93 a < 0,0001

F1 = 20% de araticum; F2 = 30% de araticum; F3 = 40% de araticum. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem significativamente (p > 0,05) entre si pelo teste Tukey.

As varidveis analisadas na polpa de araticum e nas formulacbes de suco
apresentaram diferencas significativas (P<0,05) quando comparadas. Destacam-se 0S
maiores percentuais de carboidratos e fibra bruta presentes na polpa do araticum e nas
formulacdes, e também os menores percentuais de proteinas e lipideos.

Os valores de umidade apresentaram diferencgas significativas (p < 0,05), ou seja,
quanto menor o percentual de polpa, utilizada na producdo dos sucos, maior a umidade
das formulagbes. Bem como, ainda menor, a umidade na polpa por ter sido avaliada
pura, sem a adi¢do de agua. Quanto ao residuo mineral (cinzas), ndo houve diferenca
significativa entre as trés formulacdes (p > 0,05). Somente a andlise de cinzas da polpa
foi superior, apresentando diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos sucos, como
ja seria esperado, uma vez que se trata de uma amostra mais concentrada.

Em relacdo ao teor de proteina das amostras, foi observado maior contetdo na
formulacéo elaborada com 40% de polpa de araticum (0,43%), apresentando diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo as formulagdes de 30% e 20% que continham 0,21%

e 0,29%, respectivamente. A polpa pura apresentou quantidade de proteina superior a
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todas as formulagdes (p < 0,05), contendo 1,37% desse macronutriente em 100g do
alimento, o que corrobora com o estudo de Arruda e Pastore (2019), que constataram
1,27% na mesma quantidade de amostra, assim como esperado para frutas, que
normalmente apresentam contetdo de proteina variavel e escasso (BATES et al., 2001).

A quantidade de carboidratos nas formulagbes de suco foi de 3,18% na F1,
4,74% na F2, 5,86% na F3 e 18,93% na polpa, apresentando diferenca significativa (p <
0,05) entre todas elas. Tal nutriente é o de maior predominancia tanto na polpa de fruta,
quanto nos sucos produzidos no presente estudo. A reducdo do teor de hidratos de
carbono nas formulagdes se da pela diluicdo progressiva de cada uma delas, o que
também justifica a diferenca significativa (p < 0,05) do maior teor desse nutriente na
amostra de polpa em relacédo as formulacdes dos sucos. Outro estudo confirma o achado
do teor deste macronutriente na polpa de araticum, o qual constatou 18,65% em 100g
(ARRUDA; PASTORE, 2019). Tal caracteristica poderia beneficiar a cepa L. paracasei
utilizada no presente estudo, uma vez que se trata de uma bactéria que apresenta
metabolismo fermentativo, que utiliza a glicose como principal fonte de energia (AYIVI
et al., 2020).

Na polpa de araticum, obteve-se um percentual de 3,55% de fibra bruta. Outro
estudo que utilizou a mesma metodologia de analise de fibra bruta, obteve na polpa de
araticum um percentual de 2,35% de fibra bruta (DE LIMA et al., 2016). Os teores de
nutrientes dos frutos podem variar de acordo com a localizagdo geogréafica e estado de
maturacdo da colheita (DE LIMA et al., 2016). Ja nas formulag¢Ges de suco de araticum
foram identificados 0,34% na F1; 0,46% na F2 e 0,64% na F3. Dessa forma, ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) entre as formulag¢des, porém a polpa apresentou maior
teor de fibras se comparada as trés formulagcbes de suco (p < 0,05), o que
provavelmente, deveu-se a passagem da mistura em voal no momento do preparo,
resultando em residuos que foram descartados. Contudo, essa parte do processo foi
indispensavel para a execucdo da metodologia, uma vez que os residuos obstruiriam as
ponteiras utilizadas durante a pipetagem e impossibilitariam a leitura em
espectrofluorimetro. Além disso, esse processamento proporcionou uma consisténcia
mais agradavel ao suco e mesmo assim ainda manteve parte da fibra do produto.
Anteriormente, sem esse processo, obteve-se uma textura de puré e ndo de suco. Vale
ressaltar que outro estudo comprovou que parte das fibras contidas no araticum sdo
oligossacarideos prebiéticas, o que poderia beneficiar a viabilidade do probidtico
inoculado nos sucos (ARRUDA; PEREIRA; PASTORE, 2017b).
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Entre todos as formulacgdes e polpa houve diferenga significativa (p < 0,05) em
relacdo ao teor de lipideos, sendo 0,30% na F1, 0,51% na F2, 0,80% na F3 e 2,31% na
polpa do araticum. Outros estudos constataram 2,57%, 2,40%, 3,83% e 3,78% de
lipideos na polpa de araticum. Tais variagdes sdo esperadas, pois a composi¢do dos
frutos pode variar de acordo com a regido de plantio devido a diferenca de nutrientes
disponiveis no solo e clima por exemplo. Os lipideos representam o terceiro nutriente de
maior predominancia dessa fruta (SILVA et al., 2008; DE LIMA et al., 2016; DE
AGUIAR et al., 2019; ARRUDA; PASTORE, 2019).

Ademais, ndo existem outros estudos que produziram bebidas de araticum com a
mesma composicdo dos produtos dessa pesquisa, por isso, a compara¢do com a

literatura foi realizada somente em relacdo a polpa.
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5.2. Viabilidade de L. paracasei LBC-81 e variaveis associadas a
atividade da estirpe durante o armazenamento.

5.2.1. Viabilidade de L. paracasei

A Figura 1 demonstra o0 comportamento em relacdo a viabilidade de L. paracasei LBC-
81 nas formulagdes de suco contendo 20%, 30% e 40% de polpa de araticum durante os
28 dias de armazenamento sob refrigeracdo a 4°C. E, a Tabela 4 traz as equacGes de
regressdo referentes a viabilidade de L. paracasei, pH, titulavel acidez, fendlicos totais,

FRAP e DPPH durante o armazenamento do suco de araticum.
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Figura 1. Comportamento de L. paracasei LBC-81 durante 28 dias de armazenamento

a 4°C (a), viabilidade de L. paracasei nas trés formulacbes (F1, F2 e F3) antes
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do armazenamento e com 28 dias de armazenamento (b) e efeito da formulacao,

independente do tempo de armazenamento, na viabilidade de L. paracasei (c).

Tabela 4. Equacdes de regressao referentes a viabilidade de L. paracasei, pH, titulavel

acidez, fendlicos totais, FRAP e DPPH durante o armazenamento do suco de araticum.

Variaveis Formulagdes (F) Equacdo de regresséo r2 EPM
F1 9 =9,3703 + 0,0276x — 0,0021x? 0,71 0,35
Viabilidade  p2 ¥=9,045 + 0,0135x — 0,0012x2 0,20 0,65
F3 ¥ =9,1954 — 0,0356x + 0,0015x2 0,22 0,43
pH F — com bactéria $ =4,0949 — 0,00562x + 0,0010 x? 0,97 0,07
F — sem bactéria ¥ =4,5246 — 0,0046x 0,62 0,04
Acidos totais F — com bactéria ¥ =4,1280 + 0,1434x 0,92 0,53
F — sem bactéria 9 =2,6203 + 0,0067x — 0,0007%? 0,20 0,44
F1 - com bactéria ¥ =12288,7666 — 13,9071x 0,87 65,66
F1 - sem bactéria §=2287,2000 — 29,6977x 0,88 139,85
Fendlicos totais F2 - com bactér.ia ¥ =4331,1000 — 36,1452x 0,84 198,29
F2 - sem bactéria ¥ =4096,3333 — 58,7000x 0,91 227,30
F3 - com bactéria 9 =4298,3190 -5,8340x + 0,5199x? 1,00 0,00
F3 - sem bactéria ¥ =4751,5333 — 55,7405x 0,82 3,31
F1 - com bactéria 9 =1901,1673 — 15,7500x 1,00 0,00
F1 - sem bactéria $=2046,3817 —99,6568x + 2,0991x? 1,00 0,00
FRAP F2 - com bactéria ¥ =3050,7240 — 28,2540x 0,91 109,16
F2 - sem bactéria 9 =2955,4835 — 123,0825x + 2,6393x? 0,91 253,33
F3 - com bactéria ¥ =12922,8886 — 10,4682x 1,000 25,10
F3 - sem bactéria ¥ =3212,4426 — 66,2658x 0,82 3,66
F1 ¥ =16,0275 — 0,3590x + 0,0085%2 0,88 0,79
DPPH F2 § = 22,9089 — 0,5631x + 0,0105x2 1,000 0,00
F3 9 = 24,6366 — 0,2930x 0,89 1,26
DPPH FC - com bactéria § =20,7836 — 0,4205x + 0,0093%? 0,94 0,66
FS - sem bactéria v= 21,2608 — 0,2937x 0,90 1,24

EMP: erro padrdo da média.

F1: suco de araticum (20%); F2: suco de araticum (30%); F3: suco de araticum (40%); FC:

suco de araticum com bactéria; FS: suco de araticum sem bactéria.



Antes do armazenamento, as trés formulagbes de suco de araticum ndo
apresentaram diferenca significativa (P>0,05) em relacdo a populacdo viavel de L.
paracasei (Figura 1b), o que indica que foi adicionada a mesma quantidade de
concentrado de L. paracasei.

Assim, ao longo dos 28 dias de armazenamento, por se tratar de um meio
complexo e de um estudo que envolve crescimento microbiano, era esperado um
comportamento de crescimento ndo uniforme. Desta forma, na Figura 1a, observa-se
que a populagdo de L. paracasei nos sucos com 20% e 30% de polpa demonstra
tendéncia de decréscimo segundo a equacdo quadratica (Figura 1la e Tabela 4). J& no
suco de araticum com 40% de polpa, houve tendéncia de reducdo de L. paracasei no
periodo inicial do armazenamento, mas por volta do 14° dia, observou-se o aumento da
populacdo da estirpe segundo a equacdo quadratica (Figura 1a e Tabela 4).

Ademais, no momento inicial do armazenamento, a contagem de L. paracasei
era de 9 unidades logaritmicas. Ao final do armazenamento (28° dia), a formulagédo 3
(40% de polpa) foi a que apresentou maior (p<0,05) populacéo de L. paracasei quando
comparada as formulagfes F1 e F2. Contudo, as trés formulagdes mantiveram-se
contagem de UFC acima de 8 unidades logaritmicas até o final da vida Gtil, o que
representa bom nivel para probidtico de acordo com a recomendacdo para Sucos
probidtico que estabelece teor minimo de 8 log UFC / mL (ANVISA, 2019). Vale
ressaltar que os sucos ndo foram acrescidos de nenhum outro componente como
prebidticos ou aglcares, continham somente polpa de araticum, por isso, tal fruta parece
ser um meio propicio para a viabilidade de L. paracasei LBC-81.

Em complementacéo, na Figura 1b observa-se a comparacéo entre as médias da
viabilidade de L. paracasei das trés formulacdes no periodo inicial (0 dias) e final (28
dias) de armazenamento a 4°C. Constata-se que a F1 e a F2 apresentaram reducgéo
significativa (p < 0,05) da viabilidade do probiédtico e que a F3 foi a Unica que ndo
apresentou reducao significativa (p > 0,05). O que sugere o percentual de 40% como o
meio mais favoravel a viabilidade da cepa L. paracasei.

Na Figura 1c, os valores médios de sobrevivéncia de L. paracasei foram
comparados quando presentes nas trés formulacdes. Observou-se que o aumento do
percentual de polpa de araticum nas formulacGes ndo afetou significativamente (p >
0,05) a sobrevivéncia de L. paracasei. Tal constatacdo se faz importante, pois o

araticum é rico em antioxidantes, o que poderia prejudicar a sobrevivéncia da bactéria.
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Resultado diferente foi obtido por Oliveira e colaboradores (2021) que
observaram diferenca na viabilidade de L. rhamnosus GG, L. plantarum LP299V e L.
acidophilus LA-14 quando inoculados em diferentes concentra¢des de polpa de manga
e cenoura. Na formulacdo que continha uma parte de manga para uma parte de cenoura,
foi possivel verificar maior viabilidade. Segundo os autores, essa combinacao
proporcionou um maior teor de fibras o que influenciou significativamente a
sobrevivéncia das estirpes apds o processamento e durante a vida Util do produto.
Fibras soltveis podem ser usadas como substratos para crescimento de microrganismos
probidticos e fibras insolGveis podem apresentar efeito protetor sobre essas bactérias.

Ademais, no presente estudo, a reducdo da viabilidade de L. paracasei ao longo
do tempo pode ser explicada pelo meio &cido que o araticum proporcionou. Tal
condicdo pode ser prejudicial a viabilidade das cepas probidticas (KUIPERS et al.,
2002), além de fatores como a presenca de antioxidantes e compostos fendlicos do
araticum que possuem acdo antimicrobiana (BENSID et al., 2022). Ademais, durante o
periodo de armazenamento a 4°C, 0s sucos podem estar suscetiveis a acdo de espécies
reativas do oxigénio que danificam proteinas, lipideos e acidos nucléicos, constituindo
assim uma das principais causas de morte celular (KUIPERS et al., 2002).

Entretanto, as bactérias possuem mecanismos de adaptacdo a esses estresses
proporcionados pelo meio em que se encontram, o que poderia explicar a tendéncia de
recuperacgdo no suco contendo 40% de araticum. Dentre as explicacdes, a primeira seria
a de que o maior teor de carboidratos da F3 proveniente da polpa de araticum, poderia
justificar a recuperacdo da viabilidade ao longo do tempo, pois esse nutriente serviria
de substrato para as bactérias, uma vez que representam a principal fonte de energia
para o seu metabolismo (HILL et al., 2018).

Outras justificativas para a recuperacdo da viabilidade observada ao longo do
armazenamento seria de que algumas cepas de BALs podem apresentar mecanismos de
correcdo no citoplasma quando este encontra-se acido, como por exemplo a utilizacéo
de protons do seu préprio meio interno para a producdo de energia (ATP) e expulsédo
desses prétons para a neutralizagcdo do pH interno. Algumas bactérias também possuem
trés enzimas (arginina deiminase, ornitina cabamoiltransferase e carbamato quinase)
que catalisam compostos acidos e neutralizam o interior da célula. Além disso,
bactérias podem alterar o perfil de lipideos que compdem suas membranas produzindo
o biofilme, que reduz a entrada de prétons do meio externo e protege do estresse acido,

calor e oxidagdo. Também existem mecanismos de reparo do DNA de ceélulas ja
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danificadas para a recuperagdo da bactéria apds o estresse &cido (L-ATR) (KUIPERS et
al., 2002).

Varios estudos tém avaliado a viabilidade de diferentes estirpes probidticas em
sucos de fruta. Da COSTA et al. (2017) produziram um suco de laranja ndo fermentado
suplementado com a estirpe probidtica de Lactobaciilus paracasei ssp. paracasei ( L.
casei -01, Christian Hansen ®) e avaliaram a viabilidade desta estirpe por 28 dias de
armazenamento a 4°C. A populacdo inicial de células vidveis da estirpe probiética
estava acima de 7 log UFC/mL e ao final dos 28 dias a populacdo de células viaveis
manteve-se em torno de 7 log UFC/mL. Como utilizou o pardmetro minimo de 6 log
UFC / mL, foi considerado adequado como bebida probiotica concluindo que o suco de
laranja foi um meio propicio para a viabilidade de L. paracasei.

Outro estudo utilizou a cepa Lactobacillus paracasei ssp. (L. casei-01)
inoculado em suco de uva branca ndo fermentado, a qual manteve a viabilidade dentro
dos parametros minimos considerados pelo estudo até o dia 21 dias de armazenamento
a 4°C por 28 dias, sendo considerada uma bebida probidtica somente se consumida
dentro desse periodo, pois houve reducéo de 5 log no 28° dia (OKINA et al., 2018).

Por Fim, Mantzourani et al. (2022) inocularam a estirpe que apresenta potencial
probidtico L. paracasei SP3 em suco de romd fermentado e obtiveram a contagem no
inicio do armazenamento de 9,2 log UFC/mL e de 7,2 log UFC/mL na 4 semana de
armazenamento. Mesmo em condic¢des acidas proporcionadas pelo suco, tais resultados
de viabilidade estavam acima do limite de 6—7 log UFC/mL, que € necessario de acordo
com a bibliografia utilizada pelo estudo. Além disso, esses autores trouxeram a
observacdo de que a estabilidade do probidtico em suco de frutas é um importante
agente contra a proliferacdo de microrganismos deteriorantes, como fungos e leveduras,
0s quais podem alterar as caracteristicas e o valor nutricional dos produtos
(MANTZOURANI et al.,2022).

Vale ressaltar que o parametro minimo para a concentracdo de probidticos em
sucos ndo é bem estabelecido pela literatura. E possivel observar que cada estudo
utiliza uma adequacdo que normalmente varia entre 6 e 8 log UFC / mL como
parametro minimo recomendado. Na presente pesquisa, decidiu-se utilizar o parametro

de pelo menos 8 log UFC / mL.

5.3. pH e acidez titulavel
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As diferentes formulacfes de suco de araticum com e sem adi¢do de bactéria
foram armazenados a 4 °C e analisadas ao longo de 28 dias de armazenamento quanto

ao pH e acidez (Figura 2).
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Figura 2. Comportamento do pH (a) e acidez titulavel (b) nas trés formulac@es de suco
de araticum (F1, F2 e F3) com e sem bactéria durante 28 dias de armazenamento
a 4°C, variacdo do pH (c) e acidez titulavel (d) em suco de araticum com e sem
adicdo da bactéria e valores de pH (e) e acidez titulavel (f), independente do

tempo de armazenamento, nas formulagdes de suco de araticum (F1, F2 e F3).

Ao longo do periodo de andlises, o pH dos sucos adicionados do concentrado de

células probioticas apresentou uma variacdo entre 4 e 3,2, enquanto o pH do suco de

46



araticum ndo suplementado com a bactéria manteve-se entre 4,5 e 4,3. A Figura 2a
demonstra o pH do suco de araticum com e sem probiotico ao longo dos 28 dias de
armazenamento a 4°C. Por meio dele é possivel observar uma tendéncia de reducdo do
pH nos sucos com e sem adicdo de bactéria, porém com a curva decrescente mais
acentuada no grupo dos sucos adicionados de bactéria.

Na Figura 2, os valores médios de pH dos sucos com e sem bactéria confirmam
0 pH mais baixo dos sucos adicionados de bactéria, apresentando um pH
significativamente (P < 0,05) menor. Consequentemente, observa-se maior acidez (p <
0,05) das formulagBes com bactérias expressa pelo Figura 2d. Tal observacao pode ser
justificada pelo fato de os probidticos poderem metabolizar aclcares
simples encontrados em sucos de frutas, e assim aumentarem a acidez do produto
(SENGUN et al., 2020).

Os resultados de viabilidade de L. paracasei nas formulagdes de suco podem ser
correlacionados com os resultados de pH (Figura 2a e 2c) e acidez titulavel (Figura 2b e
2d). O pH do suco de araticum adicionado de concentrado de L. paracasei diminuiu até
aproximadamente o 21° dia de armazenamento de acordo com a equacdo quadratica
(Tabela 2). A partir do 21° dia observou-se tendéncia a estabilidade do pH (Figura 2a).
A acidez do suco de araticum com o concentrado de células apresentou aumento
descrito pela equacédo linear (Figura 2b e Tabela 2). O pH (Figura 2c) e a acidez (Figura
2d) apresentaram valores significativamente (P<0,05) menores e maiores,
respectivamente, no suco de araticum com o concentrado de bactérias em relagdo ao
suco de araticum sem bactérias

Estes dados sugerem a ocorréncia de fermentacdo dos sucos pela bactéria.
Apesar de esse ndo ser 0 objetivo do presente trabalho, a fermentacdo ocorreu mesmo
em condigdo de temperatura ndo favoravel como é o caso da refrigeracdo (4°C).
Entretanto, esse ocorrido reforca o araticum como um meio potencialmente propicio
para o desenvolvimento da bactéria em questdo, uma vez que mesmo em condicGes
adversas, pode ter oferecido nutrientes para o crescimento microbiano. Além disso, 0s
acidos organicos oriundos da fermentagdo contribuem para o sabor e a palatabilidade
dos sucos de frutas. E, a maior acidez dos produtos probi6ticos pode proteger 0s sucos
do desenvolvimento de microrganismos deterioradores de alimentos, aumentando assim
sua vida util. Tais alteracGes sdo desejaveis desde que nao afete as caracteristicas

sensoriais ou tecnologicas dos produtos (PIMENTEL et al., 2015).
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Apesar das BAL’s serem neutrofilos, ou seja, pH 6timo de crescimento entre 5 e
9, muitas vezes, esse grupo de bactérias adaptam a expressao de seus genes de acordo
com o ambiente que estdo, por meio de diferentes processos celulares, como por
exemplo diviséo celular, metabolismo do DNA, composi¢do da membrana, transportes
de acidos do meio intracelular para o meio extracelular (KUIPERS et al., 2002). Um dos
grandes desafios a inoculacdo de probio6ticos em sucos € o baixo pH, contudo, muitas
bactérias probioticas parecem ser tolerantes ao meio com maior acidez
(MANTZOURANI et al., 2022).

Em comparacdo, o suco de laranja fermentado que recebeu o inoculo de
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 teve um pH em torno de 3,6 e acidez em torno
de 1,4 ao longo do armazenamento por 28 dias a 4°C e mesmo em meio &cido o
probidtico apresentou contagem acima da recomendacdo minima para ser considerado
probidtico. Segundo o estudo, essa acidificagdo do meio ocorre pelo fato dessas
bactérias poderem metabolizar acUcares simples e converté-los em acidos organicos
(SENGUN et al., 2020). O suco fermentado de uma espécie de macd denominada
Changfu com pH de 3,89 apresentou-se como um meio viavel para o cultivo de
Lactobacillus acidophilus CICC6005, Lactobacillus plantarum CICC21805
e Lactobacillus fermentum CICC21828 (PENG et al., 2021).

Em contrapartida, um estudo que utilizou o suco de uva para a inoculacdo de
Lactobacillus paracasei (FD-DVS nu-trish® L. casei-01, Chr. Hansen, Denmark) e foi
armazenado por 28 dias sob refrigeracdo, teve reducdo da viabilidade estatisticamente
significativa, passando de 9,0 log UFC/mL para 5,9 log UFC/mL em 14 dias. Tal
reducdo foi associada pelos autores ao baixo pH da bebida (aproximadamente 3,3).
Nesse ultimo caso, outros fatores podem ter interferido negativamente no resultado
como por exemplo, a estirpe talvez ndo ser resistente ao meio acido ou pelo fato da uva
ser rica em antioxidantes e esses compostos terem agido como antimicrobianos (SILVA
et al., 2008).
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5.4. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Os sucos de araticum foram armazenados a 4 °C e analisados durante 28 dias quanto aos fenolicos totais presentes e quanto a atividade

antioxidante através do FRAP e DPPH e os resultados foram descritos na Tabela 3 e Figuras 3, 4 e 5.

Tabela 3. Atividade antioxidante do suco de araticum (com e sem bactéria) durante o armazenamento.

Tempo de Com/sem Fen(,’)Ii_cos tgt_ais FRAP
armazenamento bactéria (umol &cido gélico/L suco) (nmol TROLOXI/L suco)

(em dias) F1 F2 F3 F1 F2 F3
0 2246,67 +408,84b  4200,67 + 408,84 a 4343,83 +143,78a  1868,61+92,01b  3169,17+92,01a 2927,77+92,01a
7 2254,33 +408,84b  4172,50 + 143,78 a 429850 + 143,78a  1909,17 +92,01b  2722,22+92,01a 2821,39+92,01a
14 Com 212166 +408,84b  4047,17 + 408,84 a 3998,83 + 143,78a  1573,87+9201b  2606,94+92,01a  2806,66 + 92,01 a
21 1921,17 + 408,84c  3366,33 + 143,78 b 481583 + 143,78 a  1559,44+9201b 247222 +9201a 2707,50+92,01a
28 1926,50 + 408,84 ¢ 3338,67 + 143,78 b 439050 + 143,78a  149222+9201b 230528 +9201a 2618,33+92,01a
0 2360,83 + 408,84 c  4336,33 + 408,84 b 494167 +143,78a  2043,89+92,01b  3064,44+9201a  3592,50+ 92,01 a
7 2014,50 + 408,84 ¢ 3488,17 + 143,78 b 4240,67 + 143,78a  1458,61+9201c¢  2013,06 +9201b 234555+ 9201 a
14 Sem 1909,33 + 408,84 ¢ 3126,17 + 408,84 b 3590,67 + 143,78a  1056,66 +9201¢c  1726,39+92,01b 204388 +92,01 a
21 1487,66 + 408,84 ¢ 2792,17 + 143,78 b 3943,50 + 143,78 a 880,28 +9201¢c  177583+92,01b  1991,39 + 92,01 a
28 1584,83 +408,84c  2629,83 + 143,78 b 3139,33+ 143,78 a 902,22+ 92,01 b 1461,66 + 92,01a  1450,28 + 92,01 a

F1 = Suco de araticum (20%); F2 = suco de araticum (30%); F3 = suco de araticum (40%).
As médias seguidas pela mesma letra na linha dentro de cada grupo de formulacéo ndo apresentam diferenca significativa (p > 0.05) pelo teste de Tukey.
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Fendlicos totas (ug EAG/100 L)

5.4.1. Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram analisados nos sucos de araticum com e
sem L. paracasei durante os 28 dias de armazenamento e os resultados estdo descritos
na Figura 3.
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dias de armazenamento a 4°C.
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Os resultados da analise de compostos fendlicos totais (Figura 3 e Tabela 3)
demonstram quantidades iniciais proporcionais ao percentual de polpa de araticum, ou
seja, quanto mais polpa, maior a quantidade de fenolicos na bebida no primeiro
momento do armazenamento.

Ao longo dos 28 dias de armazenamento, observou-se tendéncia de decréscimo
(Figura 3 e Tabela 3). A reducdo da quantidade de fendlicos ja era esperada, pois a
presenca de oxigénio dissolvido nos sucos pode resultar na oxidacdo de compostos
fendlicos (PATTHAMAKANOKPORN et al., 2008).

Bem como a ativacdo da enzima polifenoloxidase enddgena durante o
armazenamento do suco ou a presenca de ions metalicos como ferro e cobre podem
resultar na oxidacdo de compostos fendlicos. A determinacdo do teor de fendlicos totais
pelo método de Folin-Ciocalteu é baseada em uma reacdo redox, portanto, a capacidade
de reducdo de polifendis oxidados é enfraquecida, gerando valores de resultado mais
baixos (MILLET et al., 2017). Patthamakanokporn et al. (2008) observaram que na
auséncia de luz e oxigénio, o teor de compostos fendlicos ndo mudou
consideravelmente durante o periodo de armazenamento refrigerado. Como 0s sucos
ndo foram armazenados em garrafas que blogueavam a entrada de luz, e ndo foram
criadas condices para impedir a entrada de oxigénio, € provavel que esses fatores
possam ter contribuido para a reducao dos fendlicos totais durante o armazenamento.

Entretanto, é possivel observar (Figura 3) que a tendéncia de decrescimo dos
compostos fenolicos € menos acentuada nos sucos que continham o concentrado de L.
paracasei. E ainda, que no suco com 40% de polpa de araticum com bactéria houve
tendéncia de estabilizacdo dos compostos fenolicos ao longo do armazenamento (Figura
3c), 0 que é ratificado pela diferenca ndo significativa (p > 0,05) expressa na Tabela 3,
onde a quantidade inicial (tempo 0) de fendlicos totais é de 4343.83 ug EAG/100 mL e
a final (tempo 28) é de 4390.50 ug EAG/100 mL. Nas demais concentracGes de polpa
com bactéria, houve redugdo dos compostos fenolicos ao longo do periodo de
armazenamento, uma vez que observa-se diferenca significativa (p < 0,05) entre o
tempo 0 e o tempo 28 no grupo com bactérias da F1 e F2 (Tabela 3).

Os resultados obtidos quanto ao teor de fendlicos totais nos sucos de araticum
podem ser correlacionados com a viabilidade de L. paracasei durante o armazenamento.
Possivelmente, a preservacdo dos compostos fenolicos ocorreu pela atividade bacteriana
proporcionada pela fermentacdo natural observada durante o armazenamento (ZHANG
et al., 2021).
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Gumus & Demirci (2022) atribuem o aumento do teor de fendlicos no suco de
uva fermentado por Lactobacillus fermentum a capacidade de enzimas como -
galactosidase e a-amilase, produzidas por essa bactéria, em hidrolisar fendlicos ligados
a aglcares em fendlico no suco. Ja foi afirmado que uma cepa de Lactobacillus
paracasei foi eficaz em bioconversdes fendlicas devido ao seu alto teor de p-glicosideo
¢ B-galactosideo (BONTSIDIS et al., 2021; ZHAO; SHAH, 2014).

Sabe-se que os compostos fenolicos podem atuar como agentes protetores ou
antimicrobianos. Assim, a diminuicdo do teor de fendlicos totais durante o
armazenamento possivelmente permitiu uma alta populagéo de L. paracasei nos sucos
(SUCCI et al., 2017). No entanto, no suco com 40% de polpa de araticum, o teor de
fenolicos manteve-se estavel e a viabilidade de L. paracasei aumentou ao final do
armazenamento (28 dias). Portanto, é possivel que com a fermentacdo tenham se
formado compostos fendlicos menos toxicos permitindo o crescimento de L. paracasei
no suco com 40% de polpa de araticum. O alto percentual de fendlicos no suco com
40% de polpa de araticum pode ter dificultado a adaptacdo de L. paracasei no inicio do
armazenamento.

Ao longo do tempo de armazenamento do suco de uva branca com adicdo de
Lactobacillus paracasei ssp. (L. casei-01), ndo foi observado reducdo do pH ou
aumento da acidez e assim, o suco apresentou reducdo significativa (p < 0,05) na
quantidade de fenolicos totais entre o primeiro e vigésimo oitavo dia de armazenamento
sob refrigeracdo. Os autores ressaltaram que culturas probidticas podem metabolizar os
compostos fendlicos presentes nos sucos (OKINA et al., 2018). Tal constatagdo reforca
a teoria de que a manuteng&o dos fendlicos do suco de araticum com LBC-81 foi devida
a fermentacéo natural do suco pelo probidtico.

Ja no suco de mirtilo adicionado de L. plantarum J26 que passou por processo de
fermentagdo induzido e controlado, com redugéo de pH e aumento de acidez, constatou-
se aumento do teor de fendlicos totais apds a fermentacdo. Os autores atribuiram esse
resultado, aos multiplos fatores causados pelo metabolismo das bactérias do acido
latico, dentre eles, a reducdo do pH causado pela multiplicacdo das bactérias. Essa
diminuicdo afetaria a estrutura dos compostos fendlicos. Também, justificam que o
polifenol macromolecular foi desintegrado em fendis de moléculas pequenas por meio
do metabolismo de desglicosilacdo realizado por algumas bactérias do acido latico
(ZHANG et al., 2021).
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No suco de laranja com adicdo de concentrado de células de
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 nédo se observou a ocorréncia de fermentagéo e
assim, constatou-se reducao significativa de compostos fenolicos ao longo dos 28 dias
de armazenamento sob refrigeracdo. Os autores atribuiram essa reducdo a fatores ja
esperados como a presenca de oxigénio, altas temperaturas, exposicao a luz e baixo pH
(SENGUN et al., 2020).

53


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus

5.4.2. Potencial antioxidante redutor do Fe (FRAP)

O teste de FRAP mede a capacidade dos antioxidantes da amostra de reduzirem
o ferro férrico (Fe** = oxidado). O excesso de Fe** na mistura da reagio € reduzido a
forma ferrosa (reduzido = antioxidado), ao qual gera a formagdo de cor que esta
diretamente relacionada com a capacidade de reducdo da amostra.
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Figura 4. Atividade antioxidante, determinada pelo método FRAP, em suco de
araticum com 20% de polpa (a), 30% de polpa (b) e 40% de polpa (c) com e sem

adicdo de bactéria durante 28 dias de armazenamento a 4°C.
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Nas formulagdes 1 e 2, observa-se que 0s sucos com probidtico apresentaram
atividade antioxidante mais estavel ao longo do armazenamento. Enquanto que a
formulagdo 3 manteve-se estavel tanto nos sucos contendo concentrado de célular,
quanto nos sucos sem o concentrado de células, segundo as equacdes lineares (Tabela
3). Os sucos sem concentrado de células probidticas, apresentaram tendéncia de queda
mais acentuada ao longo dos 28 dias de armazenamento (Figura 4).

Ressalta-se também, que a atividade antioxidante pode estar relacionada aos
antioxidantes presentes no araticum, uma vez que é possivel observar maior atividade
antioxidante a medida que as formulagdes possuem maior percentual de polpa, tanto nos
sucos com, quanto nos sucos sem probidtico.

Resultado semelhante foi encontrado no suco de tomate fermentado por
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus casei que constatou aumento da atividade
antioxidante apés a fermentacdo pelo teste FRAP. Também observou redugdo do pH e
aumento da viabilidade (LIU et al., 2018), o que reforca a hipdtese de que a fermentacédo
natural que ocorreu no suco de araticum com probidtico foi benéfica para o produto. O
suco de jaca fermentado por Lactobacillus casei ATCC334 também verificou aumento
significativo (p < 0,05) da atividade antioxidante ap6s a fermentagdo, concluindo que
esse processo foi benéfico, pois melhorou a atividade antimicrobiana e antioxidante e do
perfil de metabdlitos do suco de jaca (MUHIALDIN et al., 2021).

Vale ressaltar que as espécies reativas do oxigénio como O? e OH sio,
geralmente, associadas a efeitos negativos nas BAL’s pois, podem alterar as proteinas,
lipidios e &cidos nucléicos que as compde, podendo ocasionar morte celular. Em
contrapartida, algumas bactérias do grupo das BAL’s possuem mecanismos de
adaptacdo a toxicidade do oxigénio, como a prevencdo da formacdo dessas espécies
reativas ou eliminacdo (por degradacdo enzimatica ou eliminacdo) ou reparacdo dos

danos causados pelo oxigénio (KUIPERS et al., 2002).

5.4.3. Capacidade de eliminacao de radicais livres (DPPH)

A capacidade de eliminacdo de radicais livres presentes no reagente DPPH dos
sucos de araticum com e sem bactéria ao longo dos 28 dias de armazenamento é

mostrada na Figura 5.
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Figura 5. Atividade antioxidante, pelo método DPPH, em suco de araticum (20, 30 e
40% de polpa) (a) e atividade antioxidante do suco de araticum com e sem
adicdo de bactéria durante 28 dias de armazenamento a 4°C (b) e atividade
antioxidante nas bebidas com e sem bactéria antes do armazenamento e com 28

dias de armazenamento (c).

E possivel observar uma tendéncia de reducio da capacidade antioxidante dos
sucos ao longo do tempo de armazenamento nas amostras contendo 20%, 30% e 40% de
polpa (Figura 5a). Entretanto, a partir da Figura 5 b e 5 ¢, observa-se uma tendéncia de
recuperacdo da capacidade antioxidante nos sucos com bactéria a partir do 14° dia de

armazenamento.
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Na Figura 5c, observa-se que no tempo 0, o poder antioxidante dos sucos sem L.
paracasei € significativamente (P < 0,05) maior se comparado ao dos sucos com
probidtico. A partir do 7° dia de armazenamento, o poder antioxidante dos sucos com e
sem bactéria comeca a ndo apresentar diferenca significativa (p > 0,05), mantendo esse
padrdo nas analises realizadas no 14° dia. A partir do 21° dia de armazenamento,
perdurando até o 28° dia, o grupo dos sucos com bactéria passa a ter o poder
antioxidante superior ao do grupo dos sucos sem probiotico (p < 0,05). Assim como nos
ensaios de compostos fenolicos totais e FRAP, tal resultado pode ser atribuido a
fermentacdo natural ocorrida durante a estocagem sob refrigeracao.

A atividade antioxidante dos sucos de araticum pode ser atribuida ao seu
conteddo fendlico total. A diminuicao do teor de fendlicos € proporcional a reducédo da
atividade antioxidante nos sucos, enquanto o aumento do teor de fendlicos nos sucos
adicionados de bactérias também é proporcional ao aumento da atividade antioxidante
dos sucos adicionados de bactérias.

O acumulo de compostos fenolicos durante a fermentacdo € um dos principais
motivos para maior capacidade antioxidante (WANG; ZHANG; LEI, 2022). Em suco
de mirtilo fermentado por cepas probidticas (Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
fermentum), os autores observaram que 0 aumento de compostos flavonoides
proporcionou aumento da capacidade antioxidante (LIAO et al., 2023). Além disso,
dependendo da cepa probiotica, metabolitos com atividade antioxidante (glutationa,
acido fdlico, vitaminas, etc.) podem ser liberados no suco da fruta.

Outros autores observaram o aumento da capacidade antioxidante no teste de
DPPH do suco de pera apés a fermentacdo por Lactobacillus (Lactiplantibacillus
plantarum 90, Lactobacillus helveticus 76 e Lacticaseibacillus casei 37) (WANG;
ZHANG,; LEI, 2022). O suco de lim&o doce fermentado por Lactobacillus plantarum
LS apresentou reducdo do poder antioxidante ao longo do armazenamento por 28 dias
sob refrigeragdo (HASHEM I et al., 2017).

Também ¢é possivel correlacionar o aumento da capacidade antioxidante das
amostras com L. paracasei ao aumento dos compostos fendlicos (WANG; ZHANG;
LEI, 2022) observados nos ensaios de compostos fenolicos totais realizado nas amostras
de 40% de polpa com bactéria, que apresentou 0 mesmo comportamento de
estabilizacdo a partir do sétimo dia, seguido de aumento a partir do vigésimo primeiro

dia de armazenamento.
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5.5. Viabilidade e sobrevivéncia ap0s o estresse gastrico, intestinal e sucessivo
simulado

Os sucos contendo 20% (F1), 30% (F2) e 40% (F3) de polpa araticum com L.
paracasei LBC-81 foram expostas as condi¢Ges de estresse gastrointestinal in vitro e os

resultados estéo expressos na Figura 6.
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Figura 6. Viabilidade de L. paracasei, independente da formulacdo de suco de
araticum, apds exposicao ao suco gastrico, intestinal e exposicdo sequencial ao
suco gastrico e intestinal (a), sobrevivéncia de L. paracasei, independente da
formulacdo de suco de araticum, ap0s exposi¢do ao suco gastrico, intestinal e
exposicdo sequencial ao suco gastrico e intestinal (b) e sobrevivéncia de L.
paracasei, independente da condicdo de exposicdo gastrointestinal, nas

formulagdes de suco de araticum (c).

Todos os tratamentos permaneceram com valores alto de contagem de células
probidticas ap6s a exposicdo gastrointestinal simulada in vitro. Mostrando que o
araticum é uma matriz viavel para o consumo do probiotico.

Pelo teste de médias Tukey, (Figura 5a e 5b), observa-se que a viabilidade e
sobrevivéncia de L. paracasei foi maior ap0s a exposic¢ao ao suco gastrico. Tal condicédo

foi a que causou menos danos celulares a cepa L. paracasei quando comparado a
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exposi¢do ao suco intestinal e ao estresse sucessivo mantendo a viabilidade acima de 8
log UFC / mL e a sobrevivéncia em torno de 94,03%.

Os autores acreditam que L. paracasei possa ter desenvolvido uma resposta
adaptada devido a presenca de &cidos organicos na polpa de araticum. Diferentes fatores
podem estar relacionados a essa tolerancia, dentre eles, o fato de o suco de araticum ser
acido, o que pode levar a diminuicdo da fluidez e a menor permeabilidade da
membrana, impedindo o influxo de protons nas células bacterianas durante a exposi¢ao
ao suco gastrico, proporcionando protecéao. (SRISUKCHAYAKUL,
CHARALAMPOPOULOQOS; KARATZAS, 2018).

Resultado semelhante foi observado no suco de cranberry no qual L.
plantarum NCIMB 8826 foi previamente adaptado ao meio &cido e teve a sua
sobrevivéncia melhorada significativamente em comparacdo as células bacterianas ndo
adaptadas previamente (CHAMPAGNE; GARDNER; ROY, 2005). Entdo, o L.
paracasei pode ter realizado o seu ajuste ao meio através da acidez do suco de araticum
e com isso, enfrentou melhor o novo estresse, 0 que seria um indicativo de que 0 suco
de araticum poderia ser boa matriz para a bactéria.

J& os sucos de laranja, maca e tomate, apesar de terem mantido a viabilidade de
Lactobacillus sanfranciscensis dentro dos padrdes recomendados (> 10° log de UFC /
mL) ao longo das 4 semanas de armazenamento a 4°C, ndo foram capazes de manté-los
adequados apos a exposicdo as condicdes gastrointestinais simuladas in vitro. Os
autores atribuiram esse resultado a ativacdo da pepsina presente no suco gastrico que
pode destruir a ligacdo peptidica entre os aminoacidos da membrana degradando-a e
além disso, verificou gque a estirpe estudada néo é tolerante a cido, uma vez que tolerou
0 pH apenas até 5,5 (ZHU et al., 2020). Assim, pode-se observar que nem todas os
Lactobacillus conseguem realizar os mecanismos de adaptacéo ao meio.

Quanto a exposicdo ao suco intestinal, observa-se através da Figura 6a e 6b
maior reducdo da viabilidade e da sobrevivéncia se comparado ao estresse gastrico, com
diferenca significativa (p < 0,05). Nessa etapa a viabilidade reduziu para
aproximadamente 7 log UFC / mL™ e a sobrevivéncia ficou em 90,49%. Em relagio ao
estresse sucessivo no qual o suco gastrico e o suco intestinal foram aplicados
sucessivamente, é possivel verificar que ndo houve diferenca significativa em relagdo ao
tratamento com o suco intestinal (p > 0,05), demonstrando viabilidade e sobrevivéncia
semelhantes, mas que houve diferenca significativa quando comparado ao tratamento

com suco gastrico (p < 0,05).
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Vale ressaltar que, a bile € uma secrecdo digestiva complexa que desempenha
um papel na dispersdo e absorcdo de gorduras e pode assim, prejudicar a membrana
lipidica de bactérias por atuar como detergente. Entretanto, algumas bactérias do acido
latico podem desenvolver mecanismos de resisténcia aos sais biliares e resistirem ao
sistema digestivo. Um dos mecanismos € a hidrélise dos aminoacidos glicina e taurina
presentes nos acidos biliares pela enzima hidrolase de sais biliares que os Lactobacillus
possuem. Desta forma, o poder detergente é reduzido. Outro mecanismo realizado pelas
bactérias que pode ter ocorrido € a extrusdo de sais biliares do meio interno, mediada
pela familia de transportadores de resisténcia multiQrug (MDR). Além disso, a enzima
Glu descarboxilase € frequentemente encontrada em procariontes que colonizam ou
passam pelo intestino. Foi proposto que esta enzima pode fortalecer as bactérias durante
seu transito através do estdbmago (KUIPERS et al., 2002).

Por fim, na Figura 6c, observa-se o efeito da matriz nas condigGes
gastrointestinais simuladas no que diz respeito a sobrevivéncia (contagem inicial e apos
o0 tratamento) e através dele, é possivel observar que os diferentes percentuais de polpa
ndo interferiram na sobrevivéncia do probiotico (p > 0,05). Mesmo com diferencas na
acidez, na quantidade de compostos fendlicos ou na atividade antioxidante, ndo houve
diferenca na interferéncia da sobrevivéncia da bactéria. Este resultado € importante
porque mostra que é possivel preparar uma bebida probidtica de araticum mais
concentrada.

O suco de caja também demonstrou ser uma boa matriz para a viabilidade de
Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 ap0s a exposicao gastrointestinal simulada no
primeiro dia de armazenamento a 4 °C. No entanto, ao repetir o experimento aos 28 dias
de armazenamento, a reducdo da viabilidade ap0s exposicdo ao estresse entérico
apresentou reducédo significativa. Com isso, pode-se supor que o estresse intestinal é
mais prejudicial & bactéria se comparado ao gastrico, semelhante ao observado no
presente estudo (RIBEIRO et al., 2020).

Probiotico inseridos em sucos as condi¢des de transito gastrointestinal, autores
propuseram a microencapsulacdo de Lactobacillus plantarum MTCC 1407 para serem
inoculados em suco de pinha e desta forma. Tal processo formou grénulos de
biopolimero com bactérias no seu interior de forma que suas paredes possuiam
porosidade suficiente para a entrada do suco e a realizacdo da fermentacdo, mas ao

mesmo tempo, forneciam protecdo a bactéria. Dessa forma, observaram maior
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tolerdncia da estirpe quanto exposta aos sais biliares em comparacdo com as células
bacterianas ndo encapsuladas (ARUNKUMAR et al., 2021).

6. CONCLUSAO

O suco de araticum mostrou ser uma matriz carreadora viavel para Lactobacillus
paracasei subsp paracasei LBC-81, uma vez que apresentou contagem acima da

recomendada para sua ingestdo como alimento funcional probiotico (> 8 ciclos log UFC
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/ mL) até o final do armazenamento de 28 dias. . Os trés percentuais de polpa testados
ndo interferiram na sobrevivéncia do probidtico. Contudo, a formulacdo contendo 40%
de polpa de araticum parece ser a melhor dentre as trés, pois apresentou viabilidade
superior as demais.

Ademais, a adig¢do do concentrado de bactérias altera de forma significativa o pH
e acidez e demonstra a ocorréncia de fermentacdo ocorrida naturalmente, mesmo em
armazenamento a temperatura de 4°C, que néo é a ideal para o crescimento de estirpe, 0
que reforca a boa adaptacéo de L. paracasei ao meio estudado.

Contudo, a adi¢do do probiético, devido a ocorréncia dessa fermentacéo,
aumentou a quantidade de compostos fendlicos e, consequentemente, a atividade
antioxidante dos sucos se comparados aos que ndo tiveram a adicdo de L. paracasei.
Assim, constatou-se a relagdo positiva entre a bactéria e tais propriedades benéficas a
salde do suco de araticum nas trés concentracdes de polpa. Ademais, 0 suco contendo
40% de polpa apresentou atividade antioxidante superior em relagdo as demais ao final
do tempo de armazenamento.

Por fim, apds a exposicdo ao estresse gastrointestinal simulado, o suco de
araticum demonstrou ser uma matriz protetora ao probidtico, uma vez que as
formulagdes permaneceram com contagem de L paracasei apds a exposi¢ado ao estresse
gastrointestinal. Os diferentes percentuais de polpa nédo interferiram na sobrevivéncia
apos a exposicao ao estresse gastrointestinal in vitro. E, a maior tolerancia da bactéria
foi observada quando exposta ao suco gastrico se comparada a exposicdo aos estresses
intestinal e sucessivo.

Portanto, estudos futuros sdo necessarios para avaliar se a produgdo de uma
bebida totalmente ndo fermentada também apresentaria os beneficios observados no
presente estudo. E, para que 0 suco ndo fermentasse, 0S autores sugerem O
congelamento (produzindo-se sorvetes, picolés) com posterior avaliacdo do
comportamento do probidtico na matriz submetida a baixas temperaturas. Outra
alternativa para a nao fermentacdo, seria microencapsular o L. paracasei para analisar
0s possiveis desfechos dessa condicéo.

Entretanto, ressalta-se que apesar de o objetivo inicial do presente estudo tenha
sido o desenvolvimento de uma bebida ndo fermentada, a fim de atender ao paladar dos
consumidores que ndo gostam do sabor proporcionado pela fermentacédo e pelo fato de
L. paracasei subsp. paracasei LBC-81 fermentar com grande facilidade, observou-se

que a leve fermentacdo ocorrida de forma natural ao longo do periodo de
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armazenamento, trouxe beneficios relevantes as propriedades funcionais da bebida em
questdo. Além disso, os autores recomendam a analise sensorial nas pesquisas

posteriores.
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