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RESUMO

Introducdo: No Brasil, sucos de frutas sdo algumas das bebidas ndo alcoolicas mais
consumidas. Atualmente, pesquisas tém sido realizadas com o desenvolvimento de sucos
de frutas fermentados ou suplementados com BALs probidticas como culturas
iniciadoras. Contudo, a aplicagdo de culturas probioticas em sucos de frutas representa
um desafio, em razdo de caracteristicas proprias da estirpe e do meio de cultura que
podem comprometer seu crescimento e viabilidade. O abacaxi contém nutrientes
essenciais ao crescimento e manutencdo da sobrevivéncia de BALs, como frutose, glicose
e minerais, e varios estudos tém demonstrado que o suco de abacaxi pode ser um meio
adequado para o cultivo de diversas estirpes, sobretudo quando suplementado com outros
componentes capazes de acentuar sua estabilidade, como prebidticos, soro de leite e
outros. Sucos de frutas sdo bebidas pobres em aminoacidos livres e peptideos, enquanto
0 grao-de-bico contém proteinas que possuem em sua composi¢do todos 0s aminoacidos,
inclusive em sua forma livre. Objetivo: Caracterizar os parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos de uma bebida probidtica elaborada com suco de abacaxi e extrato de
grdo-de-bico. Materiais e métodos: Foram desenvolvidas as seguintes formulagdes: F1:
suco de abacaxi (100%); F2: suco de abacaxi (90%) + extrato de grdo-de-bico (10%); e
F3: suco de abacaxi (80%) + extrato de grdo-de-bico (20%). Estas formulacBes foram
suplementadas com concentrado de células de L. paracasei. As bebidas foram avaliadas
quanto a composicdo centesimal, sem adicdo da cultura, e avaliadas antes e com 7, 14, 21
e 28 dias de armazenamento a 4 °C com relacdo as variaveis quimicas (pH, acidez
titulavel e sélidos sollveis) e microbioldgicas (viabilidade de L. paracasei e bolores e
leveduras). Resultados e discussdes: A adi¢do do extrato de grdo-de-bico as bebidas
aumentou significativamente (p < 0,05) o teor de proteinas. A viabilidade de L. paracasei
foi significativamente (p < 0,05) maior na formulacdo da bebida que continha maior
percentual de extrato de grao-de-bico (F3). Todas as bebidas apresentaram decréscimo de
pH e solidos sollveis no decorrer de 28 dias de armazenamento. Também se observou
que em todas as bebidas houve aumento da acidez titulavel durante 28 dias de
armazenamento. A viabilidade de L. paracasei foi significativamente maior (p < 0,05) na
formulacdo F3 com extrato de grao-de-bico ap6s exposicao sequencial aos sucos gastrico
e intestinal. Portanto, a adicdo de grdo-de-bico ao suco de abacaxi aumentou a
estabilidade de L. paracasei durante 0 armazenamento e promoveu um efeito protetor ao
L. paracasei na exposicdo sequencial aos sucos gastrico e intestinal. Esses efeitos
parecem estar relacionados ao aumento do teor de proteinas da bebida promovido pela
adicéo do extrato de gréo-de-bico.

Palavras-chave: L. paracasei; Viabilidade; Probiético; Suco de abacaxi; Extrato de grao-
de-bico.



ABSTRACT

Introduction: Fruit juices are one of the most consumed non-alcoholic beverages in
Brazil. Currently, research has been carried out on developing fermented fruit juices or
supplemented with probiotic LABs as starter cultures. However, applying the probiotic
culture to fruit juices represents a challenge given the strain-specific and substrate
characteristics that might compromise its growth and viability. Pineapple contains
essential nutrients for the LABs growth and survival stability, such as fructose, glucose,
and minerals, and several studies have shown that pineapple juice might be a suitable
vehicle for different strains, mostly when supplemented with alternatives capable of
enhancing its stability, such as prebiotics, whey from milk curds, and others. Fruit juices
are not rich in free amino acids and peptides. On the other hand, adding chickpea extract
can be a strategy to supply or compensate for the lack of proteins since chickpea contains
proteins and amino acids, including these last ones in their free form. Objective: To
characterize the physical-chemical and microbiological parameters of a probiotic
beverage made with pineapple juice and chickpea extract. Materials and methods: The
following formulations were developed: F1: pineapple juice (100%); F2: pineapple juice
(90%) + chickpea extract (10%); and F3: pineapple juice (80%) + chickpea extract (20%).
These formulations were supplemented with a concentrate of L. paracasei cells. The
beverages were evaluated for their centesimal composition, with no addition of culture,
and evaluated before and after 7, 14, 21, and 28 days of storage at 4 °C regarding chemical
(pH, titratable acidity, and soluble solids) and microbiological variables (viability of L.
paracasei and molds and yeasts). Results and discussion: The beverage preparation with
chickpea extract significantly (p < 0,05) increased the protein content. The L. paracasei
viability was significantly (p < 0,05) higher in the beverage formulation that contained
the highest percentage of chickpea extract (F3). All beverages showed decreased pH and
soluble solids over 28 days of storage. It was also observed that in all beverages, there
was an increase in titratable acidity during the 28 days of storage. The L. paracasei
viability was significantly (p < 0,05) higher in the formulation with chickpea extract (F3)
after sequential exposure to gastric and intestinal juices. Thus, the addition of chickpea
extract to the pineapple juice enhanced L. paracasei stability during storage and showed
a protective effect to L. paracasei in the sequential exposure to the gastric and intestinal
juices. These effects seem to be related to the increase in the protein content of the
beverage promoted by adding chickpea extract.

Keywords: L. paracasei; Viability; Probiotic; Pineapple juice; Chickpea extract.
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1. INTRODUCAO

A crescente busca por uma alimentacdo mais saudavel tem impulsionado o
desenvolvimento de novos alimentos com propriedades funcionais, principalmente fontes
de compostos bioativos e contendo probidticos (MARRERO et al., 2019). Os probi6ticos
sdo micro-organismos que, quando ingeridos em quantidades adequadas, conferem
beneficios ao hospedeiro (HILL et al., 2014). Esses micro-organismos tém sido
associados a varios efeitos benéficos, principalmente relacionados com a saude
gastrointestinal (FLOCH, 2018).

Durante décadas, o mercado de probidticos teve o foco em produtos lacteos
(iogurte e outros produtos fermentados), porém o aumento do consumo de produtos ndo
lacteos devido ao veganismo, intolerancia a lactose e hipercolesterolemia exigiu
mudancas nesse cenario (PIMENTEL et al., 2021). Assim, matrizes vegetais, como 0s
sucos de frutas, tém sido sugeridas como potenciais veiculos probioticos (WU et al.,
2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019). No entanto, varios fatores
intrinsecos as frutas podem comprometer a viabilidade, como pH &cido (em torno de 2,5
e 4,0), baixa concentracdo de alguns nutrientes, presenca de compostos fendlicos com
propriedades antimicrobianas, assim como a capacidade da estirpe de se adaptar ao meio
(ANTUNES et al., 2013; CHAMPAGNE; GARDER, 2008; SAARELA et al., 2006;
SAARELA et al., 2011).

O abacaxi, apesar de seu carater acido, contém nutrientes essenciais ao
crescimento e manutencao da sobrevivéncia de bactérias lacticas (BALS): frutose, glicose
(CHEN; PAULL, 2000; ZHANG et al., 2006) e minerais (potéssio, principalmente)
(ZHANG et al., 2007; ANSES, 2020). Os estudos com bebidas elaboradas com suco de
abacaxi, em sua maioria fermentadas, demonstraram que essa fruta é uma matriz viavel
para o crescimento e estabilidade de sobrevivéncia de diversas estirpes probidticas
durante a estocagem e apds o estresse das fases da digestdo (COSTA et al., 2013;
CAMPOS et al., 2019; NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al., 2021).

O abacaxi, como as demais frutas, é considerado um alimento pobre em proteinas
(BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001). A suplementacdo de sucos de frutas com
fontes vegetais ricas em proteinas é uma alternativa de enriquecimento proteico dos sucos.
No grdo-de-bico, por exemplo, as proteinas sao o segundo nutriente em maior quantidade
(21 a 25 %) (RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015) e onde se concentram
todos os aminoacidos, essenciais e ndo essenciais (WANG et al., 2010; KOU et al., 2013).

Além disso, essa leguminosa possui oligossacarideos prebidticos (MARTINEZ-
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VILLALUENGA et al., 2006) e compostos fenolicos (AROOJ et al., 2021), fundamentais
a sobrevivéncia das BALs em condi¢bes hostis (SIDHU et al., 2020). Estudos com
bebidas a base de grdo-de-bico tém demonstrado sua aptiddo como carreadora de estirpes
probidticas (SKRZYPCZAK et al., 2019; MESQUITA et al., 2020; LOPES et al., 2020;
HUSSEIN et al., 2020).

A estirpe Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 é uma cultura
comercial, e sua sobrevivéncia ja foi avaliada em produtos lacteos, como leite fermentado
(VOGADO et al., 2018; VOGADO et al., 2019) e queijo tipo cottage (MEDEIROS et al.,
2020), e em produtos nédo lacteos, como bebida a base de milho (MENEZES et al., 2018),
em sucos de frutas (maracujd) (FONSECA, 2022) e em extrato aquoso de grao-de-bico
(MESQUITA et al., 2020 e MESQUITA et al., 2021). Entretanto, a sobrevivéncia de L.
paracasei LBC 81 ainda nao foi avaliada em suco de abacaxi.

Considerando-se que o grdo-de-bico é uma fonte de oligossacarideos e fibras com
fungdo prebidtica, compostos fendlicos e aminoacidos na forma livre, a exemplo da
arginina (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006; AROOJ et al., 2021; CORTES-
GIRALDO et al., 2016), e que os aminoacidos livres sdo utilizados em mecanismo de
defesa as condicGes de estresse &cido por algumas bactérias lacticas (WANG; CUI; QU,
2018), a nossa hipotese é que a adi¢cdo de extrato de grdo-de-bico no suco de abacaxi
podera acentuar a sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 durante o armazenamento da

bebida e, também, quando exposto as condic¢des simuladas gastrointestinais in vitro.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver uma bebida de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico probidtica.

2.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar o efeito do extrato de grao-de-bico quando adicionado ao suco de abacaxi
no crescimento e sobrevivéncia da estirpe L. paracasei LBC 81 durante o periodo
de armazenamento refrigerado;

e Avaliar o crescimento e sobrevivéncia da estirpe L. paracasei LBC 81 em uma
bebida a base de suco de abacaxi adicionado de extrato de grao-de-bico.

e Verificar o efeito do extrato de grao-de-bico em suco de abacaxi na sobrevivéncia
de L. paracasei LBC 81 apds exposicdo a sucos gastrointestinais simulados in
vitro;

e Auvaliar o efeito do extrato de grao-de-bico quando adicionado ao suco de abacaxi
nos parametros fisico-quimicos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. BACTERIAS LACTICAS

As bactérias lacticas (BALS) sdo um dos grupos de bactérias mais importantes na
indUstria de alimentos (REUBEN et al., 2020). As BALs pertencem a um grupo
heterogéneo constituido por cocos gram-positivos, catalase-negativa, ndo formadores de
esporos (exceto Sporolactobacillus spp.) ou bastonetes. Apresentam capacidade de
produzir &cido lactico como principal produto final gerado pela fermentacdo de
carboidratos (AXELSSON, 2004). Com base nos produtos finais da fermentacédo, as
BALs podem ser classificadas como bactérias homofermentativas obrigatorias, que
produzem principalmente o 4&cido lactico (cerca de 90 %), ou bactérias
heterofermentativas obrigatéorias, que produzem varios metabdlitos, incluindo acido
lactico, &cido acético, etanol e diéxido de carbono. Algumas espécies sdo classificadas
como heterofermentativas facultativas, capazes de realizar ambas as vias de fermentagéo
(HUTKINS, 2018).

As BALs sdo encontradas em diferentes nichos ecoldgicos, tais como plantas,
insetos, solo, &gua e leite, bem como nos tratos gastrointestinal (TGI), respiratério e
vaginal de humanos e animais (GEORGE et al., 2018). Tais bactérias sdo conhecidas por
seus papéis essenciais na producdo de mais de 3500 tipos de alimentos fermentados,
bebidas e silagem (racdo animal) (TAMANG; WATANABE; HOLZAPFEL, 2016).

Taxonomicamente, as BALs sdo pertencentes ao filo Firmicutes, que inclui os
seguintes géneros: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella,
Lactococcus e Streptococcus (HOLZAPFEL; WOOD, 2014). Recentemente, 0 género
Lactobacillus foi reclassificado por cientistas em 25 géneros: Lactobacillus,
Paralactobacillus,  Amylolactobacillus,  Acetilactobacillus,  Agrilactobacillus,
Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Dellaglioa,
Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia, Lacticaseibacillus,
Lactiplantibacillus,  Lapidilactobacillus,  Latilactobacillus,  Lentilactobacillus,
Levilactobacillus,  Ligilactobacillus,  Limosilactobacillus,  Liquorilactobacillus,
Loigolactobacillus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus e Secundilactobacillus
(ZHENG et al., 2020).

Tais espécies pertencentes a esses géneros sao reconhecidas como “Geralmente

Consideradas Seguras” (GRAS) de acordo com a Food and Drug Administration
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(FDA/EUA), devido a sua longa historia de uso seguro em alimentos fermentados e sua
presenca na microbiota intestinal e urogenital normal de humanos (FDA, 2018).

Juntamente com o género Bifidobacterium (B. animalis, B. longum, B. lactis, B.
bifidum, B. infantis, B. breve), espécies de Lactobacillus (L. acidophilus),
Lacticaseibacillus (L. casei, L. rhamnosus), Lactiplantibacillus (L. plantarum),
Ligilactobacillus (L. salivarius) e Limosilactobacillus (L. fermentum, L. reuteri) sdo mais
comumente usadas como probioticos (PIMENTEL et al., 2021).

3.2. PROBIOTICOS

De acordo com a definicdo proposta pela FAO/OMS, probidticos sdo micro-
organismos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios
a salde do hospedeiro (FAO/OMS, 2002). Diversos efeitos benéficos ja foram aceitos
para bactérias probidticas, tais como: a) controle e reducdo de colesterol, b) melhora do
sistema imunologico, c) prevencdo de infeccdes intestinais e supressdo de diarreia
associada a antibioticos, d) reducdo dos sintomas de intolerancia a lactose, €) reducao do
risco de cancer de célon e f) melhora na digestdo de gliadina de alimentos contendo
gluten, nos casos de doenca celiaca (GAREAU et al., 2010; OELSCHLAEGER, 2010).

Os probidticos conferem seus efeitos benéficos a saude por meio de diferentes
mecanismos. Os mecanismos de acdo dos probidticos incluem inibicdo competitiva da
multiplicacdo de bactérias patogénicas por meio da alteracdo do pH e reducdo da
disponibilidade de oxigénio, criando condic¢Bes intestinais menos favoraveis
(SCHEPPER et al., 2017), inibicdo ndo competitiva pela producdo de bacteriocinas
(LOPETUSO et al., 2019), sintese de vitaminas, aumento da biodisponibilidade de
nutrientes (PANDEY et al., 2015) e estimulagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(KOBER; BOWE, 2015). Algumas caracteristicas sdo fundamentais para as bactérias
probidticas executarem suas fungdes, como fatores de aderéncia, proteinas de ligacdo ao
muco, proteinas de ligacdo a fibronectina, bacteriocinas, fatores de tolerancia ao meio
acido e ao estresse, hidrolases de sais biliares e exopolissacarideos (KLEEREBEZEM et
al., 2003; PRIDMORE et al., 2004; ALTERMANN et al., 2005).

Para garantir os efeitos benéficos a saude do hospedeiro, uma concentracéo
minima de células probidticas vidveis deve chegar ao intestino. O minimo da
concentracdo de células bacterianas sugerida € de cerca de 8 log UFC/g ou mL de

alimento no tempo de consumo, de modo que as diminui¢des observadas na sobrevivéncia
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durante a exposicdo ao TGl ndo comprometam a funcionalidade dos probidticos no
hospedeiro (WGO, 2017). Apesar das diferencas entre as quantidades diarias
recomendadas por agéncias americanas ou europeias para atuais alegactes de saude, foi
proposto que a ingestdo didria de numeros em torno de 6-9 log UFC de probi6tico/g ou
mL ¢ eficaz (GROM et al.; 2020; RANADHEERA et al., 2019). No entanto, para alegar
efeitos especificos & salde, a dose do concentrado de probidticos pode ser menor e €
especifica da estirpe (HILL et al.; 2014; WGO, 2017).

No Brasil, 0 uso de probidticos em alimentos requer avaliacdo prévia da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) conforme previsto na RDC n° 241/2018, que
indica os procedimentos necessarios para se solicitar o uso de probiéticos em um produto
e alegacOes de saude relacionadas. Segundo esta resolucdo, o uso de probidticos em
alimentos necessita de comprovacao de sua seguranca e eficacia. A comprovacdo de
seguranca deve ser realizada por meio de estudos que demonstrem historico de uso
seguro, auséncia de eventos adversos, auséncia de viruléncia e fatores patogénicos,
auséncia de producdo de substancias ou metabdlitos que causem riscos a saude do
hospedeiro, auséncia de resisténcia a antibidticos e suscetibilidade a pelo menos dois
antibioticos (BRASIL, 2018).

Os micro-organismos probidticos quando incorporados em alimentos tornam-se
mais suscetiveis a fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (TERPOU et al., 2019). Vérios
estudos atualmente tém avaliado a sobrevivéncia de probidticos em diferentes matrizes
vegetais (WU et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA et
al., 2018; NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; SOARES,
2016; ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013;
CONCEICAO, 2016; MESQUITA et al., 2020; RAVINDRAN, 2020; BRUNO et al.,
2020; SKRZYPCZAK et al., 2019; PIMENTEL et al., 2015; XU et al., 2019; ANEJA et
al., 2014; CHAMPAGNE GARDER, 2008; CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON,
2008; ZHU et al., 2020).

Os sucos de fruta tém sido alvo de investigacOes quanto a capacidade de
crescimento da estirpe e de sua sobrevivéncia durante o periodo de armazenamento (WU
et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA et al., 2018;
NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016;
ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013; PIMENTEL et al.,
2015; XU et al., 2019; ANEJA et al.,, 2014, CHAMPAGNE; GARDER, 2008;
CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 2008; ZHU et al., 2020).
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Uma bebida de jucara, banana e morango suplementada com cultura de L.
plantarum CNPCO003 apresentou viabilidade probiotica acima de 6,0 log UFC/mL em 60
dias de refrigeracdo a 3,8 °C. Somente apds 75 dias, a viabilidade sofreu decréscimo
(RIBEIRO et al., 2019). zZhu et al. (2020) também observaram que a viabilidade
probidtica em bebidas de frutas atendeu ao minimo recomendado para alimentos
probioticos. Sucos de macd, laranja e tomate com pH inicial entre 3,0 e 4,0 demonstraram
potencial como matriz para L. sanfranciscensis, que apresentou viabilidade entre 10° e
10" UFC/mL ao final de 4 semanas a 4 °C.

Além disso, também tem sido investigado o efeito protetor dos sucos de frutas na
sobrevivéncia de probidticos quando expostos as condi¢Bes simuladas do TGl in vitro
(PHOEM; CHANTHACHUM; VORAVUTHIKUNCHAI, 2015; RIBEIRO et al., 2019;
CAMPOS et al., 2019; GARCIA et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al.,
2021). No estudo de Ribeiro et al. (2019), com bebida de jucara, banana e morango
suplementada com estirpe probiotica, a em amostra refrigerada a 3,8 °C por 30 dias, L.
plantarum CNPCO003 demonstrou resisténcia ao estresse Gl simulado. Ap6s exposicéo ao
suco gastrico, a viabilidade L. plantarum reduziu de 7,9 a 6,7 log UFC/mL, enquanto na
exposicdo ao suco intestinal, realizada em duas fases, as viabilidades foram 6,6 logs
UFC/mL e 6,4 log UFC/mL permanecendo viavel em concentracdo essencial como

requisito para alimento probiético.

3.3. SUCO DE FRUTA PROBIOTICO

Por muitos anos, o mercado de probidticos se concentrou em produtos lacteos,
porém com o crescimento do consumo de produtos de matriz ndo lactea por individuos
com intolerancia a lactose, hipercolesterolemia e/ou adeptos ao veganismo, tém sido
necessarias mudangas neste cenario (NGUYEN et al., 2019).

Assim, as matrizes vegetais tém sido sugeridas como potenciais veiculos
probiédticos (WU et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA
et al.,, 2018; NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018;
SOARES, 2016; ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013;
PIMENTEL et al., 2015; XU et al., 2019; ANEJA et al., 2014; ZHU et al., 2020;
ANTUNES et al., 2013; MESQUITA et al., 2020).

3.3.1. ABACAXI E SUCO DE ABACAXI
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O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr) é uma fruta amplamente cultivada e
consumida em regides tropicais e subtropicais (DEBNATH et al., 2021). Como outras
frutas, o abacaxi é importante na dieta humana (HOUNHOUIGAN et al., 2014). A fruta
pode ser consumida in natura ou processada em diversas formas, sendo que o suco de
abacaxi é de consumo mais popular devido ao seu aroma e sabor agradaveis
(RATTANATHANALERK et al., 2005). Compostos fendlicos e carotenoides sdo
fitogquimicos encontrados no suco de abacaxi que produzem beneficios a salde humana
por reduzirem o risco de dano oxidativo relacionado a presenca de radicais livres, mas
também o risco de desenvolver diferentes tipos de cancer e doengas cardiovasculares e
neurolégicas (COLLINS; HARRINGTON, 2002).

No suco de abacaxi, sdo encontradas duas formas de vitamina C, &cido 1-ascorbico
e dehidroascorbico. O acido 1-ascérbico é a principal forma biologicamente ativa da
vitamina C. E oxidado reversivelmente para formar &cido dehidroascorbico, que também
exibe atividade bioldgica (LAORKO et al., 2010). O teor total de vitamina C no abacaxi
maduro é cerca de 26 mg/100 g de peso fresco (HERNANDEZ et al., 2006). No entanto,
estudos tém verificado que muitos compostos fitoquimicos sdo reduzidos durante o
tratamento térmico convencional (LAORKO et al., 2010).

Alem dos compostos fitoquimicos, assim como outras frutas, o abacaxi € fonte de
fibra alimentar, que favorece a permanéncia de bactérias benéficas, particularmente dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, na microbiota intestinal do hospedeiro (DE
VRESE et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que os sucos de frutas geralmente favorecem o
crescimento de estirpes probidticas, visto que em sua matriz alimentar contém varios
nutrientes (WU et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2019; GARCIA
et al.,, 2018; NGUYEN et al., 2019; MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018;
SOARES, 2016; ESPIRITO-SANTO; CARLIN; RENARD, 2015; COSTA et al., 2013;
PIMENTEL et al.,, 2015; XU et al., 2019; ANEJA et al.,, 2014; CHAMPAGNE;
GARDER, 2008; CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 2008; ZHU et al., 2020).

3.3.2. CRESCIMENTO E SOBREVIVENCIA DE BACTERIAS PROBIOTICAS
EM SUCO DE FRUTA

A aplicacdo de culturas probioticas em sucos de frutas representa um grande

desafio. As culturas probidticas quando inseridas em sucos de frutas podem ter o
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crescimento e a viabilidade afetados por varios fatores, como acidez, pH, nivel de
oxigénio, falta de nutrientes e presenca de substancias com acdo antimicrobiana (acido
benzoico, compostos fendlicos) (SHAH, 2001). No entanto, de acordo com estudos
anteriores, o crescimento e a viabilidade da bactéria probidtica é dependente da espécie e
da estirpe utilizada (DAVE; SHAH, 1997).

A fermentacdo de sucos de frutas por estirpes probidticas acentua vérias
propriedades nutricionais, tais como a solubilidade de proteinas de origem vegetal, o
aumento da biodisponibilidade de aminoacidos livres (essenciais e ndo essenciais) e
acidos graxos de cadeia curta (PARVEZ et al., 2006; SONG et al., 2008).

Além disso, a fermentacdo cria condi¢cdes para que cepas especificas de alguns
micro-organismos sintetizem vitaminas, como as vitaminas K e do complexo B, por
exemplo (LEBLANC et al., 2013; LEBLANC et al, 2011; BENTLEY;
MEGANATHAN, 1982). Reduz, sobremaneira, fatores antinutricionais (SOETAN;
OYEWOLE, 2009), acentua a biodisponibilidade de compostos bioativos (TANGYU et
al., 2019) e propicia formacao de sabores doces e frutados (SETHI et al., 2016).

Os autores de dois estudos com suco de abacaxi fermentado observaram que este
€ uma matriz viavel para o crescimento e estabilidade de sobrevivéncia das estirpes de
Lactobacillus e Bifidobacterium utilizadas (NGUYEN et al., 2019; COSTA et al., 2013).
No experimento de Nguyen et al. (2019), apds 1 més a 4 °C, as contagens microbianas
nas bebidas, independentemente da adicio de prebidtico FOS, permaneceram entre 108 e
10° UFC/mL para Lactobacillus e entre 10° e 10*° UFC/mL para Bifidobacterium.

Outro estudo com suco de abacaxi fermentado, adicionado de L. casei NRRL B-
442, mostrou reducdo de contagens e viabilidade probidtica durante 42 dias sob
refrigeracdo. O resultado ao final desse periodo foi uma contagem superior a 6 log
UFC/mL no suco sem agucar, enquanto no suco adocado essa contagem persistiu apenas
nos primeiros 28 dias. Os autores acreditam que a reducdo de viabilidade observada no
suco adocado tenha sido devido a presenca de aglcar, que promoveu maior pressdo

osmotica e pos-acidificacdo (COSTA et al., 2013).

3.3.3. SOBREVIVENCIA DE PROBIOTICOS EM SUCOS

GASTROINTESTINAIS SIMULADOS IN VITRO

Os probidticos, quando administrados por via oral, encontram varios desafios

quando transitam pela boca, estbmago, intestino delgado e cdlon. Os beneficios para a
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salde proporcionados pela ingestdo de probioticos sdo diminuidos principalmente devido
a reducdo substancial de bactérias probioticas vidveis quando expostas as condi¢des do
TGl e a resisténcia a colonizagdo causada por bactérias comensais (HAN et al., 2021). O
TGI é considerado estressante para bactérias probidticas devido a presenca de enzimas e
sais biliares, bem como o pH &cido do estbmago (MELCHIOR et al., 2020).

A capacidade de uma estirpe probidtica de sobreviver as condi¢des estressantes
do TGI depende, em primeiro lugar, da sua toleréncia ao estresse acido e a presenca de
sais biliares. Tais caracteristicas sdo consideradas intrinsecas a estirpe (VAN DE
GUCHTE et al., 2002). No entanto, varios estudos tém demonstrado que a caracteristica
da matriz alimentar pode influenciar profundamente a resisténcia do micro-organismo as
condigdes estressantes sofridas durante a digestio (PHOEM; CHANTHACHUM;
VORAVUTHIKUNCHAI, 2015; RIBEIRO et al., 2019; CAMPOS et al.,, 2019;
GARCIA et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al., 2021).

A resisténcia a sucos gastrointestinais simulados esta entre os ensaios in vitro que
sdo frequentemente sugeridos para a avaliacdo do potencial probiético da cepa (GBASSI
et al., 2011). A verificacdo da tolerancia de micro-organismos probidticos no produto
final as condicBes gastrointestinais pode ajudar a selecionar uma matriz alimentar
adequada e contribuir para a sobrevivéncia e eficicia do probi6tico no TGl (BURITI et
al., 2010).

Vaérios estudos tém avaliado a resisténcia de estirpes probidticas em diferentes
sucos de frutas apds exposicao a digestao simulada em sucos gastrointestinais em ensaios
in vitro (PHOEM; CHANTHACHUM; VORAVUTHIKUNCHAI, 2015; RIBEIRO et
al., 2019; CAMPOS et al., 2019; GARCIA et al., 2018; NGUYEN et al., 2019; ISLAM
etal., 2021). Islam et al. (2021), em estudo com bebida probiética fermentada utilizando
75 % de suco de abacaxi e 25 % de soro de coalhada como matriz para a cultura de L.
acidophilus LA-5, mostraram que esta cepa apresentou uma taxa minima de
sobrevivéncia de 80 % ap0s 56 dias em refrigeracdo e a digestdo simulada in vitro.

No ensaio experimental de Nguyen et al. (2019), também com suco de abacaxi
fermentado, utilizando L. acidophilus Lab, L. plantarum 299V e B. lactis Bb-12,
observou-se que apds 1 més a 4 °C e exposicdo ao estresse da digestdo simulada houve
reducdo de apenas 0,11 log UFC/mL e 0,4 log UFC/mL nas contagens apos as fases
gastrica e entérica, respectivamente. Os autores atribuem a adigdo de FOS durante o
processo de fermentagdo, assim como & propria fermentacdo, a estabilidade da
sobrevivéncia dessas células. Também, explicam que a viabilidade poderia ter sido ainda
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maior se as bactérias fossem de cultura fresca, ndo de cultura estoque, cuja resisténcia ao
ambiente 4cido parece ser menor.

Embora a exposi¢do a meios com pH de caréater acido possa ser letal ao micro-
organismo, Campos et al. (2019) sugerem, baseados em seus resultados, que a cepa €
capaz de se adaptar a essas condicdes e a fermentacdo favorece que 0 micro-organismo
se adapte a matriz, como demonstrado em seu estudo com bebida de sucos de jucara e
abacaxi suplementada com L. rhamnosus GG. As contagens apos a fase gastrica ndo
sofreram alteracdes em relacdo ao tempo inicial e, mesmo com algumas reducdes apos as
fases entéricas, a contagem final confirmou a aptiddo dessa matriz como veiculo carreador
para a estirpe em questéo.

Uma possivel explicacdo para esse comportamento em meio hostil sdo os
mecanismos de tolerancia ao meio acido que algumas BALs com potencial probiotico
apresentam, sendo um desses a neutralizacdo do citoplasma das bactérias devido a
desaminagdo ou descarboxilacdo de aminoacidos. Nessa funcdo, o metabolismo de
aminoacidos, especialmente as vias da arginina deaminase e da glutamato descarboxilase,
sdo fundamentais ao controle do pH intracelular das BALs em condicdes de estresse
(WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018).

Por meio dessas vias, as BALSs respondem a condi¢fes de ameaca a sobrevivéncia
acumulando aminoacidos como valina, leucina, isoleucina, prolina e arginina no ambiente
intracelular (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; WU et al., 2012). Esse acumulo
é responsavel pelo aumento do pH no citoplasma, o que oferece protecéo contra injurias
celulares (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018).

3.34. ALTERNATIVAS PARA ACENTUAR A SOBREVIVENCIA DE
PROBIOTICOS EM SUCOS DE FRUTAS

Para acentuar a viabilidade de estirpes probidticas em sucos de frutas durante o
armazenamento em condigdes refrigeradas e, também, apds exposicdo a sucos
gastrointestinais simulados, algumas estratégias tém sido avaliadas por pesquisadores
(SAARELA etal., 2006; SAARELA etal., 2011; NGUYEN et al., 2019; GARCIA et al.,
2018; MONTEIRO et al., 2020; PIMENTEL et al., 2015; MOKHTARI; JAFARI;
KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016; NUALKAEKUL, DEEPIKA;
CHARALAMPOPOULGQS, 2012).

Dentre essas estratégias, destaca-se a microencapsulacdo de micro-organismos
probidticos (GARCIA et al., 2018; MONTEIRO et al., 2020; MOKHTARI; JAFARI;
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KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016; NUALKAEKUL; DEEPIKA;
CHARALAMPOPQULOQOS, 2012; AFZAAL et al., 2019; ZANJANI et al., 2018). A
técnica de microencapsulacdo de probidticos, para serem incorporados em sucos de
frutas, tem sido utilizada a fim de contornar as implicacdes do meio &cido do suco de
fruta na sobrevivéncia das culturas durante o processamento, refrigeracdo e passagem
pelo TGl (MONTEIRO et al., 2020; AFZAAL et al., 2019; GARCIA et al., 2018;
MOKHTARI; JAFARI; KHOMEIRI, 2018; SOARES, 2016; NUALKAEKUL;
DEEPIKA; CHARALAMPOPOULOS, 2012).

Entretanto, mesmo com a protecdo que oferece e a possibilidade de controlar a
liberacdo de probidtico no intestino (MARTIN et al., 2015; HUANG et al., 2016; YING
et al., 2016), a microencapsulacdo pode apresentar limitagcbes em sua aplicagdo. O
didametro das células bacterianas ou de particulas de uma cultura probidtica liofilizada
pode limitar o carregamento de células e, portanto, comprometer sua viabilidade (CHEN
et al., 2017; ZUIDAM; NEDOVIC, 2010). Além disso, algumas técnicas e materiais
podem ocasionar perda de células durante a microencapsulacdo (RODRIGUES et al.,
2020).

Outra estratégia para acentuar a viabilidade de estirpes probio6ticas em sucos de
frutas tem sido a suplementacdo com prebid6ticos e farinhas com alto percentual de fibras
(SAARELA et al., 2006; SAARELA et al., 2011; PIMENTEL et al., 2015; NGUYEN et
al., 2019). O estudo do comportamento de culturas probio6ticas em sucos de frutas tem
sido avaliado com a adicdo de prebidticos e fibras, com vistas a estabilidade da
sobrevivéncia e atividade dessas culturas (SAARELA et al., 2006; SAARELA et al.,
2011; PIMENTEL et al., 2015; NGUYEN et al., 2019). Prebi6ticos, como o
oligossacarideo oligofrutose, sdo fontes de carbono acessiveis as bactérias e contribuem
para sua atividade metabdlica. Tanto o metabolismo do micro-organismo como a acidez
do substrato sdo condi¢bes que tém demonstrado ser essenciais a estabilidade de
sobrevivéncia e atividade de bactérias probioticas em sucos de frutas ao longo do tempo
de refrigeracdo (SAARELA et al., 2006; DONKOR et al., 2007; NUALKAEKUL;
DEEPIKA; CHARALAMPOPOULOS, 2012; PIMENTEL et al., 2015).

A adicdo de oligofrutose a suco de macé clarificado suplementado com L.
paracasei subsp paracasei teve efeito de aumento na sobrevivéncia desta estirpe ao final
de 28 dias (entre 6,5e 7 log UFC/mL), enquanto a amostra sem prebiotico ficou com 5,5
e 6 log UFC/mL (PIMENTEL et al., 2015). Além disso, oligofrutose também é capaz de
inibir patdgenos e proteger cultura de L. paracasei subsp paracasei em suco de maca sem
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alterar caracteristicas fisico-quimicas, tampouco a estabilidade do produto em
refrigeracdo (PIMENTEL et al., 2015).

Na suplementagédo de suco de macd com farinha de aveia 20%, B-glucana
demonstrou ter efeito protetor notavel sobre L. rhamnosus E800 e E522 (para
fermentacao) em pH inicial de 3,5. Somente ap0s quase 8 semanas a 4 °C, a viabilidade
de E800 alcangou 5 log UFC/mL, ao passo que E522 exibiu sua menor viabilidade,
semelhante ou inferior a de E800, com apenas 2 semanas a 4 °C, (SAARELA et al., 2006).
Para todos os efeitos, a atividade das fibras na estabilidade de L. rhamnosus E800 e E522
mostrou ser influenciavel por fatores do meio como atividade de 4gua, natureza e pH do
substrato (SAARELA et al., 2006).

Prebioticos como fruto-oligossacarideos (FOS), quando adicionados a suco de
abacaxi fermentado com L. acidophilus La5, L. plantarum 299V e B. lactis Bb-12,
promoveram estabilidade de sobrevivéncia das culturas num periodo de 2 mesesa 4 ° C,
ap6s o qual as contagens de UFC foram entre 102 e 10° para B. lactis Bb-12 e entre 10° e
10% para L. acidophilus La5 e L. plantarum 299V (NGUYEN et al., 2019). Além disso,
as alteracdes observadas em parametros fisico-quimicos como pH e acidez titulavel foram
minimas e compativeis com os resultados de sobrevivéncia e viabilidade descritos.

Oligossacarideos com ac¢do prebidtica também sdo encontrados no gréo-de-bico,
cuja aptiddo como veiculo carreador de BALSs probi6ticas tem sido estudada em bebidas
vegetais fermentadas ou suplementadas com culturas probioticas, onde o gréo-de-bico
tem demonstrado contribuir para o crescimento e sobrevivéncia desses micro-organismos
(WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; SKRZYPCZAK et al., 2019; MESQUITA et
al., 2020; LOPES et al., 2020; RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020).

3.4. GRAO-DE-BICO

O gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) é a segunda leguminosa mais produzida no
mundo, com uma média de 12,1 milhdes de toneladas ao ano. Os principais paises
produtores s&o a india, o Paquistio e a Turquia. No Brasil, as condicBes climaticas s&o
favoraveis ao cultivo dessa leguminosa. O Cerrado e o norte de Minas Gerais sdo
promissores para a producdo de grdo-de-bico, com produtividade de cerca de 2 a 4
toneladas por hectare (FAO, 2018).

O valor nutritivo e funcional do grdo-de-bico se deve aos seus nutrientes, fibras
dietéticas e compostos bioativos. Entre os macronutrientes, os carboidratos correspondem

a maior parte, 62 a 70 %, principalmente oligossacarideos (144,9 mg/g) (HUSSEIN et al.,
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2020), que tém funcdo prebidtica (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006), como a-
galactosideos, e polissacarideos, como amido, cuja fracao resistente ou ndo disponivel é
de 35 %. As fibras dietéticas compbdem 18 a 22 %, dos quais 4 a 8 % sao soluveis e 10 a
18 %, insoluveis (RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015; PITTAWAY et al., 2007;
JUKANTI et al., 2012).

O segundo nutriente em maior quantidade sdo as proteinas, com concentragdo que
varia de 21 a 25 % (RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015), digestibilidade
de 48 a 89,01 % e um pool completo de aminoacidos (WANG et al., 2010; KOU et al.,
2013). Essas proteinas ndo apenas tém uma propor¢do adequada de aminoacidos, como
contém todos os aminoacidos essenciais e por isto sdo de alto valor biolégico. Entre os
aminoacidos essenciais mais presentes, estdo a leucina (8 a 8,5 g/100 g de proteina)
(CORTES-GIRALDO et al, 2016; RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015),
fenilalanina (5,3 a 6 g/100 g de proteina) (RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015;
CORTES-GIRALDO et al., 2016) e lisina (7 a 7,2 g/100 g de proteina) (RACHWA,;
NEBESNY; BUDRYN, 2015; CORTES-GIRALDO et al., 2016).

Os lipideos contribuem com a menor parte — 4 a 10 % - e, entre seus principais
acidos graxos, estdo os insaturados, sobretudo linoleico (54,7 a 56,2 %), oleico (21,6 a
22,2 %) e linolénico (0,5 a 0,9 %) (RACHWA; NEBESNY; BUDRYN, 2015; ZIA-UL-
HAQ et al., 2007; SARMENTO et al., 2015).

Entre os micronutrientes, 0os mais encontrados no grdo-de-bico sdo as vitaminas
do complexo B (tiamina — 0,52 mg/100 g e piridoxina — 0,75 mg/100 g) e minerais como
potassio (1116 mg/100 g), fosforo (342 mg/100 g), magnésio (146 mg/100 g), calcio (114
mg/100 g), ferro (5,4 mg/100 g), s6dio (5 mg/100 g), zinco (3,2 mg/100 g) e manganés
(3,16 mg/100 g) (JUKANTI et al., 2012; THAVARAJAH; THAVARAJAH, 2012; EL-
ADAWY, 2002; NEPA/UNICAMP, 2011).

Além de um rico conteddo nutricional, o grdo-de-bico € rico em substancias
bioativas ndo nutrientes, como compostos fendlicos (acidos fenodlicos e flavonoides) e
carotenoides (AROQJ et al., 2021). Entre os compostos fenolicos, a predominancia é de
isoflavonoides (DE CAMARGO et al., 2019), com destaque para isoflavonas (153 a 340
mg/100 g de grdo-de-bico) (CANTELLI et al., 2017; SINGH et al., 2017). Além desses,
encontram-se no grdo-de-bico os peptideos bioativos, , 0 que também expressam
atividade antioxidante (FARIDY et al., 2020).

Como alternativa viavel a soja e ao leite, o grdo-de-bico tem sido utilizado no
desenvolvimento de bebidas vegetais em alguns estudos, os quais indicam sua aptiddo

como matriz alimentar na producdo dessas bebidas, inclusive como veiculo de probidtico
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(SKRZYPCZAK et al., 2019; MESQUITA et al., 2020; RINCON; BOTELHO;
ALENCAR, 2020).

Como matriz carreadora de agentes probidticos, a eficiéncia do grdo-de-bico foi
observada no estudo de Mesquita et al. (2020), em bebida vegetal de extratos de grao-de-
bico e coco fermentada, na qual L. paracasei subsp. paracasei LBC 81 teve uma
sobrevivéncia estavel a 4 °C e viabilidade superior a 8 log UFC/mL. Nas condic¢des de
refrigeracdo, os oligossacarideos do grao-de-bico — rafinose, estaquiose e ciceritol -, por
sua competéncia como prebioticos, tém demonstrado colaborar para a manutengdo do
crescimento e sobrevivéncia de BALSs durante o tempo de vida de prateleira em contagens
superiores a 10° de UFC/g (HUSSEIN et al., 2020).

Na simulagdo das fases da digestdo humana in vitro, confirmou-se a funcéo
protetora do grdo-de-bico sobre L. paracasei subsp. paracasei LBC 81 (MESQUITA et
al., 2021). A resisténcia a acidez que essa estirpe demonstrou na fase géastrica pode ser
explicada pelos mecanismos classicos que as BALs utilizam quando em contato com o
meio acido, como a desaminacdo de aminoacidos (via arginina deaminase) e a
descarboxilacdo de aminoécidos (via glutamato descarboxilase) (CORTES-GIRALDO et
al., 2016; WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018). A hipdtese levantada pelos autores
é que os aminoacidos do grio-de-bico, como arginina (JUKANTI et al., 2012; CORTES-
GIRALDO, 2016), foram utilizados nos mecanismos de sobrevivéncia supracitados,
pelos quais as células sdo protegidas de injdrias do pH acido no estbmago e, entdo, podem
sobreviver até a passagem pelo intestino delgado (ID).

Outra caracteristica do grdo-de-bico que se atribui ao seu efeito positivo na
viabilidade de BALs probidticas € o volume de proteinas (SIDHU et al., 2020). Na
passagem pelo ID, a proteina parece criar uma barreira fisica para a bactéria ao se ligar a
uma parte dos sais biliares e, assim, protegé-la do ambiente muito alcali (pH 8,0) e da
acdo da bile, que tem propriedades antimicrobianas (MARAGKOUDAKIS et al., 2006;
HAVENAAR; BRINK; HUIS, 1992). Desse modo, a proteina impede o acimulo de bile
e agregacao de proteinas no citoplasma e comprometimento da homeostase celular da
bactéria (SANCHEZ et al., 2008).
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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 do armazenamento e sob refrigeracgéo, (3)
analises microbioldgicas durante a vida Util das bebidas, (4) determinacdo da
sobrevivéncia de L. paracasei sob condicbes simuladas gastrointestinais, (5)

determinacdo de bolores e leveduras e (6) determinacao de sinérese.

4.2. ELABORACAO DO SUCO DE ABACAXI E O EXTRATO DE GRAO-DE-
BICO

O extrato vegetal de grdo-de-bico e o suco de abacaxi foram produzidos no
Laboratdrio de Técnica Dietética da Faculdade de Ciéncias Saude (FS) da Universidade
de Brasilia (UnB), conforme os protocolos estabelecidos por Rincon, Botelho e Alencar
(2020) e Campos et al. (2019), respectivamente.

4.2.1. ELABORACAO DO EXTRATO VEGETAL DE GRAO-DE-BICO

O grdo-de-bico (Bella Grdos, Agropecuaria Garbanzo LTDA) utilizado na
elaboracdo do extrato foi adquirido no comércio local de Brasilia, Distrito Federal. A
producdo do extrato foi realizada em quatro etapas, que consistiram em reidratacdo,
coccao, homogeneizacao e filtracdo do grdo processado, para separagdo do residuo e o
extrato vegetal. O peso bruto de gréo-de-bico que foi utilizado consistiu em 1.575,39 g.

Na etapa de reidratacdo, grao-de-bico cru e agua potavel foram utilizados na
proporcdo de 1:4 (uma parte de grdo para quatro partes de agua), respectivamente. O
tempo de remolho foi de 10 horas, seguido de descarte da dgua. Subsequentemente,
cozinhou-se o grdo-de-bico com dgua em uma proporc¢éo de 1:3 (uma parte de gréo para
trés partes de agua) em panela de pressdo de uso doméstico (Rochedo®), a uma
temperatura de 120 °C e pressdo de 2,0 atm, por 20 minutos (ao iniciar a pressao). Apds
a cocgdo, homogeneizou-se o gréo-de-bico com a &gua que restou do cozimento e uma
quantidade de agua adicional para completar a propor¢do de 4 para 1 de massa seca
(Thermomix™, Vorwerk). Para finalizar, a mistura resultante foi coada em tecido voal

para obtencgéo do extrato vegetal.
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4.2.2. ELABORACAO DO SUCO DE ABACAXI

Para a producdo de suco fresco e natural de abacaxi (Ananas comosus L.,
variedade Pérola), a polpa foi a parte utilizada. Um lote da fruta em estado adequado de
maturacdo (SANTANA; MEDINA, 2000; BRASIL, 2012; CEAGESP, 2013) foi obtido
do comércio local de Brasilia (DF).

Primeiramente, as frutas foram lavadas em 8 L de agua corrente e sanitizadas com
2,66 g (0,3325 % m/v) de Hidrosan Plus® (HidroAll) por 20 minutos. Apds o processo de
sanitizacdo, o abacaxi foi descascado e cortado em peda¢os e armazenado em porcdes de
200 g em sacos plasticos selados a vacuo. As polpas obtidas foram, logo em seguida,
armazenadas em ultra freezer (MDF U54VC) a -80 °C (CAMPOS et al., 2019).

Para o preparo do suco, 400 g (controle), 360 g (tratamento 1) e 320 g (tratamento
2) de polpa de abacaxi foram processados em liquidificador (Philips Walita® modelo
RI12112/90) em poténcia 2 constante por 3 minutos (CAMPOS et al., 2019). Contudo,
apenas os volumes de suco de abacaxi foram utilizados para a producdo de F1, F2 e F3,

respectivamente: 270 mL, 243 mL e 216 mL. O volume excedente foi reservado.

4.2.3. ELABORACAO DE DIFERENTES FORMULACOES DA BEBIDA
VEGETAL A BASE DE SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRAO-DE-BICO

A bebida foi elaborada com diferentes proporcGes do extrato de grao-de-bico e
suco de abacaxi. Foram preparadas trés formulagdes da bebida: (i) 100 % suco de abacaxi
+ 0 % extrato de gréo-de-bico; (ii) 90 % suco de abacaxi + 10 % extrato de grdo-de-bico;
(iii) 80 % suco de abacaxi + 20 % extrato de grdo-de-bico. Dentre essas formulacdes, a
formulacdo sem adicdo de extrato de grdo-de-bico foi usada como controle do
experimento. Todos os tratamentos foram divididos em trés partes iguais para analises
em triplicata, sendo distribuidos 270 mL em potes de vidro com tampa rosqueavel. As
bebidas foram transportadas em caixa térmica para o Laboratorio de Higiene dos
Alimentos para aplicacdo do tratamento térmico e realizacdo das analises
microbiologicas.

Entdo, as formulagbes foram submetidas a pasteurizacdo lenta a 65 °C por 15
minutos e, em seguida, resfriadas a temperatura ambiente e refrigeradas a 4 °C. A partir
dessas formulacdes refrigeradas, foi adicionado o concentrado de células da cultura de L.

paracasei subsp. paracasei LBC 81 (DuPont™).
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4.3. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS FORMULACOES DE
BEBIDA A BASE DE SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRAO-DE-BICO

As formulagdes foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas antes da

adicdo do concentrado de celulas de L. paracasei LBC 81.

4.3.1. pH

Para a medicdo do pH das diferentes formulagbes, foi usado um pHmetro de
bancada digital (PHS — 3E, EVEN®). Mediu-se um volume de 10 mL de cada formulag&o
em béquer de vidro, onde o bulbo do pHmetro foi inteiramente submerso. Apds alguns
segundos, com a estabilizacdo do valor de potencial do eletrodo, este foi obtido em
unidades de pH (IAL, 2008).

4.3.2. ACIDEZ TITULAVEL

Para a determinacdo da acidez titulavel, utilizou-se a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008). Para isso, foram coletados 10 mL de cada amostra, aos quais
foram adicionados 100 mL de &gua destilada. Assim, realizou-se o procedimento de
titulacdo convencional com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) na concentracdo de
0,1 mol L e indicador fenolftaleina. Para obtengéo dos resultados, que foram expressos

em g/100 g de acido, a seguinte equacdo (equacdo 1) foi utilizada.

Acidez titulavel = V x f x M x 100
P

Em que:
V = volume de solugdo de NaOH gasto na titulacdo (mL)

f = fator de correc¢do da solugéo de NaOH
P = massa da amostra (g) ou volume pipetado em mL

M = molaridade da solucédo de hidroxido de sodio
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4.3.3. SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS

Para a determinacdo do teor de solidos sollveis totais (TSST), utilizou-se um
refratbmetro digital (Atago, modelo 1T, Japédo), segundo o método 932.12 (AOAC,
2005). Com o auxilio de pipetas Pasteur descartaveis, coletaram-se aliquotas de cada
amostra homogeneizada, que foram depositadas no visor do aparelho. Os resultados

foram expressos em °Brix.

4.3.4. UMIDADE

Determinou-se o teor de umidade das amostras segundo as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo o procedimento realizado em duas etapas.
Primeiramente, pesaram-se as amostras (300 g) em recipientes de porcelana.
Posteriormente, os recipientes foram colocados em estufa (Marconi, MA035) com
circulacdo de ar a 60 °C por um periodo de 24 horas, para evaporacdo parcial da agua e
concentracdo da matriz, até ser obtido peso constante.

Entdo, pesaram-se 10 g de cada amostra em cadinhos, que foram colocados em
estufa com circulacdo de ar a 105 °C por 4 horas, até ser obtido peso constante. Para evitar
0 contato das amostras com a umidade do meio externo e manté-las secas, foram dispostas
em um dessecador de vidro com agente dessecante silica gel. A diferenga de peso foi
calculada e os valores obtidos corresponderam a umidade a 105 °C. O resultado do teor

de umidade foi expresso em porcentagem de base Umida, utilizando-se a seguinte equacgéo

(equacéo 2):

Umidade (%) = (m1 + my)
M

Em que:

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

mt = massa da amostra (g)

4.3.5. RESIDUO MINERAL

Para obtencdo do teor de elementos minerais ou cinzas, aplicou-se 0 método
945.45 (AOAC, 2005). Para isso, os cadinhos com 10 g de cada amostra que antes

passaram pela estufa com circulacéo de ar a 105 °C foram posicionados em mufla a 600
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°C (Edgcon 3P, EDG). Ap0s essa etapa, foram pesados novamente. Determinou-se o
contetdo referente ao residuo inorganico ou mineral com a perda de matéria organica de

cada amostra, assim como o percentual de cinzas, com a seguinte equacdo (equagéo 3):

% Cinzas = 100 X mc

m

Em que:
mc = massa de cinzas (g)

m = massa da amostra (g)

4.3.6. PROTEINA

Para determinacdo do teor de proteina das amostras, empregou-se 0 método de
Kjeldahl 991.22 (AOAC, 2005). Aproximadamente, 2 g de cada amostra foram colocados
em tubos de digestdo de proteina contendo 1 g de mistura catalitica. Entdo, 3,5 mL de
H2SO4 4 % foram adicionados e, em seguida, os tubos foram colocados no equipamento
de digestdo de proteina (Tecnal®, TE-007 MP), programado para temperatura de 450 °C
por cerca de 4 horas.

Na sequéncia, os tubos foram retirados do bloco digestor e levados para destila¢éo
de nitrogénio no equipamento destilador (Tecnal®, TE —0363). Para cada amostra, foram
adicionados 7,5 mL de HzBO3s em béqueres de vidro e 4 gotas de azul de metileno foram
usadas como indicador.

Os tubos contendo as amostras e os béqueres com solucdo acida (acido borico)
foram colocados no destilador de proteinas. A solucdo de NaOH 50 % foi adicionada ao
copo medidor do aparelho e, em seguida, iniciou-se o processo de destilacéo.

Para finalizar, fez-se a titulacdo da solucédo destilada usando HCI 0,1 M até que as
amostras atingissem o ponto de mudanca de cor. O total de nitrogénio de cada amostra

foi expresso em porcentagem pela seguinte equacédo (equacéo 4):

%WN=VxMxfx14 x100
m

Em que:
V = volume gasto da solugéo de HCI na titulacéo

M = molaridade da solucédo de HCI
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f = fator de correcdo da solugéo de HCI

m = massa da amostra (mg)

A quantidade de proteina presente em cada amostra foi determinada pela
multiplicacéo do resultado para o teor de nitrogénio pelo fator de conversao de nitrogénio

(% N), que ¢ 6,25, conforme a seguinte equacdo (equacéo 5):

% Proteina =% N x 6,25

4.3.7. LIPIDEO

Para a determinacdo do teor lipidico total, empregou-se o método de extragdo Am
5-04 (AOCS, 2005), utilizando o extrator de lipideos (Ankom Technology, ANKOM
XT15). Primeiramente, as amostras foram mantidas em estufa a 60 °C por 24 horas, para
evaporacdo parcial da agua e concentracdo da matriz, conforme descrito no item 4.2.4.

A medida de 1 g de cada amostra foi pesada em balanca analitica (BEL
Engineering), colocada em saco de extracéo de lipideos e alocada em cartucho do extrator
de lipideos. Como solvente para o procedimento de extracdo, utilizou-se éter de petroleo.
Depois, as amostras foram mantidas em estufa a 105 °C por 1 hora, para evaporacao do
solvente; transferidas para o dessecador de vidro por 15 minutos, para manter as amostras
secas e sem exposicdo a umidade; e, por fim, pesadas.

Finalmente, para obtencdo dos valores de lipideo nas amostras calculou-se a
diferenca de massa ap0s a extracdo, e a massa de cada amostra em base Umida também
foi utilizada. Assim, o total de lipideo das amostras foi determinado pela seguinte equacéo

(equacdo 6):

% Lipideos = (100 x my)

m
Em que:

mc = gramas de lipideos extraidos

m = gramas de amostra em base umida

4.3.8. CARBOIDRATO E VALOR CALORICO
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Para a determinacdo do teor de carboidratos totais presente nas diferentes
formulacdes, efetuou-se a diferenca entre o percentual total e 0 somatorio dos percentuais
encontrados para umidade, proteina, lipideo e cinzas, conforme o método 986.25 (AOAC,
2005). Os valores de carboidratos totais foram obtidos pela seguinte equacdo (equacgéo
7):

% CHO =100 - % Umidade - % Proteina - % Lipideo - % Cinzas

Para o célculo do valor energético de cada formulacdo, as quantidades em gramas
de carboidratos, proteinas e lipidios foram multiplicadas por 4 Kcal, 4 Kcal e 9 Kcal,
respectivamente, segundo Mahan e Escott-Stump (2005).

4.3.9. FIBRA BRUTA

Os procedimentos para a analise de determinacdo do teor de fibra bruta foram
realizados conforme o método 978.10 da AOAC (2005), com modificacao.
Primeiramente, a partir das amostras que foram parcialmente secas na estufa a 60 °C
foram pesados aproximadamente 1,59 de cada amostra em saquinhos préprios para esta
analise, que foram levados para estufa com circulacdo de ar a 105 °C por 3 horas.

Entdo, iniciaram-se 0s procedimentos de digestdo 4cida e basica. Para a digestdo
acida, uma solucdo écida foi preparada contendo 16 mL de H.SO4 1,25 % e 1.000 mL de
agua destilada. Os sacos contendo as amostras foram colocados em um Erlenmeyer onde
foram imersos em solucdo acida (AOAC, 2005). Em seguida, o Erlenmeyer contendo os
sacos com as amostras foi autoclavado a 100 °C por 30 minutos. Ap0s isso, 0s sacos foram
enxaguados com agua destilada e colocados em Erlenmeyer com 1000 mL de agua
destilada, que foi autoclavado a 100 °C por 30 minutos (AOAC, 2005).

Para a digestdo basica, uma solucdo basica contendo 25 mL de NaOH a 1,25 % e
1000 mL de agua destilada foi preparada e adicionada a um Erlenmeyer com 0s sacos
contendo as amostras, que foi autoclavado a 100 °C por 30 minutos. Depois disso, 0s
sacos foram enxaguados com agua destilada e colocados em um Erlenmeyer onde foram
imersos em 1000 mL de agua destilada, que foi autoclavado a 100 °C por 30 minutos
(AOAC, 2005).

Por fim, os sacos foram imersos em acetona e expostos a temperatura ambiente
para secar. Depois, foram colocados em estufa a 105 °C por 2 horas e, finalmente, pesados
(AOAC, 2005).
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Para obtencéo dos valores de fibra bruta nas amostras, calculou-se a massa de cada
amostra em base Umida e em base seca. Assim, o total de fibra bruta das amostras foi
determinado pela seguinte equagéo (equagao 8):

Calculo
% Fibras = (Pdg— Ps) + (Mumida X 100)

Pdg = Peso da amostra ap0s digestdo e estufa (com saquinho)
Ps = Peso do saquinho

Mamida = Massa da amostra em base Umida

4.4. ELABORACAO DA BEBIDA ADICIONADA DE PROBIOTICO
4.4.1. OBTENCAO DA CULTURA ESTOQUE DE L. PARACASEI LBC 81

A cultura de L. paracasei LBC 81 (DuPont™) é uma cultura probidtica comercial
que foi utilizada neste estudo. A cultura foi cultivada em meio de cultura MRS
(Acumedia®) e incubada em estufa bacterioldgica (Ethik Technology) a 37 °C por
aproximadamente 16 horas. Um segundo subcultivo foi realizado em caldo MRS (in6culo
de 2 %) e, posteriormente, foi centrifugado (2655 g, 4 °C, 10 minutos) (MESQUITA et
al., 2020). O sedimento de células obtido foi lavado uma vez em solucéo salina a 0,85 %
(Cromoline Quimica Fina) e, apos, ressuspenso em 4 mL de caldo MRS adicionado de
glicerol com concentracdo final de 20 %. A suspensao de células foi distribuida em tubos
criogénicos (4 tubos com capacidade de 1 mL cada), que foram armazenados em
ultrafreezer a -80 °C. Todos os experimentos foram realizados a partir dessa cultura
estoque (MESQUITA et al., 2020).

4.4.2. OBTENCAO DO CONCENTRADO DE CELULAS PARA ADICAO NAS
DIFERENTES FORMULACOES

A cultura estoque de L. paracasei LBC 81 foi ativada em 5 mL de caldo MRS e
incubada em estufa bacterioldgica a 37 °C por 16 horas. A cultura ativa foi inoculada
(indculo de 1 %) em nove tubos contendo 30 mL de caldo MRS e imediatamente incubada
a 37 °C por 16 horas. A cultura crescida foi centrifugada (2655 g, 4 °C, 10 minutos) e o
sedimento de células obtido foi lavado em solucdo salina a 0,85 %. Em seguida, a
suspensdo de células em salina foi centrifugada nas mesmas condi¢cdes mencionadas
anteriormente (MESQUITA et al., 2020).
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O sedimento de células de cada tubo foi ressuspendido nas diferentes formulacdes
da bebida de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico. Ap6s a homogeneizacao, as
bebidas adicionadas do concentrado de células foram submetidas a analises
microbiologicas e fisico-quimicas. Uma parte das formulagdes foi armazenada a 4 °C e
analisada com 0, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento (MESQUITA et al., 2020).

4.43. ANALISE DAS BEBIDAS ADICIONADAS DO CONCENTRADO DE
CELULAS

4.4.3.1. ANALISE MICROBIOLOGICA
4.4.3.1.1. DETERMINACAO DA VIABILIDADE DE L. PARACASEI LBC 81

As diferentes formulagdes da bebida de abacaxi e extrato de grao-de-bico foram
analisadas quanto & viabilidade de L. paracasei LBC 81. As bebidas foram submetidas a
diluicdes seriadas em solucdo salina a 0,85 % e, posteriormente, as dilui¢bes selecionadas
foram plaqueadas pela técnica Drop plate em placas de Petri contendo dgar MRS. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. ApGs o periodo de incubagdo, determinou-
se 0 numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) (FLEMING MCFEETERS;
BREIDT, 2001).

4.4.3.1.2. DETERMINACAO DE BOLORES E LEVEDURAS

As diferentes formulagcbes das bebidas foram avaliadas quanto a presenca de
bolores e leveduras pela técnica de plaqueamento Pour plate. O volume de 1 mL de cada
formulacdo foi transferido para uma placa de Petri vazia e, imediatamente, foram
adicionados aproximadamente 20 mL do meio agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol
(DRBC) (Neogen®, Michigan, USA). Posteriormente, as placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 25 °C por 5 dias. Apoés a incubacao, as placas contendo entre 15 e
150 coldnias foram selecionadas para determinacdo do numero de UFC (BEUCHAT e
COUSIN, 2001).

4.4.3.2. ANALISES FISICO-QUIMICAS

As diferentes formulacdes da bebida foram analisadas quanto ao pH, acidez

titulavel, sélidos solGiveis totais e sinérese antes e durante o armazenamento a 4 °C. O
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procedimento metodologico foi realizado conforme descrito nos itens 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3,
4.3.3.2.2,4.3.3.3.

4.4.3.2.1. DETERMINAGAO DE SINERESE

A avaliacdo da estabilidade fisica das formulacdes das bebidas probioticas foi
determinada dentro de um periodo de 72 horas a 4 °C, por meio de analise de separacdo
de fase (ZAABOUL et al., 2019). O volume de 10 mL de cada formulacao foi transferido
para tubos de vidro e avaliado a cada 24 horas. A separacédo de fases das formulacdes foi
determinada com auxilio de uma régua (RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020).

4.5. DETERMINACAO DA SOBREVIVENCIA DE L. PARACASEI LBC 81 EM
SUCOS GASTROINTESTINAIS SIMULADOS IN VITRO

As formulacGes da bebida de suco de abacaxi e extrato de gréo-de-bico
adicionadas do concentrado de células de L. paracasei LBC 81 foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia a condi¢Ges simuladas gastricas e intestinais no 7° dia de armazenamento
em refrigeracéo (4 °C).

Simulacao géstrica: o suco gastrico foi preparado de acordo com Bautista-Gallego
et al. (2013), com modificacdo. Neste experimento, utilizou-se suco gastrico sintético,
que foi elaborado com NaCl (0,205 g/L), K2HPO4 (0,06 g/L), KCI (0,037 g/L) e agua
destilada. Na sequéncia, o pH da solucdo tampao foi ajustado para 2,0 com solugdo HCI
1 M. A solucdo foi autoclavada a 121°C por 15 minutos e, antes do uso, foi adicionada de
pepsina (0,0133 g/L) (Dinadmica®, Indaiatuba, Brasil).

Como primeiro procedimento da simulacdo da digestdo em suco gastrico sintético,
aliquotas de 500 uL das bebidas foram adicionadas a 500 pL de suco gastrico e incubadas
em estufa bacteriologica a 37 °C por 90 minutos. O tempo de exposi¢do ao suco gastrico
foi estabelecido com base no estudo de Calabuig-Jiménez et al. (2019). Com o término
do periodo de incubacg&o das respectivas formulacées, os tratamentos foram centrifugados
(6797 g, 4 °C, 5 minutos) e submetidos a dilui¢des seriadas em solucédo salina a 0,85 %.
As diluicGes seriadas selecionadas foram plaqueadas pela técnica Drop plate em placas
contendo agar MRS (Kasvi®, Espanha). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Do mesmo modo, procedeu-se com a
suspensdo de células em bebida de suco de abacaxi sem extrato de grdo-de-bico

(controle).
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Simulagdo intestinal: o suco pancreatico foi preparado com solucdo tampéo
contendo fosfato de sodio dibasico (5,081 g/L), NaCl (0,85 g/L), sais biliares (0,3 g/L)
(Sigma-Aldrich®, New Zealand) e agua destilada. O pH foi ajustado para 8,0 com auxilio
de solucdo de NaOH 1 M. A solucéo foi autoclavada a 121 °C por 15 minutos e, antes do
uso, adicionou-se pancreatina (0,1 g/L) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
USA/Steinheim, Germany).

Aliquotas de 500 pL das bebidas foram adicionadas a 500 pL de suco
pancreatico e, em seguida, incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 90 minutos. O
tempo de exposicao ao suco pancreatico foi estabelecido com base no estudo de Calabuig-
Jiménez et al. (2019). Com o término do periodo de incubacdo das respectivas
formulages, os tratamentos foram centrifugados (6797 g, 4 °C, 5 minutos) e submetidos
a diluicdes seriadas em solucéo salina a 0,85 %. As dilui¢Ges seriadas selecionadas foram
plaqueadas pela técnica Drop plate em placas contendo agar MRS. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Do
mesmo modo, procedeu-se com a suspensdo de células em bebida de suco de abacaxi sem
extrato de grdo-de-bico (controle).

Sucessdo gastrica e intestinal: este processo foi realizado conforme os métodos
descritos anteriormente. No entanto, a bebida de suco de abacaxi e extrato de grao-de-
bico foi exposta aos sucos gastrico e pancreatico sequencialmente: a exposi¢ao ao suco
gastrico foi com adicdo de aliquotas de 500 pL de bebida a 500 pL de suco gastrico,
incubacdo por 90 minutos em estufa bacterioldgica a 37 °C, seguida de centrifugacéo
(6797 g, 4 °C, 5 minutos). Nessa ordem, procedeu-se a exposi¢do da bebida ao suco
pancredtico, com adi¢do de 1 mL de suco pancreatico, incubacéo por 90 minutos a 37 °C,
centrifugacéo (6797 g, 4 °C, 5 minutos) e ressuspenséao do pellet em solugéo salina a 0,85
% (Cromoline Quimica Fina). As diluigdes seriadas selecionadas foram plaqueadas pela
técnica Drop plate em placas contendo agar MRS. As placas foram incubadas em estufa
a 37 °C por 24 horas. Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Do mesmo modo,
procedeu-se com a suspensdo de células em bebida de suco de abacaxi sem extrato de

gréo-de-bico (controle).
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4.6. DESENHO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O desenho experimental do estudo inclui 3 formulagdes e cinco diferentes
medidas em intervalos de tempo de armazenamento (exceto para analise de composicao
centesimal, bolores e leveduras e de sobrevivéncia a condi¢des simuladas do trato
gastrointestinal). Todos os experimentos foram realizados trés vezes, e os resultados
foram apresentados como média + erro padrdo. A andlise de variancia (ANOVA) e o 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 analises foram realizadas usando o software SAS (SAS Institute
Inc., Cary NC, versdo 9.4).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. COMPOSICAO QUIMICA DE DIFERENTES FORMULACOES DE BEBIDA
DE SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRAO-DE-BICO

A composicdo centesimal das formulagdes de bebida de suco de abacaxi e extrato
de gréo-de-bico foi determinada antes da pasteurizacdo e adicdo do concentrado de

células de L. paracasei subsp paracasei LBC 81 (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicéo centesimal das bebidas

Formulacg6es (F)*

F1 F2 F3
Umidade (%) 88,09a 88,25a 88,97a 0,1931 0,1359

Lipideos (%) 0,20a 0,21a 0,20a 0,0063 0,8436

Proteinas (%) 0,83c 0,99b 1,12a  0,0423 <0,0001

Cinzas (%) 0,21b 0,22b 0,35a 0,0243 0,0041

Fibra bruta (%)  0,05b 0,15b 0,48a 0,0718 0,0084

Carboidratos(%) 10,59a 10,02ab 8,99b  0,2755 0,0208
1F1 =100 % suco de abacaxi; F2 = 90 % suco de abacaxi + 10 % extrato de grio-de-bico;
F3 =80 % suco de abacaxi + 20 % extrato de grao-de-bico.

Médias seguidas das mesmas letras na linha ndo diferem estatisticamente uma da outra (p
> 0,05) pelo teste Tukey.

EPM: erro padrdo da média

Entre os valores para o teor de umidade das formulagcbes, ndo se observaram

Variaveis EPM  p-valor

diferengas significativas (p > 0,05), assim como para o teor de lipideos. A adi¢do de
extrato de grdo-de-bico as bebidas ndo alterou significativamente (p > 0,05) o percentual

de lipideos das formulacdes, visto quendo se observou variacdo entre os percentuais de
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lipideos da formulacao controle (F1) e das formulagfes com 10 % (F2) e 20 % de extrato
(F3). Esse resultado era previsto, uma vez que tanto o suco de abacaxi como o extrato de
grdo-de-bico possuem baixas concentrac@es de lipideos (suco de abacaxi: entre 0,1 % e
0,26 %); extrato de grao-de-bico: cerca de 0,39 %), portanto as diferencas nas quantidades
de extrato e/ou suco adicionadas ndo modificaram o teor de lipideos das bebidas
(GHAFARI; ANSARI, 2018; ANSES, 2020; RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020).

Os valores de proteinas entre as formulacGes apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) a medida que maior foi o volume de extrato de grdo-de-bico
adicionado. A formulacdo elaborada com 20 % de extrato (F3) apresentou o maior
percentual de proteinas entre as formulacdes. Esses resultados sdo esperados, uma vez
que frutas possuem baixa concentracdo de proteinas (FAO, 1981; SESI, 2020) e o gréo-
de-bico é um alimento rico em proteinas (WANG et al., 2010; KOU et al., 2013;
RACHWA-ROSIAK; NEBESNY; BUDRYN, 2015). Além disso, como o suco de
abacaxi contém, em média, 0,43 % de proteina e o extrato de gréo-de-bico, 2,1 %, é
coerente que o menor percentual de proteina obtido tenha sido na bebida elaborada
somente com suco de abacaxi (GHAFARI; ANSARI, 2018; RINCON; BOTELHO;
ALENCAR, 2020).

Quanto ao teor de cinzas, os valores médios obtidos mostram que houve
diferencas significativas (p < 0,05) entre a formulacao controle (F1) e a formulacdo com
90 % de suco de abacaxi e 10 % de extrato de gréo-de-bico (F3), tal como entre a
formulacdo com 80 % de suco de abacaxi e 20 % de extrato (F2) e F3. O percentual de
cinzas obtido para a formulagcdo com 10 % de extrato de gréo-de-bico (F2) ndo apresentou
diferenca significativa (p > 0,05) quando comparada a F1 (100 % suco de abacaxi). No
entanto, com o acréscimo de 20 % de extrato de grdo-de-bico observou-se aumento
significativo (p < 0,05) em relagéo as formulagdes F1 e F2. Assim, demonstrou-se que
quanto maior o percentual de extrato adicionado maior foi o0 teor de cinzas da bebida.
Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos para a bebida de suco de
abacaxi do estudo de Ghafari e Ansari (2018), em que as bebidas adicionadas de sacarose
ou inulina apresentaram percentuais de cinzas significativamente maiores (p < 0,05) do
que a bebida controle (suco de abacaxi sem adi¢éo de prebiotico e/ou cultura probidtica).

Para os valores médios de fibra bruta, observaram-se diferencas significativas
entre os valores obtidos para F1 e F3 (p < 0,05), com variagéo de 0,05 % na formulagéo
controle (F1) a 0,48 % na formulacdo com 20 % de extrato de grdo-de-bico (F3). Outra
diferenca significativa observada foi entre as formulaces com diferentes percentuais de

extrato de grdo-de-bico (F2 e F3). Para a bebida F3, com apenas 10 % a mais de extrato
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de gréo-de-bico, obteve-se 0,48 % de fibra bruta, enquanto para F2 obteve-se 0,15 %.
Esses dados confirmam que o extrato de gréo-de-bico contribui com a maior parte do total
de fibra bruta presente nas bebidas. No entanto, sabe-se que esse valor poderia ser ainda
maior, considerando-se que na etapa de filtracdo do grdo-de-bico cozido e processado, do
suco de abacaxi e das bebidas em coador de voal houve retencdo de uma boa parte de
residuo vegetal e, portanto, de fibra bruta.

Com relacéo aos valores médios de carboidratos, houve diferencas significativas
(p < 0,05) entre o valor médio obtido para a formulacédo elaborada controle (F1) e a
formulacdo com o maior teor de extrato de grdo-de-bico (F3), assim como entre a
formulacéo com 10 % de extrato de grao-de-bico (F2) e a formulagdo com 20 % de extrato
(F3). Com a adicdo de extrato de grdo-de-bico, que contém 3,39 % de carboidrato,
diminuiu-se a proporc¢éo de carboidrato da bebida, haja vista que o suco de abacaxi (sem
diluicdo em agua) contém entre 12,1 % e 12,49 % (RINCON; BOTELHO; ALENCAR,
2020; ANSES, 2020; GHAFARI; ANSARI, 2018). Assim, quanto maior o volume de
suco de abacaxi e menor o volume de extrato adicionado, maior foi o teor de carboidratos
da bebida.

5.2. CARACTERIZACAO DAS DIFERENTES FORMULACOES DE BEBIDA DE
SUCO DE ABACAXI E EXTRATO DE GRAO-DE-BICO DURANTE
ARMAZENAMENTO REFRIGERADO

As bebidas elaboradas com suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico foram
avaliadas quanto a variacdo do pH (Figura 1a), acidez titulavel (Figura 1b) e solidos

sollveis (Figura 1c) durante 28 dias de armazenamento a 4 °C.
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Figura 1 — Variacdo de pH, acidez titulavel (g/100 g de &cido) e solidos soluveis
(°BRIX) em bebidas de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico suplementadas com
concentrado de células de Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 durante um

periodo de estocagem de 28 dias a 4 °C.

5.2.1. pH

O pH de todas as formulacGes da bebida de suco de abacaxi e extrato de grao-de-
bico sofreu declinio progressivo no decorrer do tempo de armazenamento de 28 dias a 4
°C, como mostrado na Figura 1a. O valor médio de pH da bebida controle (F1) no tempo
inicial foi 3,6, com reducdo a 2,9 no 28° dia. Na formulagdo F2, o pH inicial foi 3,8 e,
entre 0 21° e 0 28° dia, houve reducéo para 3,0. A formulacdo F3, com 20 % de extrato
de grao-de-bico, apresentou pH inicial 3,9 e, entre 0 14° e 0 28° dia de estocagem, pH 3,0.
Houve interacdo significativa (p < 0,05) entre os valores médios de pH das diferentes
formulagbes com o tempo de estocagem. Quanto maior o tempo de estocagem, maior foi

a reducdo de pH das bebidas.
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Uma vez que o extrato de grdo-de-bico tem pH 6,25, esperava-se que em funcéo
da adicdo de extrato as formulacdes F2 e F3 haveria manutencdo da estabilidade do pH,
sobretudo em relacdo a formulagdo controle (F1) (RINCON; BOTELHO; ALENCAR,
2020). No entanto, a Figura 1a demonstra que a tendéncia foi de declinio e os resultados
finais foram similares para todas as bebidas.

O decréscimo observado foi devido a producéo de acidos organicos, entre 0s quais
0 &cido lactico, como produtos finais do metabolismo fermentativo da bactéria, que
consome glicose e frutose do substrato para o seu crescimento (COSTA et al., 2013;
PALACHUM; CHOORIT; CHISTI, 2021; MOUSAVI et al., 2011). Outros estudos com
bebidas a base de suco de abacaxi suplementadas com diferentes espécies de
Lactobacillus e adicionadas de prebidticos apresentaram semelhante tendéncia de
reducdo de pH (NGUYEN et al., 2019; CAMPOS et al., 2019; PALACHUM; CHOORIT;
CHISTI, 2021).

O decréscimo de pH nas bebidas F1 e F2 foi ajustado pelo modelo linear, sendo
descrito pela equacdo de 1° grau (Figura 1a e Tabela 2), enquanto o decréscimo de pH da
bebida F3 foi ajustado pelo modelo polinomial, sendo descrito pela equacédo de 2° grau
(Figura 1a e Tabela 2).

Tabela 2 — Equacdes de regressdo e valor r2 de diferentes parametros (acidez titulavel,
pH, viabilidade e solidos soluveis) de bebidas de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-

bico durante 28 dias de armazenamento a 4 °C.

FormulagOes

Variaveis (F)! Equacdes de regressdo r? EPE
Acidez titulavel ¥ =8.5160 0.2726x 0.973 0.18
F1 9= 3.6420 - 0.0276x 0.7957 0.1785
pH F2 ¥ =3.7720 - 0.0317x 0.8467 0.1725
¥ =3.9423 - 0.0724x +
F3 0.0019x? 0.9284 0.1558
9 =28.1591 + 0.0435x -
Viabilidade 0.0012x2 0.8167 0,1096
Sdlidos soluveis ¥ =12.6760 - 0.00176x 0.8116 0.1082

EPE: erro padréo da estimativa

5.2.2. ACIDEZ TITULAVEL

A reducédo de pH das bebidas foi confirmada pelo aumento da acidez titulavel
(AT) ao longo do tempo de armazenamento (Figura 1b). Independentemente do tipo de
formulacdo da bebida, o aumento da AT apresenta o comportamento linear que é
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observado na Figura 1b. Os valores médios de AT foram aproximadamente 8 % no tempo
0, 10 % no 7° dia, 12 % no 14° dia, 14 % no 21° dia e 16 % no 28° dia. N&o houve interagédo
significativa (p > 0,05) da AT nas diferentes formulagdes da bebida com o tempo de
armazenamento.

No estudo de Campos et al. (2019), o declinio de pH também acompanhou o
aumento de AT na bebida de abacaxi com cultura de L. rhamnosus GG e o fator tempo
de armazenamento ndo foi significativo (p > 0,05). Ghafari e Ansari (2018) também
observaram que o pH de suas bebidas de suco de abacaxi acrescidas de sacarose, inulina
e suplementadas com L. casei e L. rhamnosus reduziu significativamente (p < 0,05), com

variacao de acidez em rela¢do ao tempo néo significativa (p > 0,05).

5.2.3. SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS

O teor de sélidos solUveis é outra variavel que apresentou decréscimo no decorrer
do armazenamento das bebidas (Figura 1c¢). No tempo inicial (tempo 0), o valor médio de
SST para as bebidas foi 12,6 °BRIX; no 7° dia, 12,7 °BRIX; no 14° dia, cerca de 12,3
°BRIX; no 21° dia, observou-se decréscimo para 12,2 °BRIX; e no 28° dia o valor de SST
continuou em 12,2 °BRIX. De tal modo, n&o houve interagdo significativa (p > 0,05) entre
0 teor de solidos sollveis nas diferentes formulacGes das bebidas com o tempo de
armazenamento. Assim como no presente estudo, os achados de Ghafari e Ansari (2018)
em bebidas de suco de abacaxi suplementadas com L. casei, L. rhamnosus e inulina foram
de reducédo de pH e SST, porém houve interagdo significativa (p < 0,05) com o tempo de
armazenamento.

O decréscimo de SST ocorreu em razdo do consumo de carboidratos (entre 0s
quais, agucares disponiveis) e proteinas, como fonte de nitrogénio, por L. paracasei
(HOSSAIN et al., 2020; PALACHUM; CHOORIT; CHISTI, 2021). A reducdo de SST
estd associada a reducdo de pH e aumento de AT observados nas bebidas. O resultado
obtido para SST foi ajustado pelo modelo linear que é descrito pela equacdo de 1° grau
(Figura 1c e Tabela 2).

5.3. BOLORES E LEVEDURAS

As bebidas de abacaxi e extrato de grédo-de-bico foram avaliadas quanto a presenca
de bolores e leveduras. Durante o periodo de armazenamento, observou-se baixa

contaminacéo (2 a 4 col6nias), sendo a maioria < 1,0 UFC/mL. Esse resultado demonstra
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que com até 28 dias de armazenamento a bebida podera ser consumida com seguranca,

quando for considerado o parametro microbioldgico de bolores e leveduras.

5.4. SINERESE

Independentemente do tempo de armazenamento, as formulagfes das bebidas

apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) quanto a estabilidade fisica (Figura 2).

[ F1: Suco de abacax (100%)
I F2: Suco de abacan (90%) + Extrato de grdo-de-bico(10%)

30 1 P F3: Suco de abacax (80%) + Extrato de grdo-de-bico (20%)
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Figura 2 — Sinérese de bebidas de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico
suplementadas com concentrado de Lactobacillus paracasei subsp paracasei

LBC 81 independente do tempo de estocagem.

O valor medio de sinérese foi maior na bebida acrescida de 10 % de extrato de
grdo-de-bico (F2). A sinérese em bebidas elaboradas com suco de fruta pode ocorrer em
funcdo da presenca de enzimas deteriorantes em sucos de frutas (peroxidase,
polifenoloxidase e pectina-metilesterase), assim como pela interacdo entre proteina e
pectina JUKANTI, 2017; ISLAM et al.; 2021; SIEBERT, 1999). A separacédo de fases e
a sedimentacdo no fundo do tubo ocorrem, também, em decorréncia da produgdo de
acidos organicos e outros metabolitos do metabolismo fermentativo da bactéria (ISLAM
et al.,, 2021). Além disso, prolina (no suco de abacaxi e no grao-de-bico),
proantocianidinas (no suco de abacaxi) e polissacarideos também contribuem para essas
modifica¢bes fisicas observadas (SIEBERT, 1999). A interacdo entre amilose e
amilopectina (do amido do grdo-de-bico) e a retrogradacdo da amilopectina podem ter
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ocorrido, sobretudo na formulacdo com sinéerese estatisticamente superior (F2) aos
resultados obtidos para as demais bebidas (F1 e F3) (PERERA; HOOVER, 1999; ISLAM
et al., 2021; WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; KARIM; NORZIAH; SEOW,
2000).

5.5. VIABILIDADE DE Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 DURANTE
ESTOCAGEM DE 28 DIAS A4°C

A sobrevivéncia de L. paracasei subsp paracasei LBC 81 nas diferentes
formulagdes de bebida de suco de abacaxi e extrato de grao-de-bico durante 28 dias de

armazenamento a 4 °C ¢ apresentada na Figura 3.
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Figura 3 - Viabilidade de Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 em
formulacGes de bebida de suco de abacaxi e extrato de grao-de-bico durante estocagem
de 28 dias a 4 °C.

Como a Figura 3a ilustra, independentemente do tempo de armazenamento a
viabilidade de L. paracasei foi significativamente (p < 0,05) maior na formulacdo F3 (7
log UFC/mL) e significativamente (p < 0,05) menor na formulagdo F1 (6 log UFC/mL).
Este resultado demonstra que a adicdo de extrato de grdo-de-bico conferiu um papel
protetor a estirpe, sobretudo na formulagao com o maior percentual de extrato (F3).

O grao-de-bico ¢ uma leguminosa rica em carboidratos e fibras com funcdo
prebidtica e proteinas, assim como em minerais (Ca, Fe, Mg, Mn, P e Zn) e aminoécidos
livres (CORTES-GIRALDO et al., 2016; DAI et al., 2017, RACHWA-ROSIAK;
NESBENY; BUDRYN, 2015; BELL, 2003). No entanto, a formulagdo com 20 % de
extrato de grao-de-bico (F3) apresentou o menor percentual de carboidratos. O valor
médio de F3 foi significativamente (p < 0,05) menor que o valor obtido para F1 (controle).
Esse resultado mostrou que os carboidratos ndo foram, portanto, o fator diferencial para
a maior viabilidade de L. paracasei LBC 81 na bebida com 20 % de extrato de grao-de-
bico (F3).

Por outro lado, considerando-se que o percentual de proteina no extrato de grao-
de-bico ¢ 2,1 % (RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020), enquanto no suco de abacaxi
¢ cercade 0,43 % (GHAFARI; ANSARI, 2018), ¢ possivel que a presenca de aminoacidos

do grao-de-bico, entre os quais a arginina, tenha sido favoravel a sobrevivéncia de L.
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paracasei, por serem essenciais para sua atividade metabolica e defesa frente as condig¢des
de estresse acido e baixa temperatura (WANG; CUI; QU, 2018; MARTINEZ-
VILLALUENGA et al., 2006; SIDHU et al., 2020; HUSSEIN et al., 2020; SAARELA et
al.,  2006; DONKOR et al, 2007, NUALKAEKUL; DEEPIKA;
CHARALAMPOPOULOS, 2012; PIMENTEL et al., 2015).

Segundo Papadimitriou et al. (2016), o metabolismo de aminoacidos livres ¢é
crucial para a resisténcia ao estresse em bactérias lacticas. Esses mesmos autores afirmam
que a desaminacao e a descarboxilacdo de aminodcidos livres estdo entre as principais
rotas para de prote¢do cruzada favoraveis ao crescimento e sobrevivéncia de BALs em
condi¢des de estresse. BALs com potencial probiotico podem tolerar acidez neutralizando
seu citoplasma através de vias de descarboxilagdo ou desamina¢do de aminodcidos
disponiveis no meio (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018). Por meio dessas vias, o
acimulo de aminodacidos intracelular aumenta o pH do citoplasma e a célula consegue se
manter protegida. A arginina desaminase, enzima chave no metabolismo de aminoacidos
para o controle do pH citoplasmatico, converte a arginina a ornitina, que ¢ utilizada para
a producao de ATP, dioxido de carbono e amodnia. A amodnia ¢ uma substancia alcalina que
neutraliza acidos (WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018; WANG; CUI; QU, 2018;
WU et al., 2012). A glutamato descarboxilase, outra enzima chave expressas pelas BALs,
¢ responsavel pela conversdo de glutamato a y-aminobutirato, que também aumenta o pH
intracelular em estresse acido (WANG; CUI; QU, 2018).

O percentual de fibra bruta obtido para a formulag¢do com 20 % de extrato de grao-
de-bico foi significativamente (p < 0,05) maior que os percentuais de F1 e F2, sendo
compativel com a maior viabilidade de L. paracasei em F3. Esse resultado indica que a
adicao de 20 % de extrato de grdo-de-bico pode ter contribuido com mais fibras
prebidticas quando comparado as bebidas F1 e F2, podendo ter conferido protecdo
adicional as células em condi¢des de baixo pH e temperatura (SAARELA et al., 2006). A
suplementagao de bebidas a base de suco de fruta com fibras prebidticas como B-glucana,
inulina e FOS tem demonstrado manter a viabilidade e estabilidade de estirpres
probidticas nesses produtos (SAARELA et al., GHAFARI; ANSARI, 2018; PIMENTEL
et al., 2015). Na Figura 3b, em que a viabilidade de L. paracasei € observada em relagdo
ao tempo de armazenamento, ¢ possivel observar que a contagem aumentou do tempo
inicial ao 7° dia (8,1 log UFC/mL a 8,5 log UFC/mL) e sofreu discreta redugdo no 14° dia
(8,4 log UFC/mL), seguida de discreto aumento no 21° dia (8,5 log UFC/mL) e um ligeiro

decréscimo no 28° dia (aproximadamente 8,5 log UFC/mL). O aumento da viabilidade de
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L. paracasei seguido de decréscimo independentemente do tipo de bebida corresponde a

um modelo polinomial ajustado pela equagdo de 2° grau (Figura 3b e Tabela 3).

Tabela 3 — Equactes de regresséo e valor r? de diferentes parametros (acidez titulavel,
pH, viabilidade e solidos soluveis) de bebidas de suco de abacaxi e extrato de gréo-de-

bico durante 28 dias de armazenamento a 4 °C.

Formulacbes

Variaveis (F)! Equaces de regressdo r? EER
Acidez titulavel ¥ =8.5160 0.2726x 0.973 0.18
F1 ¥=3.6420 - 0.0276X 0.7957 0.1785
pH F2 ¥ =23.7720 - 0.0317x 0.8467 0.1725
§=3.9423 - 0.0724x +
F3 0.0019x? 0.9284 0.1558
9 =8.1591 + 0.0435x -
Viabilidade 0.0012x? 0.8167 0,1096
Sélidos soluveis ¥ =12.6760 - 0.00176x 0.8116 0.1082

EPE: Erro Padrio da Estimativa

Assim como neste estudo, no estudo de Fonseca (2022) com suco de maracuja
fermentado com cultura mista de Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 e
Lacticaseibacillus L. paracasei LBC 81, a viabilidade observada durante estocagem por
28 dias a 4 °C também foi acima de 8 log UFC/mL, mesmo com redu¢dao de pH a um
valor de 3,51. A variagdo nas contagens de cé€lulas viaveis no presente estudo difere do
que se observou no estudo de Ghafari e Ansari (2018) com bebidas de suco de abacaxi
suplementadas com L. rhamnosus e L. casei e adicionadas de inulina, em que a tendéncia
observada foi de redugao durante os 28 dias de armazenamento a 4 °C, resultando em uma
viabilidade entre 4,53 e 6,45 log UFC/mL, inferior aos valores obtidos para a bebida de
suco de abacaxi e extrato de grao-de-bico (GHAFARI; ANSARI, 2018). Por outro lado,
de modo semelhante ao que se observou neste estudo em relagdo ao comportamento de
L. paracasei LBC 81, em bebidas de extratos de grao-de-bico e coco adicionadas de
diferentes teores de acucar e fermentadas, a tendéncia também foi, independentemente da
formulagdo, de crescimento da populacdo dessa estirpe ao longo do tempo de
armazenamento (MESQUITA et al., 2020). A viabilidade final, independentemente do
tempo, ultrapassou 8,0 log UFC/mL, proximo ao valor médio obtido para as bebidas de
suco de abacaxi e extrato de grao-de-bico. Outra semelhanga entre o presente estudo e o
estudo de Mesquita et al. (2020) ¢ o decréscimo de pH e SST e o aumento de AT e como

isso ndo afetou a viabilidade final (MESQUITA et al., 2020). Certamente, os compostos
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nitrogenados presentes no extrato de grao-de-bico em ambas as bebidas contribuiram para
esses resultados de viabilidade. Segundo Nualkaekul, Salmeron e Charalampopoulos
(2011), a concentragdo minima de proteina sugerida para manter a viabilidade probiotica
¢ 0,3 %. Baixo percentual de proteina (0,04 %) foi associado a reducdo na viabilidade de
L. paracasei subsp paracasei em suco de maga adicionado de oligofrutose e armazenado
nas mesmas condi¢cdes que as bebidas de suco de abacaxi e extrato de grio-de-bico
(PIMENTEL et al., 2015).

O aumento da viabilidade de L. paracasei no inicio do armazenamento (Figura
3b) demonstra que todas as bebidas formuladas podem ser consideradas excelentes
substratos para essa estirpe. Contudo, no final do armazenamento houve um pequeno
decréscimo da viabilidade de L. paracasei. Esse comportamento ¢ esperado, visto que no
final do armazenamento a bactéria pode sofrer danos fisioldgicos decorrentes de baixas
temperaturas, que lentificam rea¢des quimicas e inibem o crescimento bacteriano, € os
proprios metabodlitos gerados pela cultura podem estar associados a redugdo da
viabilidade (VOGADO et al., 2018). Somado a isso, as BALs s3o anaerobias e
aerotolerantes, e algumas cepas de Lactobacillus suportam uma concentragdo de até 21
% de oxigénio. Essas bactérias sdo desprovidas de catalase e ndo sintetizam componentes
da cadeia de transporte de elétrons. Assim, o substrato € utilizado para produzir adenosina
trifosfato (ATP) pelo metabolismo fermentativo e sofre reagdes de oxidacdo e reducdo
mediadas por NADH, cuja oxidacdo envolve a reducdo de oxigénio molecular via NADH
oxidase (TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004). Todavia, esse processo pode resultar
em redugdo incompleta de oxigénio molecular e gerar espécies reativas de oxigénio que
se difundem através da membrana da célula do micro-organismo. O acumulo desses
metabolitos toxicos causa danos oxidativos e consequente morte celular (BOZA-
MENDEZ et al., 2012; HIGUCHI; YAMAMOTO; KAMIO, 2000). Além disso, com a
redu¢do do pH, mais energia na forma de ATP o micro-organismo precisa consumir para
manter um pH de homeostase entre os ambientes extracelular e intracelular. Esse
equilibrio € possivel com a a¢ao da ATPase, que hidrolisa ATP para gerar a energia que o
transporte de prétons do citoplasma para o exterior da célula precisa (CORCORAN et al.,
2005).

Assim, o esgotamento de substrato energético e as injurias do ambiente acido a
parede celular da bactéria deixam-na suscetivel a reducdo na viabilidade
(NUALKAEKUL; CHARALAMPOPOULOS, 2011). E importante ressaltar que o
decréscimo de viabilidade observado foi inferior a 1 log UFC/mL e ndo comprometeu a

funcionalidade da bebida, pois a contagem da estirpe permaneceu acima do limite minimo
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estabelecido para uma bebida ser considerada probidtica (WGO, 2017; GROM et al.;
2020; RANADHEERA et al., 2019; HILL et al.; 2014).

Assim como neste estudo, em que a adigédo de extrato de grédo-de-bico acentuou a
sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 em suco de abacaxi, outros estudos também tém
demonstrado que o suco de abacaxi quando suplementado pode acentuar a viabilidade de
estirpes probioticas (NGUYEN et al., 2019; ISLAM et al., 2021; GHAFARI; ANSARI,
2018; PALACHUM; CHOORIT; CHIST, 2021). Ghafari e Ansari (2018) observaram
que em suco de abacaxi suplementado com Lactobacillus casei (ATCC 39392) e
Lactobacillus rhamnosus (ATCC 1637) a adicdo de inulina proporcionou aumento
significativo (p < 0,05) na viabilidade destas estirpes em 28 dias de armazenamento a 4
°C. Outros autores mostraram que em suco de abacaxi fermentado com L. acidophilus
LA-5 a adicéo de soro de coalhada ndo comprometeu a viabilidade da estirpe em 28 dias
a4 °C (ISLAM et al., 2021). Palachum, Choorit e Chist (2021) também demonstraram
que, quando suplementado, o suco de abacaxi € um bom substrato para o crescimento de
Lactobacillus. Apds 21 dias de armazenamento a 4 °C, o suco de abacaxi fermentado com
extrato de malte apresentou viabilidade de L. plantarum WU-P19 entre 5,8 e 5,9 log
UFC/mL, enquanto na bebida controle (sem extrato de malte) a viabilidade foi
aproximadamente 5,6 log UFC/mL. Independentemente da suplementacdo com extrato
de malte, todas as bebidas apresentaram contagens de células viaveis acima de 10 em
100 mL do produto.

5.6. VIABILIDADE DE Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 APOS
EXPOSICAO AOS SUCOS GASTRICO E INTESTINAL

A viabilidade de L. paracasei nas diferentes formulacdes da bebida apds
eXposicao ao suco gastrico, intestinal e exposi¢do sucessiva aos sucos gastrico e intestinal

é apresentada na Figura 4.
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Figura 4 — Viabilidade de Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC 81 adicionada
as bebidas de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico apds exposicdo a

condigdes do trato gastrointestinal in vitro.

Independentemente do tipo de formulacéo da bebida, a viabilidade de L. paracasei
foi significativamente (p < 0,05) maior ap0s exposi¢do ao suco gastrico, com viabilidade
superior a 8 log UFC/mL (Figura 4a). O segundo maior valor médio obtido para
viabilidade foi apds exposicdo ao suco intestinal, aproximadamente 6 log UFC/mL
(Figura 4a), enquanto a menor viabilidade foi ap0s a exposi¢do sucessiva aos SucCos
gastrico e intestinal, cerca de 5 log UFC/mL (Figura 4a).

A viabilidade dessa estirpe tambem foi maior apds exposi¢do ao suco gastrico

quando presente em bebida elaborada com extratos de grédo-de-bico e coco. A taxa de
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sobrevivéncia foi 99,47 % na bebida fermentada, sendo significativamente (p < 0,05)
maior do que na bebida suplementada com L. paracasei LBC 81, em que a taxa de
sobrevivéncia foi a segunda maior, aproximadamente 90 % (MESQUITA et al., 2021).
Outros estudos também demonstraram que L. paracasei em substratos diversos pode
sobreviver mediante exposicdo acida, como em leite fermentado enriquecido ou nédo
enriquecido com biomassa de banana verde, refrigerado ou congelado, onde se alcancou
valores finais de viabilidade entre 7 e 8 log UFC/mL (VOGADO et al., 2019;
CAVALCANTI et al., 2019).

Tais resultados demonstram que essa estirpe pode apresentar uma tolerancia
intrinseca ao ambiente &cido ou capacidade de se adaptar a este meio, pois uma vez
exposta a esta e outras condicOes de estresse celular a bactéria pode sofrer alteracdes na
expressao de genes envolvidos em mecanismos de adaptacdo (VAN DE GUCHTE et al.,
2002). Expulsdo de prétons, descarboxilacdo de aminoacidos e inducdo de proteinas de
choque é&cido sdo outros mecanismos de resposta ao processo de adaptacdo da cepa as
condicGes adversas que se apresentam a sua sobrevivéncia, todos em funcdo de conferir
protecdo celular contra injarias letais préprias do estresse acido (VAN DE GUCHTE et
al., 2002).

No suco de abacaxi, L. paracasei LBC 81 pode ter se adaptado ao ambiente &cido
e ativado mecanismos de resisténcia que a protegeram de condic¢des acidas mais letais.
Véarios mecanismos de defesa ao ambiente &cido ja foram constatados em bactérias
lacticas (VAN DE GUCHTE et al., 2002; SANCHEZ et al., 2008; SIDHU et al., 2020;
WANG; CHELIKANI; SERVENTI, 2018).

Alguns estudos com suco de abacaxi com e sem prebiodtico suplementados com
diferentes espécies de Lactobacillus t€ém demonstrado sua sobrevivéncia ao estresse
gastrico e intestinal simulado in vitro NGUYEN et al. 2019; CAMPOS et al., 2019). L.
plantarum 299V e L. acidophilus La5 tiveram maior reducdo de viabilidade quando
expostos ao estresse gastrico, diferente do resultado obtido no estudo de Campos et al.
(2019), com bebida mista de jucara e abacaxi, em que se observou maior redu¢do na
viabilidade de L. rhamnosus GG ap0s as fases entéricas.

Com a exposicdo ao suco intestinal, as contagens totais de F1, F2 e F3 foram,
respectivamente, 6 log UFC/mL, 5 log UFC/mL e 7 log UFC/mL, sem diferencas
significativas (p > 0,05) entre os diferentes tratamentos em relacédo ao tipo de exposicao.
A maior sensibilidade de L. paracasei ao suco intestinal pode estar associada a presenca
de sais biliares. Os sais biliares sdo considerados altamente toxicos aos micro-organismos

e as membranas bacterianas sdo seus principais alvos de acdo (BUSTOS et al., 2018).
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Esses mesmos autores afirmam que a tolerancia aos sais biliares é dependente da cepa e
apresenta extrema variabilidade ainda que dentro do mesmo género ou espécie.

A exposicdo ao suco gastrico seguida da exposicao ao suco intestinal demonstrou
ser a condicdo mais letal para L. paracasei LBC 81 na formulacdo controle (F1). A
viabilidade de L. paracasei em F1 sofreu reducéo estatisticamente significativa (p < 0,05)
de 8 log UFC/mL (ap0s exposi¢do ao suco gastrico) para menos que 4 log UFC/mL, ap6s
a exposicdo aos dois sucos digestivos. No estudo de Vogado et al. (2019), também se
observou alto percentual de reducdo da viabilidade de L. paracasei LBC 81 quando
exposta aos sucos gastrico e intestinal de forma sequencial. Esse decréscimo na
viabilidade apds exposi¢do ao duodeno e ao ileo também foi observado em ensaio de
digestdo simulada de Fonseca (2022) com cultura mista de Lacticaseibacillus L.
paracasei LBC 81 e Lactiplantibacillus L. plantarum CCMA 0743 em suco de maracuja
fermentado. Mesmo com a exposicdo ao pH 2,0 da pepsina (es6fago e estbmago), a
viabilidade da cultura foi 7,18 log UFC/mL, enquanto os valores médios obtidos apos
passagem pelo duodeno (pancreatina e sais biliares, pH 5,0, 30 minutos) e ileo (pH 6,5,
60 minutos) foram 5,83 e 5,77 log UFC/mL, respectivamente.

Neste estudo, diferentemente do que ocorreu com a viabilidade de L. paracasei na
formulacdo controle (F1), a adicdo de extrato de grdo-de-bico a bebida acentuou
significativamente (p < 0,05) a viabilidade ap6s exposi¢do sucessiva aos sucos gastrico e
intestinal (Figura 4b). Na bebida controle, a viabilidade de L. paracasei LBC 81 ap06s
exposicdo sequencial aos sucos gastrico e intestinal foi significativamente (p < 0,05)
menor em relacdo a exposicdo ao suco intestinal, 6 log UFC/mL. As formulacdes com
extrato de grao-de-bico (F2 e F3) demonstraram ser as mais protetoras com relacdo a
estirpe (Figura 4b), com viabilidade apds a exposicdo sequencial significativamente (p <
0,05) maior nas formulagdes com extrato de grao-de-bico (F2 e F3). Embora a bebida F3
tenha apresentado viabilidade maior (8 log UFC/mL) que o observado para a bebida F2,
ndo houve diferenca estatistica entre os resultados de viabilidade. Com a exposi¢do ao
suco gastrico, a pepsina pode desfazer a ligagcdo peptidica entre aminoacidos, degradar a
membrana celular dos micro-organismos e causar danos que 0s tornam mais suscetiveis
ao poder letal da agdo dos sais biliares na exposic¢ao ao suco intestinal, pois facilita efeitos
como estresse osmatico, acidifica¢do intracelular e outros efeitos dos sais no citoplasma
da célula bacteriana que comprometem mais a viabilidade do micro-organismo
(CHAMPAGNE; GARDER, 2008; BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005; THANASSI;
CHENG; NIKAIDO, 1997). Acidos biliares e enzimas digestivas (lipases, proteases e
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amilases) tém acdo de ruptura da membrana celular da bactéria, podendo assim prejudicar
sua viabilidade (YAO et al., 2018; YAO et al., 2020).

Com a adicdo de extrato de gréo-de-bico as formulagdes F2 e F3, a viabilidade de
L. paracasei ao estresse sequencial passou a ndo apresentar diferenca significativa (p >
0,05) em relacdo a exposicéo ao suco intestinal. Para a formulacdo F2, com 90% de suco
de abacaxi e 10% de extrato de grdo-de-bico, obteve-se aproximadamente 5 log UFC/mL
tanto apds exposto ao suco intestinal como apds a exposicdo sequencial. Para a
formulacéo F3, com 80% de suco de abacaxi e 20% de extrato de gréo-de-bico, obteve-
se um valor médio superior ao de F2, cerca de 7 log UFC/mL, porém sem diferenca
estatistica.

Essa protecdo conferida durante o estresse sequencial pode ter relacdo com a
composicdo quimica do grdo-de-bico, especialmente aminoacidos e micronutrientes
(minerais e vitaminas), considerando-se que 0s percentuais de proteinas foram
significativamente maiores (p < 0,05) em F2 e F3 e o percentual de cinzas foi
significativamente (p < 0,05) maior em F3. Aminoécidos séo utilizados no metabolismo
das BALs para a manutencdo de funcdes vitais, atividade metabodlica, crescimento
microbiano e resisténcia as condicdes de estresse (WANG; CUI; QU, 2018). Valina,
leucina, isoleucina, arginina e prolina sdo alguns dos aminoécidos que sdo acumulados
no interior do citoplasma das BALs como resposta ao estresse (WANG; CUI; QU, 2018).
Para a defesa de L. paracasei em condicdes letais, aminoacidos do grdo-de-bico, como
arginina e glutamato, podem ter sido, respectivamente, desaminado e descarboxilado
pelas BALs para o seu acumulo intracelular, um mecanismo que aumenta o pH
citoplasmatico, neste caso com vistas a resistir a acao surfactante e deletéria de dos sais
biliares (VAN DE GUCHTE et al., 2002; DE ANGELIS; GOBBETT]I, 2004; FIOCCO
et al., 2020; CASAROTTI; PENNA, 2015; CORTES-GIRALDO et al., 2016; WANG;
CHELIKANI; SERVENTI, 2018). O consumo de arginina pela via da arginina
desaminase também gera energia na forma de ATP para a manutencdo desse sistema de
protecdo das BALSs. As fibras, encontradas em percentuais significativamente (p < 0,05)
maiores nas bebidas F2 e F3, podem ter contribuido para a maior viabilidade de L.
paracasei nestas formulacBes devido & sua funcdo prebidtica e capacidade de
imobilizacéo fisica da bactéria (referéncia). Além disso, os exopolissacarideos da parede
celular das BALs tém sua producdo aumentada em condi¢des acidas e formam barreira
fisica contra a acéo de sais biliares, acido e estresse osmético, o que melhora a resposta
do micro-organismo aos fatores agressores (BOKE; ASLIM; AVCI, 2010; URIOT et al.,
2017; ALP; ASLIM, 2010; CAGGIANIELLO; KLEEREBEZEM; SPANO, 2016).



60

6. CONCLUSAO

As bebidas de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico demonstraram-se
substratos adequados para a incorporacdo de L. paracasei LBC 81. A adicdo de extrato
de grdo-de-bico aumentou os teores de proteinas, fibra bruta e residuo mineral das
bebidas. A viabilidade da estirpe ndo foi comprometida pela adicdo do extrato de gréo-
de-bico, apresentando uma populacdo de L. paracasei superior ao minimo recomendado
para um produto ser considerado probidtico. As formulagdes, incluindo a formulagéo sem
adicdo de extrato de grdo-de-bico, apresentaram reducdo de pH e aumento da acidez
titulavel durante os 28 dias de armazenamento. Além disso, as formulacdes elaboradas
com extrato de grdo-de-bico acentuaram a sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81 ap0s
exposi¢do sequencial aos sucos gastrico e intestinal. A bebida F3, em termos de proteinas,
residuo mineral e fibra bruta, sobressaiu-se a bebida F2, contudo néo foi o suficiente para
que demonstrasse diferencas significativas (p < 0,05) quanto a viabilidade em estocagem
e ap6s digestdo sequencial in vitro. Assim, ambas as formulacbes apresentaram o0s
resultados esperados com o acréscimo de extrato. O extrato de grdo-de-bico pode ser
utilizado como prebidtico e protetor da estirpe L. paracasei LBC 81 em suco de abacaxi,
sem ter influéncia em caracteristicas fisico-quimicas como pH, acidez titulavel e solidos
soluveis totais, assim como na estabilidade do produto a 4 °C, temperatura que esta dentro
da faixa recomendada para produtos probidticos (MORTAZAVIAN et al., 2007;
TRIPATHI; GIRI, 2014). Portanto, a bebida de suco de abacaxi e extrato de grdo-de-bico
demonstrou excelente aptiddo como matriz carreadora para a estirpe L. paracasei LBC
81. Assim, esta bebida pode ser uma alternativa de bebida probid6tica exclusivamente
vegetal e & base de suco de fruta. Para verificacdo da aceitabilidade da bebida, a anlise

sensorial deve ser realizada.
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