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RESUMO

A sapota-do-Solimdes da Amazo6nia produz um suco rico em nutrientes, fibras, acido
ascorbico e outros micronutrientes. O conteudo em agucares, e pH é favoravel para o
crescimento de bactérias probidticas possibilita seu uso como matriz para producédo de
sucos funcionais que podem favorecer o microbioma intestinal diminuindo o risco de
dishiose. Com isso a fermentacdo desse suco com a cepa Lacticaseibacillus casei B-442
se torna viavel para a producdo de um suco probidtico. E com a adicdo de
frutooligossacarideos (FOS) pode ser produzido um simbiético, relacionado ao aumento
da viabilidade do probiético diante de condi¢bes gastrointestinais. Com isso esse estudo
desenvolveu um suco probidtico (SSP) e um simbiotico (SSS) de sapota-do-Solimdes e
avaliou a viabilidade por meio de digest&o in vitro e durante o armazenamento de 30 dias
a 4 °C. O SSS e SSP apresentaram boa resisténcia a digestdo in vitro com contagem de
aproximadamente 8 e 4 log UFC/mL, respectivamente, apos 6h de digestdo in vitro. A
digestéo in vitro com caldo MRS fermentado e o suco de sapota-do-Solimbes com L.
casei B-442 n&o fermentado obtiveram contagens menores demonstrando a capacidade
dos sucos funcionais em proteger os probidticos. Durante 0 armazenamento, a taxa de
sobrevivéncia do SSS caiu para 82%, enquanto o SSP caiu para 95%. No entanto, esses
valores ndo afetaram a digestdo in vitro apds 30 dias de armazenamento a frio mantendo
valores aproximadamente 8 e 4 log UFC/mL para SSS e SSP, respectivamente. Os
compostos fendlicos aumentaram apds a fermentacdo para SSS (140%) e apds
armazenamento para 0 SSP (120%). Os FOS favoreceram a maior viabilidade do SSS
durante as condigdes gastrointestinais. No entanto, ndo foi consumido pela cepa de L.
casei B-442 durante a fermentagdo ou armazenamento, preferindo glicose e sacarose no
SSP e glicose, frutose e sacarose no SSS. A producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) foi maior para SSS se destacando acético, latico e propidnico. Diante desses
resultados o SSS foi submetido a fermentacdo coldnica in vitro antes e apos o
armazenamento. O SSS promoveu um efeito positivo as diferentes microbiotas fecais
prevalecendo os filos Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria. Os FOS aumentaram a
abundancia do género Bifidobacterium, no SSSO e SSS30, prevalentes em microbiotas
saudaveis. O aumento da do indice de alfa-diversidade Chaol foi visto para o suco antes
e apls 0 armazenamento, mas ndo para diversidade com a diminui¢do do Shannon para
SSS30 apos a fermentacdo colénica. Os FOS foram totalmente consumidos pelas duas

microbiotas fecais, mas no SSS30 48 h a frutose ndo foi totalmente consumida, devido a



uma menor quantidade de microrganismo metabolizadores de frutose como o
Streptococcus. Os AGCC aumentaram para as duas microbiotas, mas o &cido citrico
reduziu 8 vezes seu valor durante fermentacéo colénica em SSS30. A bioacessibilidade
do acido ascorbico demonstrou sua instabilidade em condicGes entéricas, além do
favorecimento da abundancia de Actinobacteria. Portanto, o suco de sapota-do-Solimdes
€ uma matriz viavel para producéao de sucos funcionais contendo probi6ticos e prebidticos
capazes de causar mudancas benéficas na microbiota intestinal humana com possiveis

beneficios a saude.

Palavras-chave: Probiotico; Simbidtico; Digestdo in vitro, Frutooligossacarideos;
Microbiota intestinal.



ABSTRACT
The sapota-do-Solimdes from the Amazonian produces a juice rich in nutrients, fiber,
ascorbic acid and other micronutrients. The sugar content and pH are favorable for the
growth of probiotic bacteria, allowing its use as a matrix for the production of functional
juices that can favor the intestinal microbiome, reducing the risk of dysbiosis. Thus, the
fermentation of this juice by the strain Lacticaseibacillus casei B-442 becomes feasible
for the production of a probiotic juice. Moreover, the addition of fructooligosaccharides
(FOS) a synbiotic can be produced, which can increase probiotic viability under
gastrointestinal conditions. Therefore, this study developed a probiotic juice (SSP) and a
synbiotic juice (SSS) of sapota-do-Solimdes and evaluated the viability through in vitro
digestion and during storage for 30 days at 4 °C. SSS and SSP showed noteworthy
survival through in vitro digestion with counts of approximately 8 and 4 log CFU/mL,
respectively, after 6h of in vitro digestion. In vitro digestion with fermented MRS broth
and sapota-do-Solimdes juice with L. casei B-442 non-fermented presented lower counts,
demonstrating the ability of the functional juices to protect probiotics cells. During
storage, the SSS survival rate dropped to 82% while the SSP dropped to 95%. However,
these values did not affect in vitro digestion after 30 days of cold storage, maintaining
values approximately 8 and 4 log CFU/mL for SSS and SSP, respectively. Phenolic
compounds increased after fermentation for SSS (140%) and after storage for SSP
(120%). FOS favored greater SSS viability during gastrointestinal conditions. However,
it was not consumed by L. casei B-442 during fermentation or storage period, preferring
glucose and sucrose in the SSP and glucose, fructose and sucrose in the SSS. The
production of short chain fatty acids (SCFA) was higher for SSS, highlighting acetic,
lactic and propionic. From these results, the SSS was subjected to colonic fermentation
in vitro before and after storage. The SSS modulated the different fecal microbiota,
prevailing the phyla Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes and Actinobacteria. FOS
increased the abundance of the genus Bifidobacterium, in SSSO and SSS30, prevalent in
healthy microbiota. The increase in the alpha-diversity index Chaol was seen for the juice
before and after storage, but not for diversity with the decrease from Shannon for SSS30
after colonic fermentation. FOS were fully consumed by the two fecal microbiotas, but at
SSS30 48 h fructose was not fully consumed, due to a lower abundance of fructose-
metabolizing microorganisms such as Streptococcus. SCFA increased for both
microbiotas, but citric acid reduced its value 8-fold during colonic fermentation in SSS30.

The bioaccessibility of ascorbic acid demonstrated its instability under enteric conditions,



however may favored the abundance of Actinobacteria. Therefore, sapota-do-Solimdes
juice is a viable matrix for the production of functional juices containing probiotics and

prebiotics capable of causing beneficial changes in the human intestinal microbiota with
possible health benefits.

Palavras-chave: Probiotic; Synbiotic; In vitro digestion; Fructooligosaccharides; Gut
microbiota.
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1 INTRODUCAO

O fruto Amazonico, sapota-do-Solimdes (Quararibea cordata Vischer)
possui uma variedade compostos como vitaminas, carotenoides, minerais, fibras e
carboidratos que podem ser usados como substrato por microrganismos probidticos e
outros microrganismos da microbiota intestinal (ELSHAHED et al., 2020; MONTEIRO
etal., 2018c; SILVA et al., 2022). Essa variedade de compostos bioativos pode favorecer
a saude através da modulagdo da microbiota intestinal, reduzindo os microrganismos
nocivos (BRASILI et al., 2019; WANG et al., 2021a). Além disso, 0 interesse em
alimentos prontos para consumo € uma tendéncia crescente devido a busca por habito
mais saudaveis, principalmente, apés a pandemia do COVID-19 que impulsionou o
crescimento do mercado de bebidas funcionais, o qual pode chegar a US$ 200 milhdes
até 2030 (ALLIED MARKET RESEARCH, 2021; ANTUNES et al., 2020; PIMENTEL
etal., 2019).

Os probioticos sdo "microrganismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a salde do hospedeiro”. No entanto, para
chegar até o intestino as células probioticas tém que suportar condi¢cBes adversas
principalmente durante o processo digestivo, incluindo pH, pressdo osmotica, estresse
oxidativo (Collado; Vinderola; Salminen, 2019; Guan; Liu, 2020). Além disso, manter
a viabilidade das celulas probiéticas durante o armazenamento entre 6-7 log UFC/mL.
Para superar todos os obstaculos as células probidticas possuem mecanismos que
envolvem bomba de prétons, modulacdo de membrana, producdo de exopolissacarideos
entre outros (HILL et al., 2018; VALERO-CASES et al., 2020). Por outro lado, 0s
componentes alimentares também podem desempenhar um papel fundamental na defesa
celular probiotica, uma vez que lipidios, solidos soltveis, agucar, compostos bioativos,
fibras dietéticas e até mesmo a capacidade tamponante podem mitigar o efeito nocivo
contra a célula probidtica (LARSEN et al., 2018; MARTINEZ et al., 2011; SOARES et
al., 2019).

Os sucos simbioticos também desempenham um papel importante no
mercado de bebidas funcionais porque combinam os efeitos de substratos fermentaveis
(prebidticos) e microrganismos vivos (probioticos) para conferir beneficios a saude
(CUNNINGHAM et al., 2021b). O consumo de simbioticos foi relacionado a diminuicao

da disbiose e a melhora da funcdo da barreira intestinal levando ao alivio do risco/ou
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sintomas de alergia, diabetes, sindrome metabdlica, transtorno do espectro autista e outras
doencas relacionadas ao intestino (DUQUE et al., 2021; QI et al., 2022; SANGOUNI;
GHAVAMZADEH, 2019). A producdo de sucos simbioticos com frutooligossacarideos
prebidticos (FOS) melhora os beneficios para a salde aumentando a sobrevivéncia do
probiotico durante condi¢Bes gastrointestinais (GIT) (variacdo de pH, sais biliares e
enzimas digestivas), aumentando a producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e
promovendo o equilibrio da microbiota intestinal (CHENG et al., 2020; FREIRE;
RAMOS; SCHWAN, 2017; MACIEL DA SILVA; HENRIQUE CAMPELO;
RODRIGUES, 2022; TANDON et al., 2019; TULUMOGLU; ERDEM; SIMSEK, 2018).
Além disso, bactérias do género Lacticaseibacillus como Lacticaseibacillus casei B-442
(Lactobacillus casei B-442) sdo amplamente utilizadas na fermentagéo de suco de frutas
para aumentar o sabor, e conteudo de compostos bioativos (COSTA et al., 2013b; LEITE
et al., 2021b; MACIEL DA SILVA; HENRIQUE CAMPELO; RODRIGUES, 2022;
PEREIRA et al., 2013a).

No entanto, uma etapa importante para o estudo de sucos funcionais,
probidticos e simbidticos, é a avaliacdo da interacdo com a microbiota intestinal. Pois
trata-se de um sistema complexo composto por uma grande diversidade de
microrganismos que desempenham func@es diferentes e sua modulagdo esta diretamente
associada aos beneficios a saude (LIU et al., 2017). A microbiota intestinal humana é
caracterizada pela alta abundancia de dois filos Bacteroidetes e Firmicutes, mas também
pode apresentar Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia
(DIAZ-GARCIA; FLORES-MEDINA; SORIANO-BECERRIL, 2019). Alguns estudos
vém destacando a diminuicdo da razdo Firmicutes/Bacteroidetes com a regulacdo de
lipidios, &cido biliar e metabolismo do agucar no hospedeiro (AYIMBILA et al., 2022;
WANG et al., 2021a). Além disso, a ingestdo de FOS pode afetar positivamente a
microbiota intestinal aumentando a abundancia de géneros benéficos como
Bifidobacterium, Blautia e Coprococcus (MAO et al., 2018).

Portanto, este estudo traz o suco de sapota-do-Solimbes como uma nova
matriz para a producdo de sucos funcionais probidtico e simbidtico. Assim, 0s sucos
funcionais serdo desenvolvidos e avaliados quanto a concentragdo de compostos
fenolicos, viabilidade do L. casei B-442 durante digestdo in vitro, teor de agucares,
AGCC, consumo de FOS e a bioacessibilidade de &cido ascorbico. Além de estudar o

efeito do suco simbidtico na composic¢éo da microbiota intestinal humana.
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2 REVISAO

2.1 Probioticos

Em 2002, a FAO (Organizacao das Nacbes Unidas para a Alimentacédo e a
Agricultura) definiu os probidticos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a satide do hospedeiro.
A definicdo foi mantida e atualmente utilizada de acordo com a Associagdo Cientifica
Internacional de Probioticos e Prebiodticos (ISAPP) (SWANSON et al., 2020). Os
probidticos funcionam como ativadores imunes direcionados a células procarioticas e
eucarioticas, melhorando o sistema imunoldgico, através da modulacdo de cepas
enddgenas, protecdo da barreira do trato intestinal, regulacdo do sistema imunoldégico,

influéncia sobre aferentes vagais e manutencao da homeostase (GAO et al., 2022).

A maioria dos probiédticos sdo lactobacilli, bifidobacteria e outras bactérias
acido latica (BAL) (CUNNINGHAM et al., 2021a). Em 2020 bactérias do género
Lactobacillus (261 espécies) foram divididas em 25 novos géneros devido a diversidade
fenotipica, ecologica e genotipica. Sdo eles: Lactobacillus, Paralactobacillus,
Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus,
Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus,
Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus,
Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus,
Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus,
Secundilactobacillus e Lentilactobacillus (ZHENG et al., 2020). Além disso, uma gama
de microrganismos do microbioma humano vem sendo caracterizados apresentando
potenciais beneficios a satde sendo considerados como a proxima geracao de probidticos.
Entre os microrganismos estdo Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides spp.,
Roseburia intestinalis, Eubacterium spp., e Akkermansia muciniphila (CUNNINGHAM
et al., 2021b). Porém, as alegacdes potenciais de salude devem ser comprovadas por

estudos rigorosos e bem planejados em animais e seres humanos.

As BAL séo geralmente reconhecidas como seguras (GRAS) e residentes
transitorios do intestino humano, adaptando-se as condig¢des do intestino e persistindo por
varios dias ou semanas ap6s o consumo (YIN et al., 2014). As cepas de BAL podem ser

classificadas como homofermentativas ou heterofermentativa. Os microrganismos



23

homofermentativos usam hexoses através da glicélise para formar 2 mol de acido latico
e 2 mol de ATP a partir de uma molécula de glicose. Enquanto, os heterofermentativos
convertem quantidades equimolares de acido latico, acetato ou etanol, e CO;, atingindo 1
mol de ATP (BASSO et al., 2014). Durante o metabolismo dos agucares, as cepas de
BAL produzem diferentes metabolitos, incluindo os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) butirico, propibnico e isobutirico, que desempenham um papel importante como
fonte de carbono para o microbioma intestinal do hospedeiro. Esses AGCC tém de 1-6
atomos de carbono na cadeia alifatica, sendo ramificados ou linear (MARKOWIAK-
KOPEC; SLIZEWSKA, 2020).

Os probidticos tém um papel fundamental como alimento funcional devido a
sua atividade biologica. No entanto, os beneficios para a saldde promovidos pelas
bactérias probidticas dependem da contagem de células vivas, que devem ser mais de 6
log UFC/mL (ABDEL-HAMID et al., 2019). A ingestdo regular de probioticos pode
modular o microbioma intestinal reestabelecendo homeostase intestinal e prevenindo
muitas doengas (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020). No entanto, 0 consumo
e os atributos funcionais dos probioticos sdo influenciados por diferentes fatores como
dieta, idade, medicacdo e condi¢des de salde que acarretam em mudancas drasticas na
microbiota intestinal (YIN et al., 2014). Além disso, a habilidade dos probidticos para
melhorar a imunidade humana vem sendo destaque na mitigacdo dos sintomas do
COVID-19 (Coronavirus, SARS-COV-2). O uso de suplementacdo probidtica para
prevenir ou tratar infeccdes respiratdrias reforca os beneficios dos probiéticos na reducéo
dos sintomas do COVID-19 (OLAIMAT et al., 2020). Pois a ingestdo regular de
probidticos pode aumentar a imunidade da mucosa e diminuir a inflamacéo intestinal,

levando a infecgbes menos graves (ANTUNES et al., 2020).

As induastrias que processam produtos probidticos fornecem um ambiente
adequado para as células aumentarem suas taxas de sobrevivéncia através das condicdes
adversas dos tratos gastrointestinais. As cepas iniciais no processo industrial séo
geralmente usadas no final da fase exponencial ou na fase de crescimento estacionario
devido a altas densidades celulares (WANG et al., 2012). E padronizado na industria de
alimentos e bebidas as células viaveis minimas de 6 a 7 log UFC/g ou mL (BEHERA;
PANDA, 2020). No intestino, a sobrevivéncia e a residéncia de probidticos podem ser

influenciadas pela matriz utilizada como portador, e pela dose de probioticos (VALERO-
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CASES et al., 2020). A interacdo entre matriz alimentar e a cepa probidtica afeta sua
viabilidade e estabilidade, portanto, diferentes fatores extrinsecos (temperatura) e
intrinseco (nutrientes, pH, sélidos sollveis, acidez e potencial redox) devem ser

controlados para evitar a morte celular (AFZAAL et al., 2020).

Mundialmente, o leite € um alimento popular 0 que aumenta sua
aceitabilidade como matriz probidtica. O consumo de probiéticos em matriz lactea
garante sua viabilidade ao longo da vida til do produto e diante das condic¢des adversas
no trato gastrointestinal. Os produtos lacteos fermentados foram um dos primeiros
alimentos funcionais considerados pelo mercado de alimentos funcionais (DA COSTA et
al., 2017). A atividade proteolitica em relagdo a proteina do leite das cepas de probidticos
permite a producdo de peptideos bioativos que promovem atividade antioxidante e ACE-
inibitéria (ABDEL-HAMID et al., 2019). Atualmente, o iogurte ainda é o principal
alimento probi6tico, sendo preparado através da fermentacdo de BAL (BEHERA;
PANDA, 2020). No entanto, o leite tem componentes alergénicos que provocam danos
a saude de quase 10% da populacdo mundial (DIMASSI et al., 2020). Além disso, 0s
laticinios ndo agradam alguns consumidores devido ao maior teor de gordura e colesterol
(BEHERA; PANDA, 2020). A tendéncia atual do vegetarianismo também aumenta a
necessidade de produtos ndo lacteos para atenderem a demanda por alimentos probidticos

nao lacteos.

Portanto, as matrizes ndo lacteas vém demonstrando sua viabilidade como
matriz para probioticos. Sucos de frutas sdo os mais proeminentes entre as alternativas
devido & variedade de compostos bioativos, minerais, vitaminas e, principalmente, teor
de acUcar a ser usado como fonte de carbono. A producdo de suco de frutas probidticos
se da pela adicdo da cepa probiotica ou atraves de processos fermentativos. A primeira
opcéo € interessante que seja usada com cepas resistentes a acidez ou com células
imobilizadas. L. plantarum CNPCO03 e L. casei BGP93 adicionados em suco misto de
morango, banana e jucara (Euterpi eudulis) mostrou que L. plantarum CNPCO003 foi mais
resistente as condicdes gastrointestinais. A letalidade foi inferior a 2 log UFC/mL por 30
dias (RIBEIRO et al., 2020). No entanto, durante a fermentacdo, a produgéo de &cidos
organicos pode aumentar a sobrevivéncia das BAL devido a adaptacdo as condicdes
acidas (PEREIRA et al., 2017a). Assim, diferentes sucos de frutas promoveram o

crescimento celular de probidticos sem a adicdo de qualquer suplementacdo, incluindo
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suco de romd, laranja, lichia, caju entre outros (MIRANDA et al., 2019; MUSTAFA et
al., 2020; PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011; WEN et al., 2020).

Os probidticos existem em todo o trato intestinal humano, sendo mais ativos
no célon. Porém, as células devem sobreviver as condi¢des acida do estbmago para aderir
ao epitélio intestinal e exercer suas propriedades benéficas. Para isso a capacidade de
hidrofobicidade e auto agregacdo dos probioticos sdo responsaveis por essa capacidade
de aderéncia (VALERO-CASES et al., 2020). Além disso, a variedade de compostos
antimicrobianos aumenta sua eficacia como biopreservador, dentre eles acido latico,
acido aceético, acido fenil-latico, &cidos graxos, compostos proteinaceos, dipeptideos
ciclicos, bacteriocinas e peroxido de hidrogénio (ABOULOIFA et al., 2021). A sintese
de metabolitos secundarios como acido latico e exopolissacarideos esta relacionada a
capacidade das cepas de BAL sobreviverem em condi¢fes adversas como pH gastrico e
enzimas digestivas, mantendo sua viabilidade e aumentando a viscosidade do meio
(VAMANU, 2017).

A taxa de sobrevivéncia durante o processamento e armazenamento de
produtos probidticos depende das cepas e dos componentes da matriz alimentar que
podem promover alteragdes no pH, oxigénio e nutrientes (CASTELLANOS FUENTES
et al., 2020). Além disso, a adi¢do de prebidtico pode aumentar a sobrevivéncia celular
devido a protecdo fisica contra condicbes adversas gastrointestinais. Pectina tem o
potencial de proteger bactérias probidticas durante o processo de digestdo. O efeito
benéfico foi observado para as pectinas com alto grau de metoxilacéo, indicando que o
acido poligalacturénico da sua estrutura é essencial para a protecdo bacteriana. Alguns
dos mecanismos propostos foram forcas eletrostaticas devido a natureza anidnica das
pectinas e ao efeito estérico promovido pelos carboidratos neutros nas cadeias laterais de
pectina (LARSEN et al., 2018). As células probidticas também podem melhorar sua
sobrevivéncia mitigando as condic¢des adversas durante o armazenamento e o ambiente

gastrointestinal através de mecanismos de resposta ao estresse.

2.1.1 Mecanismos de resposta ao estresse das Lactobacillaceae

As bactérias da familia Lactobacillaceae possuem mecanismos de defesa

contra condi¢des adversas que mitigam os danos celulares permitindo a sobrevivéncia
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celular durante o armazenamento e 0 processo digestivo. Sob condigdes de estresse, 0
metabolismo celular desacelera alterando o crescimento e o estado celular (viavel, viavel,
mas ndo cultivavel e inviavel). Em resposta, as células podem mudar as vias metabdlicas
para outras fontes de carbono, regular as proteinas chaperonas, catabolizar aminoacidos
e alterar a membrana. Essas adaptacfes metabdlicas sdo cruciais, porque levam a
producdo de energia, diminuindo o nivel de estresse para os microrganismos. O que pode
causar condicOes adversas a sobrevivéncia das Lactobacillaceae é variacdo de pH, sais
biliares, enzimas digestivas, temperatura, reacfes oxidativas, pressdo osmotica e
armazenamento (HILL et al., 2018; REALE et al., 2015). A ativacdo dos mecanismos
depende principalmente da condicdo de estresse, mas 0s componentes da matriz também

podem interferir na resposta celular.

2.1.1.1 pH

As células probidticas durante a fermentacdo produzem &cidos,
principalmente acido latico, trazendo uma resisténcia intrinseca aos ambientes acidos. O
acido € liberado para aumentar os prétons fora da célula que podem se difundir
passivamente nas células que desregulam o gradiente de pH transmembrana e a forca
motriz do proton (GUAN; LIU, 2020; HILL et al., 2018). Entre as contrarreagdes para
evitar danos estdo a via deiminase arginina, aminoacidos, bomba de protons F-ATPase

(FOF1), modulacdo da membrana celular e reparo de DNA e proteina danificados.

Para equilibrar o pH da célula, os aminoacidos podem ser desaminados para
que as fraces NHs reajam com prétons fora da célula para alcalinizar o meio. Esse
processo também acontece na via arginina deiminase, onde a arginina através de
diferentes enzimas produz NHs além de energia (NOVAK et al., 2016). A bomba de
prétons F-ATPase é empregada por microrganismos Gram-positivos para combater 0s
danos causados pelo estresse. A FOF1-ATPase consiste em uma porcdo catalitica (F1)
com cinco subunidades para hidrolise de ATP e uma porcdo de membrana integral (FO)
com trés subunidades, que funcionam como um canal membranoso para translocacéo de
prétons (CORCORAN et al., 2005). Esta enzima multimérica reversivel produz ATP
mantendo um fluxo de protons para dentro da célula. No entanto, sob estresse acido, a

molécula de ATP é hidrolisada revertendo o fluxo de prétons do citoplasma para fora da
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célula, preservando também a homeostase do pH intracelular (PAPADIMITRIOU et al.,
2016). Os microrganismos com a atividade 6tima do F-ATPase sob baixo pH tem sua
sobrevivéncia aumentada contra o estresse acido, pois esse mecanismo protege enzimas
importantes, por exemplo, L. casei 685 mostrou atividade F-ATPase 6timaem pH 5 a5,5
(NANNEN; HUTKINS, 1991). O estudo com seis cepas diferentes L. acidophilus
DPC201, L. plantarum DPC206, Pediococcus acidilactici DPC209, L. reuteri DPC16, L.
rhamnosus HNOO1 e Bifidobacterium lactis HNO19 mostrou que a presenca de agtcar sob
pH baixo simultaneamente com a bomba de proton F1FO-ATPase ajudou na manutencao
de condigdes favoraveis para a funcionalidade de enzimas intracelulares, como a esterase
com 6timo pH 6 a 7 e inibicdo acima do pH 4 (CHEN et al., 2012).

A membrana celular é o primeiro alvo sob condicdes de estresse, da mesma
forma, varias modulac6es ocorrem para fornecer um ambiente intracelular constante para
0 metabolismo e crescimento celular. Para se encaixar em um ambiente acido mantendo
sua integridade e fluidez as células bacterianas podem alterar o tamanho do canal para a
passagem de protons. Além disso, também podem melhorar as composic@es lipidicas da
membrana plasmatica, alongando suas cadeias de acidos graxos, aumentando sua
proporc¢éo ou tipo de ramificacdo (GUAN; LI1U, 2020; KAISER et al., 2016). A producao
de exopolissacarideos na parede celular também pode ser aprimorada por ser uma barreira
extra contra estressores, como a acidez (CASTRO-BRAVO et al., 2018). A cepa de L.
casei 4646 alterou a composi¢do da membrana em resposta ao pH acido aumentando os
niveis de acidos graxos monoinsaturados da membrana (FOZO; KAJFASZ; QUIVEY,
2004). Em um estudo com diferentes cepas probidticas, as paredes celulares das bactérias
apresentaram alteracdes na morfologia causadas pelo estresse acido na fase gastrica, a
rugosidade e o afinamento podem indicar a resposta adaptativa como a biossintese de
peptideoglicano e acidos graxos (RODRIGUES et al., 2019). Para reparar o DNA e
proteinas, pode haver uma alta producdo de proteinas que evitam a dobra incorreta das
proteinas e reparacdo das proteinas danificadas (HILL et al., 2018; PAPADIMITRIOU
etal., 2016).
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2.1.1.2 Pressédo osmotica

O estresse osmotico leva a diferentes respostas devido a baixa atividade
hidrica que pode afetar diretamente funcbes celulares importantes, além de inibir o
metabolismo na fase posterior da fermentacéo (TIAN et al., 2018). A parede celular sofre
alteracdes conformacionais que podem romper a formacdo de biofilmes, e vincular
cations, porém, aumentando a suscetibilidade a peptideos antimicrobianos que
comprometem funcBes da parede celular (HILL et al., 2018). Em outros casos, 0S
ambientes hiper osmoticos fazem com que as cepas probidticas iniciem um processo de
acumulo intracelular de osmoprotetores que restauram a pressdo de turgor da célula e
preserva funcdes das proteinas celulares. Os osmoprotetores sdao pequenas moléculas
organicas altamente soltveis em dgua com um ponto isoelétrico neutro. As mais comuns
sdo betaina glicina, colina, carnitina, trealose e dimetilsulfonioacetato que séo extraidos
do meio externo (matriz alimentar) (GAUCHER et al., 2019; LE MARREC, 2011). Esses
solutos compativeis estabilizam o potencial osmotico e ndo comprometem processos
celulares mesmo em concentragdes muito altas. Outro mecanismo é o acUmulo de
aminoacidos na célula. Diferentes aminoacidos (prolina, alanina, aspartato etc.)
aumentam sua concentracdo no ambiente intracelular, porém, o glutamato (K* e seu
counter-ion glutamato) € o mais comum na adaptacdo osmotica celular (GAUCHER et
al., 2019; PAPADIMITRIOU et al., 2016).

Estudos anteriores relataram diferentes respostas dependendo da cepa
probidtica, do meio externo, da exposicao a pressdo osmatica, além das lesdes anteriores
das células. Em suco de mandarina enriquecido com Lactobacillus salivarius spp.
salivarius CECT4063 apresentou menor crescimento de microrganismos em maior
pressdo osmotica devido a adigdo de trealose. Em resposta ao estresse hiper osmotico, a
parede celular aumentou sua hidrofobicidade que estd diretamente relacionada a
capacidade de adesdo e interacdo com a parede intestinal (BETORET et al., 2017).
Comparando o suco de abacaxi adocado e ndo adocado durante o armazenamento, 0
estresse osmotico diminuiu a viabilidade do L. casei B-442 porque o estresse hiper
osmotico diminuiu a taxa de crescimento celular e a atividade celular (COSTA et al.,
2013a). L. paracasei NCBIO01-M2, ap6s melhoramento genético, aumentou seu limiar
osmotico modulando a membrana celular com &cidos graxo insaturados, aléem de

aumentar osmoprotetores intracelular (TIAN et al., 2018). Em meio contendo betaina
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glicina, esse osmoprotetor desempenhou um papel protetor ao aumentar sua concentragéo
intracelular diminuindo o efeito nocivo do estresse osmaético em L. bulgaricus 34.5
garantindo sua viabilidade (HAN et al., 2018). Na fermentacdo de L. casei G-02 a 45 °C,
0 estresse osmotico causado pela glicose inibiu o crescimento e a producéo de acido latico
(GE et al., 2011).

2.1.1.3 Sais biliares

Sais ou acidos biliares sdo produzidos a partir do colesterol, conjugado no
figado com taurina ou glicina, e secretados no intestino delgado (XIONG et al., 2017).
Essas moléculas bioativas sdo substratos para receptores de &cido biliar, presentes em
todo o corpo controlando processos regulatérios e metabdlicos (FOLEY et al., 2019). No
entanto, no sistema gastrointestinal a bile auxilia no processo de digestdo dos lipidios
sendo um ponto critico na sobrevivéncia dos microrganismos probi6ticos. Os sais biliares
sdo os principais componentes da bile, detergentes biolégicos que facilitam a
emulsificacdo e solubilizacdo de lipidios e além da potente atividade antimicrobiana
(BUSTOS et al., 2018). A bile atravessa a parede celular e distorce a estrutura lipidica
bicamada das membranas, os poros sdo formados para permitir a liberacdo de contetido
intracelular (LI et al., 2015). A bile também pode promover a acidificacdo do citoplasma,
e causar danos ao DNA/proteina que geram lesdes celulares que podem ser

posteriormente reparadas ou ndo (HILL et al., 2018; LI et al., 2020a).

Algumas cepas da familia Lactobacillaceae, amplamente aplicadas como
probioticos, podem produzir hidrolases de sais biliares que melhoram a tolerancia a bile.
Lacticaseibacillus suportam varias condi¢Ges adversas dos processos industriais e durante
0 transito gastrointestinal, e os sais biliares sdo um ponto importante em sua
sobrevivéncia. Lacticaseibacillus ndo tem o gene para a producdo hidrolase de sais
biliares sendo sensivel a bile (XIONG et al., 2017). No entanto, as caracteristicas dos
estudos devem ser consideradas, uma vez que a baixa concentracéo de bile, as condigdes
de crescimento, o tipo de acidos biliares utilizados e condi¢des diferentes de ensaio
podem inferir na resposta do estudo. Assim, a tolerancia do probiotico aos sais biliares
ndo depende apenas da presenca de hidrolase de sal biliar, mas de uma serie de

mecanismos como a presenca de bombas de efluxo, a capacidade intrinseca das celulas
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para manter a homeostase intracelular e a modulacdo na estrutura e composicdo da
membrana celular. Neste Ultimo cenario, as bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis
devido a presenca de lipopolisscarideos presente no folheto externo da membrana externa,
proteinas Toll e bombas de efluxo (BUSTOS et al., 2018).

Os simbioticos sdo uma estratégia importante para aumentar a sobrevivéncia
celular durante a digestéo gastrointestinal devido ao efeito protetor dos prebidticos. No
entanto, alguns prebidticos causam um efeito negativo no colon, reduzindo a
desconjugacdo dos sais biliares ou diminuindo a atividade de hidrolase de sais biliares.
L. acidophilus NCTC 1723 foi incubado com inulina e mostrou que altos niveis (> 6 %)
podem reduzir a atividade de hidrolase de sais biliares, além da condi¢do &cida pode
favorecer sua atividade, uma vez que seu pH ideal é 4 (ADEBOLA; CORCORAN;
MORGAN, 2020). Além disso, a modulacdo da parede celular também foi relatada como
resposta do estresse causado pela bile como a cepa de Lactococcus lactis NZ9000 que
aumentou a parede celular 1,9 vezes pela adigédo de transglutaminase exdgenas conferindo

resisténcia ao estresse (LI et al., 2015).

2.1.1.4 Reag0es oxidativas

O estresse oxidativo é gerado pela producdo e acimulo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) no ambiente intracelular. As moléculas de ROS sdo geradas sob
condicdes oxidativas que compreendem uma variedade de composic¢des, incluindo
oxigénio singlete 'O, radical hidroxila OH-, superéxido radical O-, peroxido de
hidrogénio H20,, e 0zonio Os. Entre eles, os mais prejudiciais sdo 1O, com um tempo de
vida > 75 min e OH que tem alta penetrabilidade e poder de difusdo através de paredes
celulares (ZHU et al., 2020).

ROS induz danos oxidativos em biomoléculas, como carboidratos, proteinas,
lipidios, nucleotideos e DNA (TSAI et al., 2009). Esse processo leva a lipoperoxidacao,
inativacdo enzimatica e quebra do DNA. O ROS pode atacar a membrana fosfolipidica
das células, que tem como principal componente acidos graxos poli-insaturado, levando
a morte celular. Ha diferencas entre os mecanismos de a¢do dos ROS contra Gram-
positivo e Gram-negativo. Por exemplo, Escherichia coli, microrganismo Gram-

negativo, foi inativada principalmente por vazamento do contetdo intracelular e pouco
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dano ao DNA. Enquanto, Staphylococcus aureus, Gram-positivo, foi inativado por danos
intracelulares, maior acimulo intracelular de ROS e pouco dano de membrana (HAN et
al., 2016). Lacticaseibacillus utilizam mecanismos enzimaticos de defesa contra ROS.
Entre as enzimas estdo a tiorredoxina e tiorredoxina redutase, catalase, NADH oxidases,
NADH peroxidases e sistemas superdxido dismutase (SOTO et al., 2019). No caso da
catalase, mostrou-se que sua capacidade de usar H>O> como substrato é importante para
evitar o estresse oxidativo (PAPADIMITRIOU et al., 2016). As cepas de BAL séo
catalase-negativa, embora, algumas cepas de Lacticaseibacillus possam degradar H20-
através da acdo de uma catalase ndo-heme, dependente de manganés. Essa enzima
aumentou a resisténcia ao estresse oxidativo e melhorou a sobrevivéncia no processo
aerado (REALE etal., 2016; ROCHAT et al., 2006).

2.1.1.5 Armazenamento

Durante o armazenamento de probioticos, as células tém que suportar
diferentes causadores de estresse, como pH &cido devido a producdo de acido latico,
flutuacdo osmotica pela liberacdo de agucares e choque frio, ja que antes da digestao
humana a maioria dos alimentos probidticos precisam de refrigeracdo. As baixas
temperaturas alteram propriedades fisico-quimicas intracelulares, porque levam a
modulacdo da taxa de difusdo da membrana e fluidez. Durante o armazenamento a frio
sdo produzidas proteinas de choque frio que estdo relacionadas ao metabolismo sob
baixas temperaturas, mantendo o fluxo de &cidos graxos de cadeia curta e/ou insaturados
e protegem a estrutura do DNA (HILL et al., 2018).

Os probioticos processados sob leve estresse podem ter melhor estabilidade
durante o armazenamento, no entanto, esse efeito esta relacionado a interagdo entre a cepa
e a matriz alimentar. Por exemplo, trés cepas filogeneticamente e fenotipicamente
relacionadas tém respostas diferentes apos o choque frio, as cepas de L. casei foram
menos afetadas pelo estresse frio em comparagcdo com L. paracasei e L. rhamnosus
(REALE et al., 2015). Os estudos a seguir mostram as diferentes respostas que L. casei
B-442 apresentou sob armazenamento a frio em diferentes sucos de frutas como matriz.
Suco de caju adogado com sacarose apresentou um melhor efeito protetor para L. casei
B-442 com 8,65 log UFC/mL durante 42 dias de armazenamento a frio (PEREIRA et al.,
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2013b). Enquanto isso, no suco de cacau (Theobroma cacao L.) adogado com sacarose a
viabilidade celular apds 42 dias diminuiu 1 log UFC/mL mantendo 7,6 log UFC/mL. No
entanto, o uso de sacarose apresentou maior efeito protetor do que a sucralose no suco de
cacau probiotico (SANTOS FILHO et al., 2019). No suco de meldo a sobrevivéncia
celular do L. casei B-442 (8,3 log UFC/mL) foi mantida durante 42 dias, enquanto no
suco de abacaxi as células diminuiram 2 ciclos log apds 21 dias de armazenamento
mantendo 6,2 log UFC/mL ap06s 42 dias (COSTA et al., 2013b; FONTELES et al., 2012).

2.2 Lacticaseibacillus casei

L. casei pode ser usado para produzir diferentes produtos probi6ticos desde a
cultura inicial para a fermentacdo do leite até uma cultura adjunta para intensificar e
acelerar o desenvolvimento de sabor no queijo (XIONG et al., 2014). Essas bactérias
promovem o balango da microbiota intestinal, aumentando as bactérias benéficas e
diminuindo as prejudiciais. Dentre outros beneficios relacionados a essas cepas estao
diminuir o colesterol sérico, atividade antitumoral, imunoestimulatéria imunomodulacao,
combate a infec¢do e alivio da méa indigestao de lactose (SONG et al., 2019; ZHANG et
al., 2020).

As cepas de L. casei foram isoladas de uma variedade de ambientes, como
laticinios e fermentados lacteos, materiais vegetais e tratos gastrointestinais de animais e
humanos (WANG et al., 2012). Essas bactérias eram classificadas como
heterofermentativa facultativa produzindo 4&cido latico a partir de aglcares de hexose
através da via Embden-Meyerhof e da pentose pela via 6-fosfogluconato/fosfoketolase
(HILL et al., 2018; MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020). No entanto, com a
reclassificacdo em 2020 as cepas do género Lacticaseibacillus foram consideradas
homofermentativas com excecdo de algumas, que ndo metabolizam pentoses através da
via da fosfoketolase (ZHENG et al., 2020). Caracteriza-se como Gram-positivo, nao
esporulada, e em forma de bastdo (PAPADIMITRIOU et al., 2016). As cepas de L. casei
usam oxigénio sob crescimento aerdbico através de enzimas como tiorredoxina e
tiorredoxina redutase, catalase, NADH oxidases, NADH peroxidases e sistemas
superdxido de dismutase. Além disso, existem também mecanismos ndo enzimaticos de

defesa contra espécies reativas de oxigénio (ROS) como Mn?*, ascorbato, tocoferol e
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glutationa (SOTO et al., 2019). A auséncia dessas moléculas pode causar morte celular

devido ao ataque de ROS a proteinas, lipidios e acidos nucleicos.

O crescimento do L. casei pode ser afetado pelo pH, temperatura, além da
matriz alimentar que também interfere no crescimento do probiotico, sobrevivéncia e
funcionalidade. Na literatura, as condic¢des ideais de pH e temperatura para o crescimento
de L. casei séo 5,5-6,2 e 30-40 °C. No entanto, para 0 uso dessas cepas em suco de frutas,
por exemplo, a interacdo com matriz deve ser analisadas pois caracteristicas como taxa
de crescimento da bactéria, metabolismo e atividade proteolitica pode variar de acordo
com a cepa e matriz (COSTA et al., 2013b; OLIVARES et al., 2019; SLIZEWSKA;
CHLEBICZ-WQJCIK, 2020). As condicbes ideais para crescimento e viabilidade de L.
casei B-442 no suco de melao foram em pH 6,1 a 31 °C durante 8 h (FONTELES et al.,
2012). Em suco de cacau (Theobroma cacao L.) as condicGes ideais para crescimento e
viabilidade de L. casei B-442 foram em pH 6,2 a 33 °C durante 12 h (SANTOS FILHO
etal., 2019)

As cepas de L. casei sdo amplamente aplicadas na industria alimenticia
devido os beneficios para a salde, propriedades nutricionais favoraveis e resisténcia a
condigdes adversas. Algumas cepas como L. casei Shirota, tém alta tolerancia ao pH
gastrico e sais biliares (WANG et al., 2012). L. casei BL23 demonstrou resisténcia as
condicdes adversas do processo digestivo de camundongos, apresentando contagens de
células viaveis de 5 log UFC/g nas fezes dos camundongos apds 24 h de cada
administracdo (YIN et al., 2014).

Em todo o mundo, o nimero de pessoas com alergia alimentar ultrapassa 520
milhdes. Esse numero dificulta o esforgo cientifico para criar uma dieta pouco antigénica
que neutralize a alergia alimentar (RUIZ SEGURA et al., 2020). Em um estudo, o leitelho
fermentado com L. casei LcY mostrou uma redugdo da imunorreatividade apds a
fermentacao, dimuindo mais ao longo das fases de digestdo in vitro. Entre as proteinas do
leite, a-caseina foi a mais alergénica (WROBLEWSKA et al., 2016). Este resultado
indica a importancia das cepas probidticas para auxiliar na prevencao e no tratamento de

alergias.

As cepas de L. casei sdo aplicadas como starters ou aditivos na producao de

alimentos fermentados, incluindo leite fermentado, iogurte, carnes e salsichas
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(WROBLEWSKA et al., 2016). Os microrganismos do género L. casei precisam ter boa
atividade proteolitica para o seu crescimento em matrizes lacteas. Com isso produzem
peptideos de baixa massa molecular a partir da proteina do leite para suprir a necessidade
de aminoacidos (ABDEL-HAMID et al., 2019). A maioria dos probioticos tem uma baixa
taxa de crescimento e acidificacéo no leite, exigindo um longo tempo de fermentagdo com
apenas uma cepa probidtica. Portanto, o uso das cepas de L. casei em produtos lacteos
enfrentam um ambiente desfavoravel devido a baixas quantidades de certos nutrientes
cruciais (LI et al., 2020b).

L. casei requer diferentes nutrientes para seu crescimento 6timo como ions
metalicos, aminoécidos, vitaminas, minerais e nucleotideos. Algumas cepas de L. casei
ndo sdo capazes de usar lactose como fonte de carbono. Além disso, na auséncia de
glicose no leite outras fontes de energia podem ser usadas, incluindo citrato, tracos de
carboidratos derivados de glicoproteinas do leite e glicolipidios (WANG et al., 2012). A
suplementacdo com &cido ascorbico no leite reduziu o tempo de fermentagdo para L. casei
DSM 20011 e aumentou a contagem de viaveis (SOTO et al., 2019). O tamanho do
indculo também pode alterar o crescimento de L. casei, como observado por GENEVOIS

et al. (2016) no qual maiores quantidades de in6culo diminuiu o crescimento celular.

Em estudos recentes, as cepas de L. casei foram imobilizadas através de
encapsulamento ou interacBes ibnicas em alginato, e moléculas como carboidratos,
lipidios e proteinas. As técnicas de imobilizacdo garantem a viabilidade durante a vida
util e aumentam a taxa de sobrevivéncia através do ambiente gastrointestinal (DE SOUZA
et al., 2019). L. casei (cepa nédo informada) foi microencapsulada em dois hidrocoloides
diferentes, alginato de célcio e proteina de soro de leite concentrada. Essas microcapsulas
probioticas apresentaram maior sobrevivéncia em condi¢fes gastricas em comparagao
com ceélulas livres com reducdo de 0,95 e 1,13 log UFC/mL para alginato de célcio e
proteina de soro de leite concentrada, respectivamente (AFZAAL et al., 2020). Uma
desvantagem dos processos de encapsulacéo sdo as duas operagdes diferentes: producgéo
de células probioticas em maior quantidade e, em seguida, a mistura com uma solucéo
biopolimérica. Para evitar os custos de dois processos separados, a fermentacdo em estado
solido foi proposta por CASTELLANOS FUENTES et al. (2020). O estudo utilizou
subprodutos vegetais (okara do leite de soja) para fornecer substratos, e seus componentes

atuaram como suporte para protecdo de celulas probidticas, sendo armazenados sem
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refrigeracdo por 63 dias com 6 log UFC/g. A celulose bacteriana foi um suporte eficaz
protegendo L. casei ATCC 393 do pH &cido, enzimas digestivas e sais biliares. Os autores
observaram que uma co-cultura com Gluconacetobacter xylinus poderia promover a
imobilizacédo L. casei ATCC 393 e fornecer um alto nivel de protecdo dos microrganismos
contra os fatores adversos da digestdo (FIJALKOWSKI et al., 2016). Além das maiores
taxas de sobrevivéncia na exposic¢ao a condigdes gastrointestinais, a imobilizagéo celular
pode trazer vantagens sensoriais e microbioldgicas devido a producdo de compostos
volateis, e moléculas antimicrobianas por células probidticas viaveis. Em queijo Feta foi
melhorado o sabor e estabilidade microbiol6gica aumentando o armazenamento para 120
dias, apds a adicdo de L. casei ATCC 393 imobilizado em farelo de trigo (TERPOU et
al., 2018).

Sucos de frutas sdo matrizes adequadas para a ingestao de probidticos, mas o
estudo de sua interacdo com microcapsulas de alginatos mostrou que o pH acido do suco
de frutas pode afetar a viabilidade do microrganismo. O suco de abacaxi (pH 3,28) causou
ruptura das microcapsulas, mas manteve a viabilidade do L. casei DSM 20011, enquanto
o suco de framboesa (pH 2,75) a viabilidade do probiético diminuiu rapidamente, causada
pela difusdo das antocianina para o interior das microcapsulas diminuindo ainda mais o
pH (OLIVARES et al., 2019). A variagdo do pH afetou diretamente a sobrevivéncia dos
probidticos, porém, o teor de aclcar da composicao do suco de fruta, vitaminas, enzimas,
compostos fendlicos, e outros compostos podem diminuir os danos as celulas probidticas.
Além disso, a imobilizacdo € uma técnica biotecnoldgica que melhora a sobrevivéncia de
probidtico, e quando um ingrediente prebidtico é usado como suporte é produzido um
simbiotico. MANTZOURANI et al. (2020) usaram farelo de trigo delignificado, um
carboidrato fermentavel pela microbiota intestinal, para imobilizar L. paracasei K5. O
biocatalizador produziu suco de roma simbidtico, no qual foi observado a protegdo e
aumento da viabilidade das células probioticas. L. casei B-442 foi aplicado na
fermentacdo de diferentes sucos de frutas cacau (Theobroma cacao L.), caju, cupuagu
(Theobroma grandiflorum), abacaxi e meld@o apresentando alta viabilidade e estabilidade
durante 0 armazenamento com contagens de 6 a 8 log UFC/mL (COSTA et al., 2013b;
FONTELES et al., 2012; PEREIRA et al., 2013a; SANTOS FILHO et al., 2019).
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2.3 Frutooligossacarideos

O prebidtico é "substrato que é seletivamente usado por microrganismos do
hospedeiro conferindo beneficios a saude do hospedeiro” (GIBSON et al., 2017;
SALMINEN et al., 2021). Em 2004, para ser considerado prebidtico o substrato
necessitava: resistir ao processo de digestdo (pH acido ~2 do estébmago, hidrélise por
enzimas mamiferas, e ndo ser absorvido no trato gastrointestinal); ser fermentavel pela
microbiota intestinal e estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade das bactérias
intestinais trazendo beneficios para a saide (GIBSON et al., 2010). No entanto, esse
conceito precisou ser ampliado ja que a interacdo apenas com a microbiota intestinal

excluia microbiotas extra intestinais como a da pele e urogenital (GIBSON et al., 2017).

Os prebioticos, geralmente sdo carboidratos, mas outras substancias, como
polifendis e acidos graxos poli-insaturados convertidos nos respectivos acidos graxos
conjugados podem ter efeito prebiotico (ALVES-SANTOS et al., 2020; GIBSON et al.,
2017). Sao encontrados em uma variedade de alimentos como feijdo, lentilha, gréo de
bico, tomate, cebola, alho, chicoria, banana, frutas vermelhas, além do leite humano
(MOHANTY et al., 2018). No entanto, também podem ser produzidos por via enzimatica
como os glicooligossacarideos, xilooligossacarideos, lactulose, maltooligossacarideos
frutooligossacarideos, galactooligosacarideos e inulina (DA SILVA et al., 2019; DE LA
ROSA et al., 2019; ZHAO et al., 2017).

O mercado mundial de prebidticos deve crescer cerca de 12,7% até 2025, com
um lucro de aproximadamente US$ 10,55 bilhées (HURTADO-ROMERO et al., 2020).
E com a descoberta de novos substratos com efeito prebidtico esse mercado deve se
expandir mais. Por exemplo, pectina e mucilagem devido suas caracteristicas como
complexo estrutura de grau de polimerizagdo, peso molecular e presenca de ramificagdo
sdo lentamente metabolizadas pela microbiota intestinal podendo ser aplicada como
prebidtico (HURTADO-ROMERO et al., 2020). Os polifendis também promovem a
modula¢do da microbiota intestinal devido a baixa biodisponibilidade favorecendo a
interacdo com microrganismos no intestino. O consumo de polifenois foi relacionado ao
aumento de microrganismos benéficos como Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
spp e Faecalibacterium spp (ALVES-SANTOS et al., 2020).
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As fibras prebidticas sdo as mais usadas, dentre elas a inulina e sua fracdo
parcial hidrolisada, frutooligossacarideo (FOS), se destacam pelo os efeitos benéficos ao
microbioma intestinal (LIU et al., 2017). Os FOS sdo compostos de glicose e duas ou
mais unidades d-frutose ligadas por uma ligacéo glicosidica de B-(2,1) ou B (2-6), com
uma unidade terminal de glicose ou frutose sendo denominadas de acordo com o grau de
polimerizacdo (GP) em 1-kestose (GP2), nistose (GP3) e 1F-B-fructofuranosilnistose
(GP4) (KAPRASOB et al., 2018). Os FOS sao fibras soltveis com até 10 graus de
polimerizacdo e poder adocante 6 vezes maior que a sacarose (DAVANI-DAVARI et al.,
2019; REZENDE; LIMA; NAVES, 2021).

Os FOS podem ser produzidos através de enzimas como B-frutofuranosidase
(FFases, EC.3.2.1.26) e frutosiltransferase (FTases EC.2.4.1.9). O mecanismo para ativar
essas enzimas depende da quantidade de sacarose no meio. Quando em alta concentragédo
de sacarose, essas enzimas catalisam reagdes hidroliticas e de transfrutosilacdo. Por outro
lado, com baixa concentracdo de sacarose, elas possuem apenas atividade transfrutosil,
transferindo frutose ligada no B-(2-1) da sacarose a um aceptor como outras moléculas de
sacarose, sintetizando FOS e liberando glicose (MUNIZ-MARQUEZ et al., 2016).

Os FOS promovem beneficios a saude através da sua fermentacdo no célon
por microrganismos benéficos levando a mudancas no microbioma intestinal com o
aumento de Bifidobacterium spp., Akkermansia muciniphila e Faecalibacterium
prausnitzii e de metabdlitos como AGCC e outras moléculas bioativas (NUNEZ-
SANCHEZ et al., 2021). Na Figura 1 sdo mostrados alguns mecanismos dos FOS para

promover a saude.
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Figura 1- Mecanismo dos frutooligossacarideos para promover beneficios a satde

Modulacédo da microbiota intestinal
« Aumenta a viabilidade de Lactobacillus e Bifidobacteria.

ADSOICao ae

» Melhora a absorcao de calcio e magnésio no intestino.

« Aumenta a concentracdo de &cido ferdlico no plasma diminuindo os
niveis de glicose e lipidios.

« Aumenta a saciedade, diminui lipoproteinas de baixa densidade e
aumenta as de alta densidade.

Efeito antimicrobiano

« Inibicdo de patdgenos por competicao.

» Aumenta a producdo dos acidos graxos de cadeia curta como acetato,
propianato e butirato no intestino.

* Reduz os danos da colite ulcerosa.

Efeito imunomodulador

* Modula as respostas imunes no intestino associadas ao tecido
linfoide.

» Aumenta a producéo de citocinas anti-inflamatorias.

« Aumenta a atividade das células natural killer e a producdo de
anticorpos no sangue periférico.

Fonte: Adaptado de MOHANTY et al. , (2018).

Em geral, a ingestdo de prebioticos sugerida é de 3 g por dia para promover
um beneficio a saude (ALMEIDA et al., 2017). Contudo, a ingestdo diaria recomendada
de FOS é entre 2 g e 12 g (REZENDE; LIMA; NAVES, 2021). A legislacéo brasileira
(ANVISA) recomendava a ingestdo diaria (RDI) de alimentos contendo compostos
prebidticos, incluindo FOS de pelo menos 3 g em alimentos solidos ou 1,5 g em alimentos
liquidos. No entanto, uma nova regulamentacao estabeleceu 5 g de FOS no produto pronto
para comer, e 0 consumo ndo deve ultrapassar 30 g/dia em alimentos prontos para comer
(ALMEIDA et al., 2017; ANVISA, 2019).

Os efeitos promovidos pelo o uso de FOS ja foram discutidos em diferentes
estudos. Em um estudo in vivo com ratos a insercdo de L. casei ASCC

292/FOS/maltodextrina a dieta promoveu uma maior concentracdo de acido latico que
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pode ter contribuido para a diminuicdo dos microrganismos patogénicos (LIONG;
SHAH, 2006). A combinacdo L. casei L1 e FOS foi capaz de manter viabilidade do
probidtico em condicBes digestivas como também apresentou ampla atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas (TULUMOGLU; ERDEM; SIMSEK, 2018).
Experimentos de crescimento indicaram a capacidade de L. acidophilus ATCC 4356 e B.
lactis BI-07 de fermentar FOS, além de comprovar a integridade de prebidtico durante o
processo de digestdo (DE FIGUEIREDO; DE BARROS RANKE; DE OLIVA-NETO,
2020). Além disso, a adicdo de FOS em suco de frutas é uma alternativa viavel para
producdo de sucos prebidticos, como mostrado para suco de cranberry e suco de laranja
(ALMEIDA et al., 2017; GOMES et al., 2017; SAEZ-ORVIZ et al., 2020).

2.4 Simbidticos

Em 2019, a Associagdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos
(ISAPP) convocou um painel de especialistas e atualizou a defini¢do de simbidticos para
"uma mistura composta por microrganismos vivos e substrato (s) seletivamente utilizados
por microrganismos hospedeiros que confere um beneficio a saude do hospedeiro”
(SWANSON et al., 2020). No entanto, a partir da interagdo entre o probi6tico, o substrato
e a microbiota autéctone eles podem ser classificados em simbioticos sinérgicos e
complementares. Assim, um simbiético sinérgico é aquele que o prebiotico favorece o
crescimento da cepa probidtica que serd coadministrada. Enquanto, o simbidtico
complementar é aquele que o prebidtico promovera seletivamente o crescimento das
bactérias autoctone, e ndo da cepa probidtica coadministrada (NUNEZ-SANCHEZ et al.,
2021; SWANSON et al., 2020).

Dentre as vantagens dos produtos simbidticos estdo o aumento da viabilidade
dos probioticos durante 0 armazenamento, maior sobrevivéncia durante o processo de
digestdo, como mostrado nos estudos a seguir. O sorvete simbidtico com Saccharomyces
boulardii CNCM [-745 e inulina demonstrou que o prebidtico aumentou a viabilidade
probidtica ao longo do armazenamento, além de melhorar propriedades de fusdo e
estabilidade do sorvete (SARWAR et al., 2021). Uma melhor viabilidade durante o
armazenamento também foi demonstrado em iogurte simbidtico enriquecido com L.
brevis KU200019 e FOS (KARIYAWASAM; LEE; PAIK, 2021). O prebidtico acido
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lactobibnico foi usado para preparar um revestimento simbidtico com L. plantarum CECT
9567 para 0 queijo cottage, aumentando a sobrevivéncia da cepa probidtica durante a
digestdo simulada in vitro (SAEZ-ORVIZ et al., 2020). O prebidtico lactitol e a cepa L.
casei 30-1 foram microencapsulados em alginato e incorporados em iogurte. A presenca
do prebidtico nas microcépsulas favoreceu a sobrevivéncia do probiético durante o
armazenamento, mas diminui a qualidade do iogurte (LI et al., 2020b). A viabilidade e a
resisténcia as condicdes gastrointestinais de L. acidophilus La-5 e B. animalis Bb-12 no
sorvete de maca simbiodtico ndo foi afetado com a adicdo de inulina. No entanto, a
modulacdo da matriz com adigdo de leite ou extrato de soja aumentou a taxa de
sobrevivéncia dos probioticos no final do armazenamento (MATIAS et al., 2016). Por
outro lado, a inulina aumentou a sobrevivéncia do B. animalis Bb-12 na margarina
simbiotica durante o armazenamento e digestdo simulada in vitro, o aumento da
sobrevivéncia foi visto com o aumento da concentragao de inulina (SOUZA; GIOIELLI;
SAAD, 2017).

Os cereais tém sido usados no desenvolvimento de bebidas simbioticas
devido ao alto teor de fibras dietéticas prebidticas, incluindo p-glucana, arabinoxilanas,
FOS e isomaltooligosaccarideos. Além do amido, que também pode ser usado como
substrato por microrganismos na presenca de umidade e enzimas hidroliticas (FREIRE;
RAMOS; SCHWAN, 2017; KUMAR; KAUR; TOMER, 2020). Investigando o potencial
sinérgico dos cereais e Lactobacillus spp. mostrou-se que os simbidticos com cereais
apresentam maior taxa de crescimento probidtico em comparagdo com o leite sob as
mesmas condi¢bes (KUMAR; KAUR; TOMER, 2020). A fermentac&o da bebida mista
de milho e arroz por uma mistura de culturas com L. plantarum CCMA 0743,
Torulaspora delbrueckii CCMA 0235, e L. acidophilus LACA 4 foi avaliada a partir da
adicéo de diferentes concentragdes de FOS (20 e 50 g/L). A adicdo de 50 g/L de FOS
melhorou o crescimento probidtico permanecendo acima de 7 log UFC/mL durante o
armazenamento (FREIRE; RAMOS; SCHWAN, 2017).

Os sucos de frutas sdo uma boa escolha para todas as idades, devido ao seu
sabor atraente, conteldo de vitaminas, compostos antioxidantes e minerais. Além disso,
0s nutrientes do suco de frutas também podem favorecer o crescimento das BAL,
tornando-os promissoras matrizes simbidticas como comprovados nos trabalhos a seguir.

Em suco de goiaba simbi6tico a adi¢do de inulina ndo aumentou a sobrevivéncia do L.
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rhamnosus ATCC 7469 durante digestdo in vitro, mas aumentou a viabilidade das células
durante o armazenamento em 19% (ANDRADE et al., 2019). O mesmo foi comprovado
em néctares misto de cenoura e laranja, no qual L. acidophilus CECT 903, no qual o
aumento da concentracdo de inulina aumentou a sobrevivéncia do probidtico durante o
armazenamento (VALERO-CASES; FRUTOS, 2017). O suco de cereja cornalina
(Cornus mas L.) utilizando L. paracasei K5 melhorou a sobrevivéncia do probidtico
quando imobilizado no farelo de trigo prebidtico (MANTZOURANI et al., 2019).
Resultado similar foi obtido para suco de romd com a mesma cepa imobilizada em farelo
de trigo. Curiosamente, a maior viabilidade foi para o suco com o pH (3,9) menos acido,
mostrando que L. paracasei K5 é sensivel ao estresse &cido (MANTZOURANI et al.,
2020).

O papel dos simbiodticos e seus beneficios para a salde deve-se a
desequilibrios na microbiota intestinal (disbiose) geralmente causado por alteracfes
alimentares, uso de antibidticos, idade ou infecgdes. A disbiose pode aumentar o risco de
doencas intestinais (doenca inflamatoria intestinal, cancer de colon), neuroldgicas
(doencas de Parkinson) e doencas cardiometabdlicas. Os simbioticos podem equilibrar a
microbiota intestinal que tem aproximadamente 100 trilhdes de microrganismos como
bactérias, leveduras e virus. No intestino, 0s microrganismos convertem seus substratos
em moléculas bioativas que participardo de processos fisioldgicos melhorando o sistema
imunoldgico, a homeostase intestinal e o metabolismo do hospedeiro (NUNEZ-
SANCHEZ et al., 2021). A ingestdo de simbi6ticos pode ser direcionada para melhorar
0s sintomas, assim como diminuir o risco de doencas. Diabetes mellitus tipo 2 esta
associado com hiperglicemia, resisténcia a insulina e disbiose intestinal. Assim, 0s
produtos simbioticos tém melhores propriedades antidiabéticas do que os alimentos
lacteos fermentados. A possivel explicacdo é a reducdo do estresse oxidativo e a inibigcdo
de marcadores pro-inflamatérios (ZEPEDA-HERNANDEZ et al., 2021). A doenca
hepéatica gordurosa ndo alcoolica € causada pelo acumulo de gordura no figado de
individuos alcoolistas abstémios. Assim, a ingestdo de simbidticos pode diminuir suas
principais causas de inflamacdo, resisténcia a insulina, estresse oxidativo, obesidade e
dislipidemia (SANGOUNI; GHAVAMZADEH, 2019). Helicobacter pylori causa uma
infeccdo chamada gastrite. Os sintomas causados pela H. pylori pode ser tratados a partir
da suplementacdo com produtos simbioticos, que também diminui eventos adversos
causados pelo tratamento com antibiético (POURMASOUMI et al., 2019). O consumo
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de alimentos simbidticos reduziu os sintomas do autismo em criangas e melhorou a
regulacdo das emocBes em adultos com transtorno do déficit de atencdo com
hiperatividade. A melhoria da microbiota intestinal atenua as vias do eixo intestino-
cérebro, afetando a inflamacéao sistémica de baixo grau, a permeabilidade da barreira
hematoencefalica, maturacdo e ativacdo de células microglia, sinaptogénese e controle
motor que estdo relacionadas a essas doencgas neurolégicas (SKOTT et al., 2020).

2.5 Sapota-do-Solimdes (Quararibea cordata Vischer)

A América Tropical é fonte de frutas mundialmente conhecidas como
maracuja, abacate e manga. No entanto, muitas frutas ainda desconhecidas tém
propriedades notaveis para o desenvolvimento de novos produtos com altos valores
nutritivos e beneficios para a saide dos consumidores. A Amazonia brasileira possui
aproximadamente 220 espécies de frutas comestiveis, que sdo apenas 4% da diversidade
de frutas nativas (BERTO et al., 2015a). Além disso, as frutas amazonicas tém
propriedades nutricionais e quimicas que sugerem sua aplicagdo na producdo de

alimentos funcionais, além de aditivos naturais para a industria alimenticia.

A sapota-do-Solimdes é um saboroso fruto da alta Amaz6nia sendo
encontrada na fronteira do Brasil, Coldmbia e Peru (CERON et al., 2014). Equador e
Venezuela também possuem essa fruta (JORDAN; HOYOS CONCHA, 2005). Seu home
cientifico é Quararibea cordata (Bonpl.) Vischer e tem como sinénimo Matisia cordata,
que foram os nomes usados para pesquisa cientifica neste trabalho. Os frutos da familia
Sapotaceae e Malvaceae podem ser nomeados como sapoti ou sapota (PRANCE, 2003;
RIBEIRO et al., 2015). No Brasil, Q. cordata é cultivada na regido do Alto Solimdes o

que traz o0 nome sapota-do-Solimdes.

A arvore frutifera pode crescer até 40 m e a fruta pode ser globular ou ovoide
com 7-15 cm de largura e 5-15 cm de diametro (CARVALHO et al. , 2014; RIBEIRO et
al., 2015). A polpa fibrosa com uma intensa cor laranja possui um sabor Gnico e aroma
doce. Para consumi-la retira-se a casca marrom grossa e suas sementes cuneiformes
(CERON et al., 2014). A literatura menciona diferentes sabores para a sapota-do-

Solimdes, como maméo, abacate, manga e até coco, demonstrando assim seu sabor Unico
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(CARVALHO et al. , 2014). A Figura 2 apresenta a fruta sapota-do-Solimdes ainda na

arvore, cortada a0 meio e como suco.

Figura 2- Sapota-do-Solimdes (Quararibea cordata Vischer) de Goiénia Brasil. A- o fruto na arvore, B- a
polpa do fruto e C- suco da fruta °Brix 2

A 4y

Fonte: Carvalho, Vania Silva Damiani, Clarissa Aquieri et al., (2014).

Essa fruta é utilizada por indigenas e na cidade é comercializada in natura em
feiras e supermercados de marco a junho. O peso da fruta é de aproximadamente 500 g e
a arvore pode produzir mais de 6.000 frutas por ano (MONTEIRO et al., 2018c). A polpa
de sapota-do-Solim@es possui muitas aplicagdes devido as suas caracteristicas sensoriais
e nutricionais. A fruta pode ser facilmente exportada devido a sua casca rigida. Apesar de
ser produzida no norte do Brasil, a aplicacdo de algum processamento pode garantir o

consumo da fruta em todo o mundo durante o ano todo.

Sapota-do-Solimdes € desconhecida culturalmente e cientificamente fora da
regido Amazonica. Algumas publicacdes ressaltam suas propriedades e possibilidades
para a producgdo de novos alimentos. A Tabela 1 retne publica¢fes encontradas com as
palavras-chave Quararibea cordata e Matisia cordata. No geral, os autores
caracterizaram a polpa, sementes e cascas da fruta trazendo resultados de composicao
quimica, fisico-quimica, acidos graxos, compostos volateis. Além disso, a variedade de
compostos bioativos com atividade antioxidante, como polifendis e carotenoides, também

& mostrada.



Tabela 1- Trabalhos publicados com palavras-chave Quararibea cordata e Matisia cordata
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Titulo Principais resultados Referéncia
Evaluation of the fruit zapote pulp behavior (Matisia | O alto teor de pectina foi um ponto favordvel para a producdo de | (JORDAN;
cordata) in  agro-industrial  processes  of | geleia. Além disso, a producdo de vinho foi melhorada devido ao | HOYOS

transformation

teor de agUcar.

CONCHA, 2005)

The mineral content of tropical fruits and
unconventional foods of the Andes and the rain
forest of Colombia

Os macros minerais mais presentes foram K 368 mg/100g e Ca 50
mg/100g. Para micro mineral foi Fe 0,59 mg/100g.

(LETERME et al.,
2006)

Physicochemical characteristics of two variety | A polpa da fruta apresentou pH neutro (6-7) e um alto teor de | (ALEGRIA;
zapote fruit (Matisia cordata) commercialized in | acUcares. HOYOS; PRADO,
department del Cauca 2007)

Screening of vegetables and fruits from Panama for
rich sources of lutein and zeaxanthin

Fonte de carotenoides (95 ug/g) com teor alto de zeaxantinas (46
ug/g), que estdo relacionadas a saude ocular.

(MURILLO, et al.,
2010)

Development and antioxidant capacity of sapota
pulp jelly (Quararibea cordata VISCHER)

A geleia apresentou maior teor de compostos fendlicos totais (102
mg/100 g de GAE) do gue a polpa da fruta (21 mg/100 g de GAE).

(CARVALHO et
al., 2012)

Native carotenoids composition of some tropical
fruits

A fruta apresentou 22 carotenoides diferentes, incluindo -caroteno
e 10 diferentes zeaxantina-di-ésteres.

(MURILLO et al.,
2013)

Process synthesis for antioxidant polyphenolic
compounds production from Matisia cordata Bonpl.

(zapote) pulp

O método com maior rendimento de polifendis (265,90 mg/100 g
de GAE) foram a secagem de bandejas, extracdo supercritica e
membranas (ultrafiltracdo e nanofiltracéo).

(CERON et
2014)

al.,

Evaluation of physical and chemical parameters of

A fruta apresentou alto teor de fibra dietética (11,94 %),

(CARVALHO, et

the Sapota (Quararibea cordata Vischer): A fruit of | carotenoides (1,91 pg.g™t) e pectina (5,24%). al., 2014)

the Amazon Brazilian

Bioactive compounds and scavenging capacity of | A fruta tem potencial como fonte de compostos bioativos com alta | (BERTO et al. ,
pulp, peel, and seed extracts of the Amazonian fruit | capacidade antioxidante sendo a epicatequina (extrato de 320ug/g) | 2015)

Quararibea cordata against ROS and RNS 0 principal composto fendlico na polpa.

Evaluation of Cu, Mg, Fe and Na Metal Contents in | O mineral Fe (0,47 mg/100g) e Cu (0,42 mg/100g) apresentaram (CASTILLO;
Sapodilla Plum (Quararibea cordata) from Valle del | maior teor, enquanto, Mg (0,003 mg/100g) o menor. MORENO;

Cauca, Colombia

RAMIREZ, 2016)




45

Influence of preservation by heat and cold on the
physicochemical and microbiological
characteristics, bioactive compounds of pulp from
sapota-do-Solimdes (Quararibea cordata)

O congelamento da polpa da fruta ndo afetou o teor de &cido
ascorbico, carotenoides totais e fendlicos totais. No entanto a
atividade antioxidante diminuiu.

(MONTEIRO et
al., 2018b)

Ice cream production using the sapota pulp
(Quararibea cordata Vischer).

O sorvete da sapota-do-Solimbes apresentou vitamina C (4,10
mg/100g), compostos fendlicos (363,45 mg/100g de &cido galico) e
teor total de carotenoide (0,43 pg/g). O teor total de fibras de 9,33
g/100g caracterizando o sorvete como alimento funcional.

(CARVALHO;
ASQUIERI;
DAMIANI, 2018)

NMR spectroscopy and chemometrics to evaluate
the effect of different non-thermal plasma processing
on sapota-do-Solimdes (Quararibea cordata
Vischer) juice quality and composition

Aplicacdo de plasma atmosférico diminuiu a concentragdo de
acucares e aumentou a atividade antioxidante.

(SILVA et
2022)

al.,

First complete quali-quantitative carotenoids
characterization of Aiphanes aculeata, Quararibea
cordata and Garcinia intermedia fruits

Foram identificados 12 carotenoides na polpa, sendo zeaxantina
39,6 pg/g, cis-anteraxanthin 16,7 pg/g e p-caroteno 14,4 ug/g os
com maior concentragéo.

(GIUFFRIDA;
TORIBIO;
MURILLO, 2022)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Compostos fendlicos sdo moléculas que contém pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxila, além de outras estruturas. Sao antioxidantes
importantes para a dieta humana encontrados em alimentos principalmente em frutas e
vegetais, mas em pequenas quantidades (CERON et al., 2014; QUATRIN et al., 2020).
Os compostos fendlicos podem ser aplicados como corantes naturais, antioxidantes e anti-
inflamatorios. Diferentes compostos fendlicos foram identificados na sapota-do-
Solimdes como 4&cido cafeico, &cido di-cafeoil, cafeoil poliamina, proantocianidina,
feruloil poliamina, kaempferol rutinosideo, e a maior quantidade foi para epicatequina
(BERTO et al., 2015b).

A geleia de sapota-do-Solimbes promoveu o0 aumento dos compostos
fendlicos totais de 21 mg/100g para 102 mg/100g em equivalentes de acido galico. O
processo a quente para produzir a geleia aumentou a bioacessibilidade dos compostos
fendlicos devido a quebra da parede celular vegetal (CARVALHO, VANIA SILVA ;
DAMIANI, CLARISSA; ASQUIERI, 2014). A aplicacdo do tratamento de pasteurizacao
seguida de congelamento ou refrigeracdo da polpa nédo alterou o teor fendlico de 9 mg/100
g de acido galico (MONTEIRO et al., 2018b).

As frutas tropicais sdo fonte de carotenoides um composto bioativo com
grande importancia para melhorar a saide dos olhos (MURILLO et al., 2013). Sendo
classificados em carotenos, compostos apenas por atomos de carbono e hidrogénio, e
xantofilas, que tém oxigénio na molécula como parte de um grupo funcional como
hidroxila, epdxi e carbonila (MERCADANTE et al., 2017). O teor total de carotenoides
encontrados na polpa sapota-do-Solimdes foi de 95,4 pg/g, sendo 2,2 ug/g de luteina e
46,2 n g/g de zeaxantina. Esse teor de zeaxantina caracteriza a sapota-do-Solimdes como
uma fruta com um alto teor de carotenoides. A insercdo de carotenoides na dieta pelo
consumo de sucos de frutas € uma 6tima alternativa, apesar do teor de carotenoides na
polpa da fruta ser maior do que no suco foi mostrado que os carotenoides sdo mais
biodisponivel em alimentos processados, uma vez que sao liberados das células durante
a producdo (MURILLO; MELENDEZ-MARTINEZ; PORTUGAL, 2010; YEUM;
RUSSELL, 2002). Carotenoides séo precursores de vitamina A, o que explica o alto teor
de 1.612 Ul (equivalente ao retinol) encontrado nesta fruta (BRAGA, LUCIA
FILGUEIRAS ; SOUSA, MARCILIO PEREIRA ; CAMPOS;, SONIA CASSINELLI
BALDINI; ISEPON, JACIRA DOS SANTOS ISEPON; MARINHO, HELIDE
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ALBUQUERQUE ; CASTRO, 2003). O teor de carotenoide também foi avaliado nos
produtos feitos a partir da polpa como na geleia 0,048 ng/g e sorvete 0,43 pg/g
(CARVALHO et al., 2012; CARVALHO; ASQUIERI; DAMIANI, 2018).

A Tabela 2 apresenta os diferentes resultados para a composicéo centesimal
da polpa de sapota-do-Solimdes de diferentes partes do Brasil. Sapota-do-Solimdes é um
fruto ndo climatérico que sendo colhido na fase de maturidade. Diferentes estudos
mostraram que essa fruta tem altos valores Umidos acima de 84 % indicando sua alta
perecibilidade. Esses fatores acima implicam a necessidade de o processo industrial
permitir sua comercializacdo em periodos ndo sazonal. Assim, muitos produtos podem
ser feitos a partir da sapota-do-Solimd@es: polpa congelada, néctares, geleia, marmelada,
vinho, sorvete, cha gelado, entre outros (CARVALHO et al. , 2012; CARVALHO;
ASQUIERI; DAMIANI, 2018; GUERREIRO et al. , 2015; MONTEIRO et al. , 2018b) .

Em frutas analisadas de diferentes cidades brasileiras, o teor de proteina
variou de 0,54 a 6,92. Além disso, uma avaliagdo importante nos sucos de frutas sao as
enzimas oxidativas como polifenoloxidase, que converte compostos fendlicos em
quinonas instaveis. Nenhum trabalho anterior avaliou a presenca de enzimas oxidativas
em sapota-do-Solimd@es da regido amaz6nica. Em sapota (Pouteria sapota) do México, a
polifenoloxidase foi extraida e purificada. Esta enzima tem pH 7 como 6timo e éacido
ascorbico como inibidor (PALMA-OROZCO et al., 2011).

Tabela 2- Composicéo centesimal da polpa da sapota-do-Solimdes.

Sapota de Goiania, Goias, Ssoi?;tgég%-e Sapota-do-Solimdes
Andlises % Br (CARVALHO, Manaus de Manaus,
(g/ 100 g) VANIA SILVA ; Amazonas’ Br Amazonas, Br
DAMIANI, CLARISSA; (BERTO et’ al (MONTEIRO et al.,
ASQUIERI, 2014) 20153 2018¢)
Umidade 90,75+ 1,76 86,59 £ 0,23 86,83 £ 0,01
Cinzas 0,29 +0,01 0,73+0,01 0,68 £ 0,01
Proteina 0,54 0,14 0,56 + 0,01 0,63+ 0,04
Lipidio 0,18 + 0,00 1,03+ 0,02 0,22 + 0,05
Carboidrato 8,24 + 0,03 11,09 +0,18 6,99 = 0,08
Kcal 36,74 £ 0,16 55,87 £ 0,00 32,48 £ 0,29

Fonte: Elaborada pela autora.
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Carboidratos sdo o principal composto da sapota-do-Solimdes, uma vez que
essa fruta é composta principalmente de sacarose (4,53%), frutose e glicose (2,48 %)
(MONTEIRO et al., 2018c). Apesar do alto teor de carboidratos, essa fruta tem um baixo
valor caldrico que varia de 32 a 55 Kcal. A polpa apresenta pH 6,8, sélidos soluveis de
12 e acidez titulavel de 0,12 % (CARVALHO, VANIA SILVA; DAMIANI,
CLARISSA; ASQUIERI, 2014; MONTEIRO et al., 2018c). Dentre os acidos organicos
0 &cido malico 11 mg/g e o acido fumarico 0,17 mg/g foram quantificados no sorvete
sapota-do-Solimdes (CARVALHO; ASQUIERI; DAMIANI, 2018).

O teor de fibra dietética foi avaliado sendo a sapota-do-Solimdes classificada
como fonte de fibra implicando suas possiveis propriedades funcionais. Diferentes
valores foram encontrados como em sapota-do-Solimdes da regido amazénica que
apresentou teor total de fibras de 4,64 % sendo 0,57 % de soltvel e 4,07 % insolavel.
Além disso, o teor total de pectina foi de 5,24 g/100g, que é uma fibra soliivel como
mucilagem e hemicelulose (MONTEIRO et al., 2018b). Na geleia de sapota-do-Solimdes
de Goiania, as fibras totais foram de 5,35 g/100g sendo 4,46 g/100g de soluvel e 0,89
0/100g de insolavel. O teor de pectina foi de 7,67 g/100g, o que favorece a producédo de
géis estaveis juntamente com acido e sacarose (CARVALHO et al., 2012).

A vitamina C (&cido ascorbico) é sollvel em agua e muito suscetivel a
degradacdo pos-colheita, principalmente, quando as frutas sdo expostas a condicdes
adversas de manuseio e armazenamento. A polpa de sapota-do-Solimdes apresenta 10,93
mg/100g de acido ascorbico quando madura (MONTEIRO et al., 2018c). Em condicdes
de armazenamento, a polpa congelada preservou o teor de acido ascérbico 10,72 mg/100g
mais do que a polpa refrigerada 10,25 mg/100g (MONTEIRO et al., 2018b).

Os lipidios variaram de 0,18 a 1,38 % na polpa sapota-do-Solimd@es. Dentre
os lipidios, o contetido de 4cidos graxos esta descrito na Tabela 3. Acido palmitico, acido

oleico, &cido vacénico séo o mais presentes da na polpa de sapota-do-Solimdes.
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Tabela 3- Composicao de &cidos graxos da polpa de sapota-do-Solim&es em mg/100 g

Acido graxo | Nome (BERTO et al, | (MONTEIRO et
2015a) al., 2018c)

8:0 Acido caprilico - -

10:0 Acido caprico 1,0 +0,05 -

12:0 Acido laurico 4,70 £ 0,22 1,76 £ 0,77

14:0 Acido miristico 28,10 + 0,38 3,51+1,08

15:0 Acido pentadecilico 1,14 + 0,07 -

15:1n-5 Acido pentadecen6ico 0,66 £ 0,01 -

16:0 Acido palmitico 374,07 + 87,92 68,64 + 2,50

16:1n-9 Acido 7-hexadecenendico 5,50 £ 0,09 -

16:1n-7 Acido palmitoleico 32,42 + 4,30 12,89 + 1,93

16:1n-5 Acido palmitvacénico 0,62 + 0,08 -

17:0 Acido margarico 2,49 + 0,64 -

17:1n-7 Acido 10-heptadecendico 26,49 + 0,29 -

18:0 Acido estearico 30,53 + 14,08 4,28 £0,19

18:1n-9 Acido oleico 607,57 + 253,77 | 66,49 +2,71

18:1n-7 Acido vacénico 109,60 * 3,60 30,565 + 0,96

18:2n-6 Acido linoleico 60,87 + 3,89 6,42+ 1,62

18:3n-6 Acido- y- linoleico - -

18:3n-3 Acido a-linolénico 98,60 + 7,77 18,11+ 1,76

20:0 Acido araquiddnico 1,98 +0,71 -

20:1n-9 Acido eicosondico 3,87 £0,59 -

21:0 Acido heneicosilico - -

20:2n-6 Acido eicosadienoico 0,30 £ 0,01 -

20:3n-6 Acido dihomo- y- linoleico - -

20:3n-3 Acido eicosatriendico 0,50+ 0,14 -

20:4n-6 Acido araquidénico - -

22:0 Acido beénico 5,14 + 0,06 -

20:5n-3 Acido eicosapentaenoico 0,70+ 0,01 -

22:1n-9 Acido ertcico 0,25+ 0,01 -

22:2n-6 Acido docosadiendico 13,08 + 0,27 -

24:0 Acido lignocérico 7,14 + 0,45 -

24:1n-9 Acido nervonico 0,78 +0,03 -

22:6n-3 Acido docosahexaen6ico 2,66 + 0,03 -

Y TFA Acido graxo total 1402,96 -

> SFA Acidos graxos saturados 438,49 78,19

mufa Y Acidos graxos | 787,76 -

monoinsaturados
Y PUFA Acidos graxos poli- | 176,71 -
insaturados

S 1n-9 Omega-9 617,97 -

Y n-6 Omega-6 74,25 -

S n-3 Omega-3 102,46 -

PUFA/SFA 0,40 -

n-6/n-3 0,72 0,35

Fonte: Elaborada pela autora.
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O sabor da fruta € um dos principais atributos sensoriais de aceitacdo do
consumidor, sendo a mistura de varias moléculas volateis que trazem aromas nicos para
as frutas. Os compostos volateis sdo originados a partir da sintese ou degradacéo de
moléculas maiores, como carotenoides que geram terpenos. No entanto, a maioria é
formada a partir de lipidios através da atividade lipoxigenase ou degradacao oxidativa de
acidos linoleicos e linolénicos, como ésteres e alcoois. Classes diferentes de compostos
volateis foram encontradas na polpa sapota-do-Solimdes sendo os mais relevantes
alcoois, aldeidos, ésteres, furanos, cetonas e terpenos. Durante o amadurecimento da
fruta, foi visto que dentre os compostos volateis o etanol aumenta sua concentracdo. Além
disso, os aromas verdes e herbaceos presentes na polpa se devem a presenca de hexanol
e (2)-3-hexen-1-ol que sdo formados a partir do metabolismo de &cidos graxos. As
cetonas ddo o aroma de acetoina que se assemelha a manteiga e creme e sao biossintéticos
e/ou degradados de acidos graxos por -oxidac¢do. Os outros compostos sdo responsaveis
pelo aroma frutado da sapota-do-Solimbes (MONTEIRO et al., 2018c)

Compostos bioativos podem interagir sinergicamente ou separadamente para
combater espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS).
Os compostos fendlicos e carotenoides apresentados na polpa sapota-do-Solimdes tém a
propriedade de combater ROS e RNS, inibindo ou diminuindo a taxa de reacOes
oxidativas. A capacidade antioxidante da polpa de sapota-do-Solimdes foi avaliada contra
diferentes radicais por BERTO, et al. (2015b). Para o radical superéxido (0O2) a
capacidade de antioxidante da polpa foi 18,5%, apesar de ndo ser um forte oxidantes este
radical € um importante precursor de outros radicais (hidroxila, oxigénio singlete e
perdxido de hidrogénio). Os antioxidantes da polpa de sapota-do-Solimdes diminuiram o
poder oxidante do perdxido de hidrogénio (H202) em 32 %, este radical tem baixo poder
de reatividade, mas sua capacidade de entrar nas células e reagir com metais pode
produzir o radical mais prejudicial, hidroxila. Dentre os ROS, o acido hipocloroso (HOCI)
€ 0 mais reativo e a polpa da fruta apresentou concentracao inibitdria (1Cso) para diminuir
50% o efeito oxidante das ROS de 22 ng/mL. Os extratos da polpa foram mais seletivos
para ROS do que para RNS. Para RNS, 0 ICso foi 369 pug/mL para o 6xido nitrico ("NO)
e 152 pug/mL para peroxinitrito (ONOO).

Minerais sdo elementos essenciais na dieta humana a polpa de sapota-do-

Solim@es tém uma variedade de minerais em sua composi¢do. O maior teor é relatado
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para Mg, K, Na, P e Ca. No entanto, Mn, Zn, Fe, Cu, ClI, S, Cr e Ni foram encontrados
em menores concentracdes (BERTO et al., 2015a; LETERME et al., 2006).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver sucos funcionais de sapota-do-Solimdes a partir da fermentagéo
com o probidtico L. casei B-442 com e sem a adicdo de frutooligossacarideos e avaliar a

viabilidade durante a digestéo in vitro, assim como o efeito na microbiota intestinal.

3.2 Objetivo especifico

e Produzir o suco funcional de sapota-do-Solimdes probidtico fermentado por L.
casei B-442;

e Produzir o suco funcional de sapota-do-Solimdes simbidtico adicionado de
FOS e fermentado por L. casei B-442;

e Avaliar a viabilidade do L. casei B-442 durante o armazenamento a frio (4 °C)
e durante a digestdo in vitro;

e Avaliar o consumo de acgucar, producdo de acidos organicos e de &cidos graxos
de cadeia curta durante o armazenamento a frio;

e Auvaliar a bioacessibilidade de acido ascorbico durante o armazenamento a frio
e durante a digest&o in vitro;

e Avaliar o efeito do suco simbidtico de sapota-do-Solimdes, antes e apos
armazenamento, na microbiota intestinal humana;

e Auvaliar a concentragdo do FOS durante o armazenamento, durante a digestéo

in vitro e fermentacéo col6nica.



52

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Suco de sapota-do-Solimdes

A polpa de sapota-do-Solimdes foi doada pela Universidade Federal do
Amazonas. Para o preparo do suco, a polpa foi descongelada e misturada em
liquidificador doméstico. Entéo, agua foi adicionada até atingir o °Brix 2 e o pH final 6.
Por fim, o suco foi dividido em embalagens plasticas (150 mL) e congelado para ser usado

durante o desenvolvimento dos experimentos da tese.

4.2 Preparo do indculo Lacticaseibacillus casei B-442

Lacticaseibacillus casei B-442 (Lactobacillus casei NRRL B-442) foi doada
pela ARS Culture Collection (NRRL, Peoria, Illinois - USA) umas das maiores cole¢des
de microrganismos disponivel publicamente no mundo. Para a ativacdo a cultura de
estoque de L. casei B-442 foi incubada estaticamente a 37 °C em 100 mL de caldo MRS
(De Mann, Rogosa e Sharpe) contendo 10 mL tampdo fosfato de potassio dibasico
200mM em pH 6,5 durante a noite (15h). O indculo (1 %, v/v) foi propagado em 100 mL
de caldo MRS a 37 °C por aproximadamente 5 h para obter uma concentracdo celular
inicial de aproximadamente 9,0 log UFC/mL. Verificado através do valor do pH 5,2

aproximadamente e absorbancia equivalente a 0,600 de absorbancia a 590 nm.

4.3 Fermentacdo dos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes

O suco de sapota-do-Solimdes simbidtico foi inicialmente adicionado de
79/100mL do prebidtico FOS (P95 de Beneo Oraft, Alemanha) que contém 7 GP sendo
28% de 1-kestose, 27% de nistose, 20% de fructofuranosilnistose, 16% da GP 6 e 9% da
GP 7 (ALMEIDA et al., 2017). O suco de sapota-do-Solim@es probiotico sem adi¢do de
FOS e o simbiotico foram fermentados em garrafas de vidro transparentes com tampas
rosqueadas (250 mL). O processo de fermentacao foi realizado de forma estatica em uma
incubadora a 37 °C, apds o inoculo de 1% (v/v) de L. casei B-442 (aproximadamente 9,0
log UFC/mL). A fermentacdo ocorre durante 15 h com pH final de aproximadamente 3,5,
definido com base em trabalhos anteriores (PEREIRA et al., 2017a; PEREIRA;
MACIEL; RODRIGUES, 2011; SANTOS FILHO et al., 2019).
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A fermentagdo em caldo MRS também foi simulada nas mesmas condi¢des
que os sucos funcionais para comparar o efeito da matriz na sobrevivéncia do
microrganismo probidtico. Além disso, o suco de sapota-do-Solimdes foi adicionado de
L. casei B-442 (aproximadamente 9,0 log UFC/m) sem fermentar para saber o efeito
apenas dos componentes do suco sem o processo fermentativo na sobrevivéncia do
microrganismo probidtico. Foi feito um teste em agar MRS para verificar a presenca de
bactérias lacteas viaveis do suco in natura sem adicdo de L. casei B-442, ndo
apresentando contagem de viaveis (APENDICE A - Avaliacdo da contagem de viaveis

em suco de sapota-do-Solimdes in natura).

Apos a fermentacao, o pH e °Brix foram medidos, e a viabilidade foi avaliada.
Na Tabela 4, estdo descritas as siglas usadas para se referir aos sucos funcionais

desenvolvidos nesse trabalho.

Tabela 4- Identificacdo dos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes
Sigla Amostra
SSP | Suco de sapota-do-Solimdes probidtico
SSS | Suco de sapota-do-Solimdes simbidtico
SSNE Suco de sapota-do-Solimdes ndo fermentado e adicionado de L. casei B-442
(9,0 log UFC/mL)
SSI | Suco de sapota-do-Solimdes in natura
SSSO | Suco de sapota-do-Solimdes simbidtico antes do armazenamento

SSS30 | Suco de sapota-do-Solimdbes simbiotico depois de 30 dias de armazenamento
Fonte: Elaborada pela autora.

4.4  Determinacéo da viabilidade

A viabilidade das células de L. casei B-442 foi executada segundo Morais et
al. (2019) com algumas modificagdes descritas a seguir. As amostras de suco funcional
foram diluidas seriadamente com agua peptonada (107%-10°) pipetadas e agitadas
vigorosamente. Posteriormente, 10 puL de cada diluigdo foi inoculado em placas com agar
MRS (triplicata) utilizando a técnica de inoculagcdo de microgota. As placas foram

incubadas por 48h a 37 °C em aerobiose e a viabilidade foi expressa como log UFC/mL.
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45 Armazenamento a 4 °C

Os sucos funcionais de sapota-do-solimdes SSP e SSS foram armazenados

por 30 dias a 4 °C. Ao fim do periodo os sucos funcionais foram analisados.

A taxa de sobrevivéncia foi calculada de acordo com a equacdo 1 durante o
armazenamento (SOARES et al., 2019).
log final

Survival rate (%) = log initial x 100 (D

4.6 Sobrevivéncia do L. casei B-442 em diferentes matrizes através de digest&o in
vitro

A sobrevivéncia do L. casei B-442 em diferentes matrizes através de
condigdes gastrointestinais foi avaliada utilizando-se um modelo in vitro amplamente
utilizado para avaliar o comportamento de probiéticos com algumas modificagdes
(ALMADA-ERIX et al., 2021). O sistema mimetiza as condigdes gastricas, duodenal e
jejunal em trés biorreatores (300 mL) controlados por um sistema BIO-TEC-PRO com
bombas peristélticas para simular os movimentos peristélticos durante a transferéncia,
agitacdo automatica (TE-2003-0,36-E1) em 250 rpm, e banho termostatico (TEC-BIO-T)
a 37 °C. O caldo MRS fermentado (condicdes Otimas para L. casei B-442), SSNF (efeito
dos componentes do suco) e SSI (bioacessibilidade de compostos bioativos) também

foram avaliados por meio da digestdo simulada in vitro.

As condi¢des gastricas foram simuladas usando 240 mg de pepsina (600
U/mL, Sigma Aldrich) diluida em 100 mL de solu¢éo contendo NaCl (47,2 mmol/L), KCI
(6,9 mmol/L), KH2PO4 (0,9 mmol/L), MgCl2 6H20 (0,1 mmol/L), NaHCO3 (25 mmol/L),
CaCl; (0,3 g/L). O pH foi ajustado com 1M HCI ou 1M NaOH para pH 2,3 + 0,2. As
condigdes duodenais foram simuladas usando 0,9 g de pancreatina/L (Sigma Aldrich) e 6
g/L de sais biliares (Sigma Aldrich) diluidos em 60 mL de solucdo contendo NaCl (38.0
4 mmol/L), KCI (6,8 mmol/L), KH2PO4 (0,64 mmol/L), MgCl, 6H>O (0,33 mmol/L),
NaHCO3 (85 mmol/L), CaCl2 (0,37 g/L). O pH foi ajustado com 1M HCI ou 1M NaOH
para pH 5.0 + 0,3. Por fim, as condicdes jejunais foram simuladas utilizando 0,9 g de
pancreatina/L (Sigma Aldrich) e 6 g/L de sais biliares (Sigma Aldrich) diluidos em 50
mL de solu¢do contendo NaCl (38,4 mmol//L), KCI (6,8 mmol/L), KH2PO4 (0,64
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mmol/L), MgCl, 6H-0 (0,33 mmol/L), NaHCOs (85 mmol/L), CaCl. (0,37 g/L). O pH
foi ajustado com 1M HCI ou 1M NaOH para 7,0 £ 0,3.

O volume inicial da amostra foi de 190 mL que foi bombeado por 10 minutos
para o sistema de digestdo. Cada fase durou 2h, apds a primeira hora foi iniciada a
transferéncia para a proxima fase, durante 1 h transferindo 240 mL da fase gastrica para
fase duodenal. Ent&o, foi transferido 260 mL da duodenal para a fase jejunal. As amostras
foram coletadas no final de cada fase gastrica, duodenal e jejunal. Entdo, foram avaliadas
quanto a viabilidade do probiotico, AGCC, bioacessibilidade do &cido ascorbico e
estabilidade do FOS.

4.7 Fermentacao col6nica

4.7.1 Aspectos Eticos

Para selecdo dos voluntarios foram estabelecidas as seguintes condi¢des: ndo
fumantes, sem doencas metabolicas e gastrointestinais, ndo ingestdo de antibidticos,
suplementos prebioticos ou probidticos por pelo menos 3 meses antes da doacdo. Entdo
0s voluntérios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido como demonstrado
no APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido para estudo da microbiota
intestinal Todos os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa (Universidade Federal do Ceard, CEP/UFC, CAAE
51874021.0.0000.5054, 25/10/2021).

As amostras fecais de duas voluntérias saudaveis de 29 anos (SSS0) e 27 anos
(SSS30) foram coletadas em recipientes estéreis e mantidas a sob refrigeragdo até o

momento da inoculacéo.

4.7.2 Fermentago colbnica do suco de sapota-do-Solimdes simbidtico

O efeito do SSS na microbiota intestinal foi avaliado atraves da fermentacéo
coldnica simulando condigdes gastrointestinais usando um modelo in vitro com algumas
modificaces descritas abaixo (ALMADA-ERIX et al., 2021). O processo foi realizado

em biorreator batch (TecBioFlex, 1 L) sob condi¢des controladas (37°C). Devido a alta
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concentracéo de fibras no suco de sapota-do-Solimdes a agitacdo foi mantida em 200 rpm.
As condigdes gastricas (pH 2,3 + 0,2) foram simuladas usando 480 mg (600 U/mL) de
pepsina (Pepsina P700, Sigma Aldrich) diluida em 200 mL de solucdo contendo NaCl
(47,2 mmol/L), KCI (6,9 mmol/L), KH2PO4 (0,9 mmol/L), MgCl. 6H20 (0,1 mmol/L),
NaHCO3 (25 mmol/L), CaCl> (0,3 g/L). Assim, 380 mL de suco funcional (SSSO e
SSS30) foram adicionados e mantidos nesta condic¢ao por 2h. Em seguida, foram retirados
100mL da fase gastrica. As condic¢Ges duodenais (pH 5,0 £ 0,3) foram simuladas usando
1,8 g de pancreatina/L (pancreatina de pancreas suino P3292, Sigma Aldrich) e 12 g/L de
bile (bile bovina B3883, Sigma Aldrich) diluida em 120 mL de solucéo contendo NaCl
(38,4 mmol/L), KCI (6,8 mmol/L), KH2PO4 (0,64 mmol/L), MgCl2 6H20 (0,33 mmol/L),
NaHCOs3 (85 mmol/L), CaCl, (0,37 g/L). Apos 2h nesta condicao, foram retirados 100mL
da fase duodenal. Finalmente, as condi¢es jejunais (pH 7,0 + 0,3) foram simuladas pela
adicdo de 100 mL de solucdo duodenal. As amostras fecais foram diluidas 1:10 (p/p) em
tampdo anaerdbio (solucdo salina fosfato 0,1 M, pH 7,0) e depois inoculadas (10% v/v).
As condicBes anaerobicas foram mantidas injetando 100% de géas nitrogénio no liquido
usando o reator de aspersdo. A fermentacdo coldnica foi realizada por 48 h. As amostras
foram coletadas em 0, 24 e 48h de fermentacdo. As amostras foram centrifugadas
(1000*g, 4°C, 10 min) e o sobrenadante foi analisado quanto ao teor de agUcar, acidos
organicos, AGCC e FOS. O precipitado foi congelado e reservado para a analise de DNA

gendmico.

4.8 Anélise do DNA da microbiota intestinal

As amostras do suco SSS0 e SSS30 0Oh e 48h foram transferidas (40 mL) para
tubos plastico estéreis e centrifugadas (1000*g, 4 °C, 10 min). O DNA gendmico foi
extraido a partir de 0,25g (peso umido) usando o kit comercial DNeasy PowerSoil Pro
Kit (QIAGEN) de acordo com as recomendacbes do fabricante. A quantidade e
concentracdo do DNA gendmico foi estimada por medida da absorbancia em 260 nm,
utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). A qualidade do material obtido foi avaliada pela razéo entre as
medidas de absorbancia 260/280 e 260/230. As bibliotecas foram preparadas utilizando
o0 protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation da lllumina (Illumina,

San Diego, CA, EUA), com algumas modificagOes. A regido V4 do gene 16S rRNA foi
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amplificada usando 2X Kapa HiFi HotStart Ready Mix (Roche, Pleasanton, CA, EUA)
com primers especificos (515F-Y/806R), de acordo com o seguinte programa: 95°C por
3 min, seguido por 35 ciclos de 98°C por 20 seg, 55°C por 30 seg, 72 min°C por 30 seg,
e 72 °C por 5 min (PARADA; NEEDHAM; FUHRMAN, 2016). Em seguida, as
bibliotecas foram purificadas com o Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea,
CA, EUA) eaindexacao realizada utilizando o kit de index Nextera XT (set A) (Illumina).
Depois da indexacdo, os produtos de PCR foram purificados com o Agencourt AMPure
XP-PCR (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) e quantificados usando dsDNA BR kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) em um fluordmetro Qubit 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As amostras foram submetidas ao sequenciamento
utilizando o reagente MiSeq kit v2 (300 ciclos) na plataforma Illumina MiSeq System
(IMumina, San Diego, CA, EUA). O sequenciamento foi realizado na Central de

Gendmica e Bioinformatica (CeGenBio), da Universidade Federal do Ceara.

Os dados foram analisados utilizando o BaseSpace, uma plataforma em
nuvem da llumina composta por varios aplicativos baseados em softwares utilizados na
bioinformaética para analise de sequéncias. Nesta plataforma os dados do sequenciamento
foram transmitidos para a nuvem para ser tratados pelo software DADAZ2. Os dados foram
desmultiplexados e, em seguida, filtrados, limpos, e mesclados sem quimeras.

4.9 Alfa diversidade

A alfa diversidade da microbiota intestinal inoculada e ap6s fermentacédo
colonica (48h) dos sucos funcionais foram calculados usando o estimador de riqueza de
Chaol e o indice de diversidade de Shannon. As analises de alfa diversidade foram

realizadas no programa EstimateS.
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4.10 Analise por cromatografia liquida de alto desempenho

4.10.1 Preparo das amostras

As amostras foram previamente centrifugadas (11.180*g, 20 °C, 10 min),
depois 2,0 mL foi filtrado com membrana de acetato de celulose (0,45 uM, 13 mm de

diametro) e colocadas em vials.

4.10.2 Determinacédo de acidos organicos e acidos graxos

A concentragdo dos acidos organicos ascorbico, citrico, acético, latico e
acidos graxos de cadeia curta propidnico, butirico e isobutirico nas amostras (SSI, SSP e
SSS) foram analisadas por cromatografia liquida de alto desempenho (Agilent
Technologies 1260 Infinito). O volume de injecdo foi de 40 plL e a separacdo
cromatogréfica foi realizada utilizando uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm)
(Bio-Rad) a 65 °C. A eluicdo isocréatica foi realizada com &cido sulfirico de 5 mM em
agua deionizada como fase mdvel por 30 min a 0,6 mL/min (PEREIRA et al., 2017a). Os
acidos foram detectados utilizando um detector UV-DAD a 210 nm nos seguintes tempos
de retencdo de 9,66 min (ascorbico), 7,8 min (citrico), 14,9 min (acético) e 12,5 min
(latico), propibnico (17,2), butirico (21,2) e isobutirico (18,8). A curva de calibragéo foi
estabelecida usando os padrdes de cada acido. Assim, &cido ascérbico e citrico variaram
de 0,1 a 1,0 g/L, acético variou de 0,1 a 6,0 g/L, e 0,8 a 8,0 g/L. Os resultados foram
expressos em g/L.

4.10.3 Determinacdo dos acucares

A concentragéo de glicose, frutose e sacarose nas amostras (SSI, SSP e SSS)
foi analisada utilizando cromatografia liquida de alto desempenho (Agilent Technologies
1260 Infinity) segundo Pereira, et al. (2013a), com algumas modifica¢des. O volume de
injecdo foi de 40 pL e a separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna
Aminex HPX-87C (300x 7.8 mm) a 80 °C. A eluicdo isocréatica foi realizada com agua
por 30min a 0,6 mL/min. A deteccdo nos seguintes tempos de retencdo da sacarose 9,7

min, glicose 11,89 min e frutose 15,33 min foi feita utilizando-se um detector de Rl a 35
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°C. A curva de calibracdo foi estabelecida utilizando padrdes de sacarose, glicose e frutose
variando de 0,5 a 10 g/L. Os resultados foram expressos em g/L.

411 Avaliacdo por densitometria do grau de polimerizacdo dos
frutooligossacarideos

Os FOS no SSS foram analisados por cromatografia de camada delgada
(TLC) e densitometria. As amostras do SSS foram diluidas para que todas estivessem
diluicdo e permitisse a comparagdo. Entéo, filtradas com membrana de acetato de celulose
(0,45 uM, 13 mm de didmetro). As amostras foram analisadas por TLC, utilizando placas
de silica em gel (SIGMA-ALDRICH 20 x 20 cm, namero: 99570-25EA). Foram
aplicadas amostras de 1 pL na placa a 1,5 cm da parte inferior ¢ a uma distancia de
separacdo de 1,0 cm uma da outra. As placas foram colocadas na cémara de
desenvolvimento das placas de TLC pré-condicionada a 30 °C. Para separar 0S
carboidratos, a placa de TLC foi desenvolvida trés vezes em um sistema solvente
contendo n-butanol/2-propanol/H,O (10:5:4). Apo6s cada subida do solvente de
aproximadamente 4h, a placa era seca com ar quente. Para visualizar as bandas de
carboidratos, a placa de TLC foi imersa em uma camara contendo uma solucéo reveladora
composta de 1-butanol/agua (80%, v/v), acido fosférico (6,78 mL), uréia (3 g) e etanol (8
mL) em 100 mL. Apds a secagem em ar frio, as placas foram aquecidas a 120 °C por 10
minutos para tornar as bandas visiveis. Para a quantificacdo dos FOS, utilizou-se um
scanner TLC CAMAG 4 20 x 20 cm acoplado ao densitbmetro. O comprimento de onda
usado foi de 450 nm. O software Planar WinCATS Chromatography Manager foi usado
para avaliar os dados (ALMEIDA et al., 2017; SHIOMI; ONODERA; SAKAI, 1997). Os
resultados foram expressos como concentracao relativa do FOS de acordo com a equagéo

2 ou como concentracao relativa do GP do FOS de acordo com a equacao 3.

Agp

Concentragao relativa do FOS % = x 100 (2)

GPi

Em que:

Acp é a area cromatogréafica de um GP do FOS (GP =3a7)
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Acpi € a area cromatografica do GP do FOS inicial

AGPi

Concentragao relativa do GP do FOS % = x 100 3)

t

Em que:
Acpri area cromatogréafica de cada GP do FOS (i= 3 to 7)

A€ a soma das areas GP do FOS (Y/3 4;)

4.12 Determinacéo de fendlicos totais

A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada por espectroscopia como
descrito abaixo (PAIXAO et al., 2019; SINGLETON; ROSSI, 1965). A anélise foi
realizada em uma microplaca de 96 pocos adicionando 10 pL do sobrenadante da amostra
(11.180*g, 2 min a 20 °C) com 200 uL de solugédo de Folin, seguido de agitagcdo. Apds 3
min, 100 uL de solugdo de bicarbonato de sodio (4%, p/v) foi adicionado e foi medido a
absorbancia em 765 nm usando um leitor de microplacas ELISA. A concentracdo de
fenolicos totais foi calculada a partir de uma curva de calibracdo com solugdes de
concentragcfes conhecidas de acido galico (0-800 mg/L) contra absorbancia a 765 nm. O

resultado foi expresso como concentracgdo relativa de fendlicos totais.

4.13 Bioacessibilidade do acido ascérbico

As fragbes dos sucos funcionais apos cada fase da digestdo foram avaliadas
quanto a concentracdo de acido ascorbico. As amostras foram previamente centrifugadas
(11.180*g, 20 °C, 10 min) e quantificadas por HPLC (item 4.11.2). A bioacessibilidade

do &cido ascorbico foi calculada de acordo com a equagéo 4:

) o Amostra apo6s digestao
Bioacessibilidade (%) = - — x 100 (4)
Amostra antes da digestao
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A amostra apds digestdo € a amostra retirada apos exposta a condigdes de
digestdo in vitro. Amostra antes da digestdo é aquela que néo foi exposta a condi¢des de

digestdo in vitro.

4.14 Parametros de cor

Os parametros de cor foram obtidos utilizando-se um colorimetro CR300

(Konica Minolta, Japdo), de acordo com a escala CIELAB (L*, a*, b*, C*e h°). O
equipamento foi calibrado com um D65 padrdo branco (L* = 97,81, a* = -0,06, b* = 1,64,
*=1,64 e h°=92,17). A luminosidade do parametro (L*), avermelhado-esverdeado
(@*), amarelado-azulado (b*), cromatica (C*) e o angulo da tonalidade (h°) foram
medidos através de uma area de visualizagao de 8mm. A diferenca de cor (AE) foi obtida
de acordo com a equacdo 5. A variagdo dos parametros de cor (A) foi calculada como a

diferenca entre o valor do suco ap6s fermentagéo e o suco in natura.

AE = \J(AL)?+ (Aa*)2 + (Ab*)? (5)

4.15 Anadlises estatisticas

Os resultados foram analisados e relatados como média e desvio padrao.
Quando apropriado, as variaveis foram submetidas a uma analise ANOVA unidirecional
seguida do teste de comparacdes multiplas de Tukey com um nivel de significancia de
5% (p < 0,05) utilizando o programa STATISTICA (Statsoft v 13.0).

Um heatmap foi usado para mostrar a distribuicdo dos géneros em relacéo ao
tempo de estocagem e fermentacdo colb6nica do SSS usando o MetaboAnalyst 5.0
(www.metaboanalyst.ca/). Foram identificadas 814 espécies de microrganismos, sendo
595 de SSSO e 495 de SSS30. Portanto, devido a complexidade do conjunto de dados e a
particularidade de cada tipo de amostra, uma matriz numérica foi criada separadamente
para as amostras antes e apés 30 dias de armazenamento. Cada matriz numerica foi
importada separadamente pelo programa PLS Toolbox™ (versdo 8.6.2, Eigenvector
Research Incorporated, Manson, WA EUA) para analise quimiométrica ndo
supervisionada por Andalise de Componentes Principais (PCA) para explorar a

variabilidade de espécies dos microrganismos no SSS com base no armazenamento
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refrigerado e o tempo de fermentacdo colbnica. Para a abordagem quimiométrica, 0s
conjuntos de dados foram auto escalonados (centrados na média com posterior
escalonamento de variancia) e o algoritmo Simplified PLS (SIMPLS) foi aplicado para
decompor as matrizes complexas em escores e loadings. O método de validacdo cruzada
completa por Venetian blind (10 divisOes e espessura igual a 1) foi usado para modelagem
com um nivel de confianca de 95% (SILVA et al., 2022).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Viabilidade do L. casei B-442 em diferentes matrizes

Na Tabela 5, a contagem inicial apds fermentacéo para as matrizes avaliadas
foi acima de 11 log UFC/mL, superior ao recomendado (6-7 log UFC/mL) para ser
considerado probidtico (SWANSON et al.,, 2020; VALERO-CASES; NUNCIO-
JAUREGUI; FRUTOS, 2017). A cepa probidtica demonstrou boa capacidade de
metabolizar os agUcares do suco sapota-do-Solimdes mesmo apds a adi¢do de FOS (SSS),
ja que a contagem inicial dos dois sucos funcionais (SSP e SSS) foi semelhante ao caldo
MRS. Outros estudos ja demonstraram a capacidade do L. casei B-442 em se propagar
em diferentes sucos de frutas. Dentre as matrizes se destacam cacau (Theobroma cacao
L.), meldo, abacaxi, caju e cupuacu (Theobroma grandiflorum) que apresentaram
contagens superiores a 9 log UFC/mL (COSTA et al., 2013a; FONTELES et al., 2012;
PEREIRA et al., 2013b, 2017a; SANTOS FILHO et al., 2019).

Tabela 5- Viabilidade do probidtico L. casei B-442 ap6s fermentacdo (15 h; 37 °C) em
diferentes matrizes

Caldo MRS SSP SSS
pH 3,95 + 0,05° 3,45 £ 0.04°¢ 3,45 £ 0,01*
log UFC/mL 12,55 £ 0,03* 11,06 £ 0.10° 11,52 +0,07°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). Suco de
sapota-do-Solimdes probidtico (SSP) e suco de sapota-do-Solim8es simbiotico (SSS). Fonte: Elaborada
pela autora.
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Além disso, BAL tendem a preferir um ambiente redutor, para promover o
crescimento celular. Foi demonstrado que a suplementacédo do leite com o agente redutor
acido ascérbico (50-500 mg/L) diminuiu o tempo de fermentacdo em 20 h para L. casei
NRRL B-1922 (SOTO et al., 2019). A variedade de compostos bioativos presentes no
suco de sapota-do-Solim@es pode ter promovido esse ambiente redutor j& que sua polpa
tem 10,93 mg/100g de acido ascérbico (MONTEIRO et al., 2018c). No entanto, outros
compostos acidos e as fibras podem exercer um efeito protetor promovendo o crescimento
dos microrganismos. Isso foi demonstrado em suco de laranja probidtica fermentado por
L. paracasei ssp. paracasei (L. casei-01), no qual a adi¢do de &cido ascorbico ndo exerceu
um efeito protetor sobre as culturas probioticas, mas sim a acidez e o contedo em fibras
(DA COSTA et al., 2017). A polpa da sapota-do-Solimdes é fibrosa caracterizada por seu
elevado teor de pectina, que exerce efeito prebidtico na microbiota autoctone
(CARVALHO, VANIA SILVA; DAMIANI, CLARISSA; ASQUIERI, 2014;
ELSHAHED et al., 2020).

O probidtico no SSS obteve uma viabilidade maior que no SSP,
provavelmente a adi¢do de FOS (7 % p/v) promoveu essa maior viabilidade devido ao
seu efeito protetor diante de condi¢es de estresse como a acidez. O farelo de trigo
promoveu uma maior viabilidade de L. paracasei K5 em suco simbidtico de cereja
cornalina (Cornus mas L.) (MANTZOURANI et al., 2019). A adicdo de FOS em bebidas
mistas de milho e arroz aumentou a viabilidade de trés cepas (L. plantarum CCMA 0743,
Torulaspora delbrueckii CCMA 0235, e L. acidophilus LACA 4) quando comparada com
a bebida sem prebidtico (FREIRE; RAMOS; SCHWAN, 2017).

5.2 Viabilidade do L. casei B-442 em diferentes matrizes durante digestéo in vitro

A viabilidade do probi6tico L. casei B-442 em diferentes matrizes ao longo
da digestdo simulada in vitro é mostrada na Tabela 6. As células de L. casei B-442 no
caldo MRS, adequado para a propagacdo de BAL, na fase gastrica diminuiram 9 ciclos
log (3,65 log UFC/mL), e em condicOes entéricas a contagem foi abaixo do limite de
quantificacdo (< 1 log UFC/mL). O caldo MRS funcionou como um controle, pois traz
apenas as condi¢des ideais para o crescimento das BAL, e a resisténcia através do trato

gastrointestinal depende também da interagcdo da matriz com cepa. Por exemplo, B. lactis
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Bb-12 quando adicionado na ricota de leite de cabra manteve a viabilidade em 6 log
UFC/mL durante digest&o in vitro, mas quando avaliado em caldo MRS a viabilidade caiu
para menos de 2 log UFC/mL (MEIRA et al., 2015).

Tabela 6- Viabilidade do probidtico L. casei B-442 durante a digestdo simulada in vitro
em diferentes matrizes

Fases da digestéo in vitro (log UFC/mL)

Gastrica Duodenal Jejunal
Caldo MRS 3,65 +0,16" <1° <1°
SSP 5,42 +0,10° 3,78 +0,18° 3,67 +£0,19°
SSS 3,63 + 0,06¢ 4,48 +0,18° 8,59 £ 0,21°
SSNF 9,48 +0,10° 7,52 +0,07° 5,97 +0,22¢

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). Suco de
sapota-do-Solimdes probidtico (SSP), suco de sapota-do-Solimdes simbidtico (SSS) e suco de sapota-do-
Solimdes ndo fermentado adicionado de L. casei B-442 (SSNF). Fonte: Elaborada pela autora.

O SSP e SSS obtiveram resultados distintos durante a digestdo in vitro,
reforcando o beneficio que os componentes da matriz podem causar nas celulas
probidticas. SSP reduziu 6 ciclos log, enquanto SSS 8 ciclos log na fase gastrica. O pH é
um ponto critico na sobrevivéncia de BAL durante o processo de digestdo. Foi
demonstrado que a adi¢do de inulina ao meio proporcionou uma maior sobrevivéncia da
cepa de L. casei L1 sob condicGes gastricas em pH 3, mas ao diminuir o pH para 2 as
células probidticas n&o sobreviveram (TULUMOGLU; ERDEM; SIMSEK, 2018).

SSP reduziu 2 ciclos log de L. casei B-442 na fase duodenal mantendo na fase
jejunal 3,67 log UFC/mL. A reducdo da viabilidade de probioticos, quando expostas a
condicBes entéricas, é causada pela acdo de sais biliares que agem como detergentes
causando danos celulares e citotoxicidade (ARNOLD et al., 2018). O SSS aumentou a
viabilidade do L. casei B-442 em 1 log na fase duodenal e 4 ciclos log na jejunal (8,59
log UFC/mL). Esse comportamento € relatado como um estado de recuperagédo celular
que se da logo apds a fase gastrica, na qual as células probidticas estariam viaveis e ndo
cultivaveis, comecando a recuperagdo dos danos celulares em melhores condigdes de pH
na fase duodenal e jejunal, voltando a ser cultivavel (COSTA et al., 2017; RODRIGUES
et al., 2019). Trabalhos anteriores com BAL demonstraram essa recuperacgao das celulas
apos condicgdes de estresse onde mecanismos de reparacdo sdo ativados como produgéo
de exopolissacarideos, homeostases do pH intracelular e reparacdo das estruturas
danificadas (COSTA etal., 2017; RIBEIRO et al., 2020; SOARES et al., 2019). A adi¢édo
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do prebiotico também favorece essa recuperacdo das células probioticas em condigdes
gastrointestinais. Queijo tipo cottage revestidos com simbi6tico L. plantarum CECT 9567
e acido lactobi6nico (prebidtico) promoveu uma maior sobrevivéncia principalmente nas
fases entérica protegendo contra a acdo de sais biliares e enzimas digestivas (SAEZ-
ORVIZ et al., 2020).

Os resultados do suco sapota-do-Solimdes adicionado de L. casei B-442 nédo
fermentado (SSNF) sdo notorios em comparacdo com as outras matrizes. Diferente das
outras matrizes as células probidticas ndo foram expostas a pH acido antes da digest&o in
vitro, pois 0 SSNF tinha pH 6. Na fase géstrica o probidtico do SSNF manteve 9 log
UFC/mL demonstrando maior resisténcia as condic6es acidas. Os componentes do suco,
como fibras, carotenoides e acglcares, pode ter protegido a membrana celular contra a
variacdo do pH devido a capacidade tamponante (BERTO et al., 2015b; WANG; XIE;
SUN, 2020). Além disso, minerais como Mn, presente na polpa de sapota-do-Solimdes
(0,40 mg/100g), aumenta a tolerancia das cepas de BAL ao estresse oxidativo (BERTO
et al., 2015b; RICCIARDI et al., 2015; ZHANG et al., 2020). Houve uma diminuicéao
significativa (p < 0,05) entre as fases duodenal pH 5 e jejunal pH 7 de 1 log UFC/mL,
porém aproximadamente 6 log UFC/mL resistiu as condi¢Bes gastrointestinais.

Um alimento probiotico deve ter no minimo 6 log UFC/mL no momento do
consumo, mas recomenda-se 9 log UFC/mL para garantir a sobrevivéncia até chegar ao
epitélio intestinal e exercer beneficios a saide (SWANSON et al., 2020; VALERO-
CASES et al., 2020). Os resultados obtidos para os sucos funcionais de sapota-do-
Solimdes sdo promissores, pois as contagens obtidas de 3,67 a 8,59 log UFC/mL ap06s
digestdo simulada in vitro se aproximam de testes in vivo. Como foi relatado em estudo
com L. casei DG® (Lactobacillus paracasei CNCMI1572) que sobreviveu ao transito
gastrointestinal quando ingerido numa dose de 9 log UFC/mL por criangas obtendo no

maximo 4,3 log UFC/g de células viaveis em suas fezes (RADICIONI et al., 2019).

5.3 Sobrevivéncia do L. casei B-442 nos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes

durante armazenamento a frio (4 °C)

Durante a fermentacdo as BAL produzem diferentes acidos organicos e

compostos bioativos com poder antimicrobiano como perdxido de hidrogénio, diacetil,
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bacteriocinas, peptideos e compostos fendlicos podendo promover uma melhor
sobrevivéncia das células probidticas durante o armazenamento (MUHIALDIN;
KADUM; MEOR HUSSIN, 2021). O pH ndo mudou para 0 SSP ap06s 0 armazenamento
mantendo-se em 3,46, mas para 0 SSS houve uma leve diminui¢do no pH de 3,45 para
3,38, sugerindo pos-acidificagdo (Tabela 7). Como bactéria heterofermentativa
facultativa, as cepas de L. casei tem o &cido latico como metabdlito principal, o que
melhora sua resisténcia ao estresse acido (HILL et al., 2018). As bactérias do género
Lactobacillus tém um mecanismo para homeostase do pH citoplasmatico podendo tolerar
citoplasma com pH &cido (pH interno: 4,4; pH externo: 3,5). Por outro lado, quando um
certo limiar de pH citoplasmatico é superado, as func¢des celulares sdo inibidas (ARNOLD
etal., 2018; FONTELES et al., 2012).

Tabela 7- Parametros fisico-quimicos e taxa de sobrevivéncia do L. casei B-442 nos sucos
funcionais de sapota-do-Solimdes durante o0 armazenamento

Taxa de
Dias pH °Brix log UFC/mL sobrevivéncia %
SSP 1 345+0,10*0 1,87 +0,06" 11,06 + 0,102 99,99 + 0,882
30 3,46 +0,10*8 2,10 + 0,052 10,80 + 0,302 94,96 + 1,57°
SSS 1 3,45+0,01* 10,7+0,10% 11,52 + 0,072 100 + 0,632
30 3,38+0,10° 10,6+0,06°  950+0,17° 82,48 +1,51°

Letras diferentes na mesma coluna e para 0 mesmo suco indicam diferencas estatisticamente significativas
(p £0,05). Suco de sapota-do-Solimdes probittico (SSP) e suco de sapota-do-Solim&es simbidtico (SSS).
Fonte: Elaborada pela autora.

O SSS durante 30 dias de armazenamento diminuiu 2 ciclos log do L. casei
B-442, enquanto o SSP ndo apresentou mudanca significativa (p < 0,05) na viabilidade
do L. casei B-442 (Tabela 7). Sucos probiéticos de caju e meldo fermentados por L. casei
B-442 também mantiveram viabilidade acima de 8 log UFC/mL durante 42 dias a 4 °C
(FONTELES et al., 2012; PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011). Por outro lado, 0
suco de abacaxi probiotico, reduziu a viabilidade do L. casei B-442 mantendo 6 log
UFC/mL durante 42 dias de armazenamento, com a adic¢do de sacarose esse valor foi 2
ciclos log menor (COSTA et al., 2013a). Em um suco de pera simbiotico contendo
Bacillus coagulans IBRC-M 10807 imobilizado em pectina houve a reducdo da
viabilidade do probidtico de 9 para 6 log UFC/mL apds 35 dias de armazenamento a 4
°C. No estudo de suco misto de cenoura e laranja contendo inulina e fermentado por L.

acidophilus CECT 903, apo6s 20 dias foi observado uma maior viabilidade do probidtico
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(7,79 log UFC/mL) para o suco contendo 3% de inulina (p/v) (VALERO-CASES;
FRUTOS, 2017).

Além disso, a pressao osmatica é outro ponto importante no SSS devido ao
alto valor do °Brix acima de 10 que pode ter afetado a viabilidade do L. casei B-442 como
é expresso pela taxa de sobrevivéncia de 82,48% ap06s armazenamento. O SSS e SSP teve
pequenas variacbes no valor do °Brix, podendo ser explicado pelo o uso de
monossacarideos pelas células probioticas, assim como hidrélise de sacarose residual. A
adicdo do prebiotico inulina em suco misto de cenoura e laranja fermentado por L.
acidophilus CECT 903 causou uma diminuigdo do valor do °Brix e na viabilidade do
probidtico ao longo dos 40 dias de armazenamento (VALERO-CASES; FRUTOS, 2017).

5.4 Parametros de cor nos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes durante o

armazenamento a frio (4 °C)

Os parametros de cor sio apresentados na Tabela 8. Os valores de L* foram
superiores a 50 (escala preto-branco) indicando luminosidade média. O pardmetro a”
diminuiu de 10 para 6 no SSP e 7 no SSS (escala verde-vermelha) ap6s a fermentacéo
indicando uma predominéncia da cor verde, mas ap06s 0 armazenamento esse valor
aumentou (p < 0,05) no SSP para 9. Pardmetro b” em torno de 50 (escala azul-amarela)
indicando a cor amarela intermediaria. Em geral, a cor dos sucos funcionais se tornou
mais vivida e laranja devido ao incremento de L" e h® apds a fermentagdo. No entanto,
durante o armazenamento, o SSP ficou mais escuro do que o SSS, como sugerem a

reducdo de L" e he.
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68

Dia L* a b* C h° AE

SSlI 1 56.05 + 0.03¢ 10.35 + 0.022 45.14 + 0.062 46.31 + 0.06% 77.09 + 0.02¢ -

ssp 1 61.51 + 0.052 6.19 + 0.03° 4457 + 0.04° 45.00 + 0.04° 82.10 + 0.05% 6.89 + 0.052
30 57.76 + 0.04¢ 9.37 + 0.06" 44.72 +0.07° 45.69 + 0.06" 78.17 + 0.08¢ 2.02 + 0,05¢

sss 1 57.74 + 0.02° 7.36 +0.02° 44.32 + 0.02¢ 44.93 + 0.02° 80.57 + 0.03° 3.81 +0.03°
30 58.49 + 0.04° 6.74 + 0.04¢ 42.15+0.12¢ 42.69 +0.12¢ 80.91 + 0.07° 3.96 + 0.05°

Letras diferentes na mesma coluna indicam que as amostras sdo estatisticamente diferentes (p < 0,05). Suco de sapota-do-Solimdes in natura (SSI),

suco de sapota-do-Solimd@es probidtico (SSP) e suco de sapota-do-Solimdes simbidtico (SSS). Fonte: Elaborada pela autora.
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Suco de laranja fermentado por L. casei-0O1 tornou-se mais escuro e mais
amarelo, observado pela reducdo de L" e o incremento a” durante o armazenamento. Isso
foi relacionado a reacGes oxidativas e ndo oxidativas de polifenois, reacdo de Maillard ou
formacédo de melanoidinas (DA COSTA et al., 2017). Suco de manga fermentado por
trés cepas (L. bulgaricus S1, Streptococcus thermophilus 6063, e L. plantarum Lp-115,
na propor¢do 1:2:1) e pré-tratado por ultrassom diminuiu L*, a", e b" durante o
armazenamento tornando-se mais escuro, vermelho e menos amarelo (WANG; XIE;
SUN, 2020). O conteudo de compostos bioativos em sucos de frutas (antocianina,
carotenoides e fendlicos), além de ter um efeito positivo a viabilidade das células, esta
diretamente relacionada a cor do suco (DE OLIVEIRA et al., 2020).

O parametro croma (C*) esta relacionado a intensidade da cor que diminuiu
principalmente para o SSS apds 30 dias de armazenamento. Um comportamento diferente
foi mostrado pelo suco de caju fermentado por L. casei B-442, no qual C* aumentou
durante o armazenamento (PEREIRA et al., 2013a). Isso ocorre devido a reacdes de
oxidacdo, isomerizacdo e condensacdo dos compostos extraidos dos vacuolos por
bactérias, além do pH acido que pode gerar mudancas na cor do suco (WANG; XIE; SUN,
2020). O tom da cor foi avaliado pelo angulo de matiz (h°) do verde-amarelo predominou
a cor amarela em torno de 80°. Suco de abacaxi fermentado por L. casei B-442 mostrou
comportamento semelhante com ligeira variacdo no angulo h°, mantendo a cor

caracteristica do suco em todo o armazenamento (COSTA et al., 2013b).

5.5 Viabilidade do L. casei B-442 nos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes

durante digestdo in vitro ap6s armazenamento a frio (4 °C)

Na Figura 3 s@o apresentados os resultados da viabilidade do L. casei B-442
nos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes através de digestdo in vitro apds 30 dias de
armazenamento refrigerado. As células probidticas sofreram reducéo de 1 ciclo log no
SSP apds a fase gastrica. No SSS, a viabilidade do probiotico diminuiu quase 4 ciclos log
apos a fase gastrica. Apds as fases entéricas, a viabilidade do L. casei B-442 aumentou
em ambos os sucos. O suco probiotico recuperou 1 ciclo log apds a fase jejunal,
finalizando o processo de digestdo com 4,36 log UFC/mL, o que é um resultado promissor

para uma matriz probiotica ap6s 30 dias de armazenamento.
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Figura 3- Viabilidade do L. casei B-442 nos sucos funcionais de sapota-do-Solim&es durante digestéo in
vitro ap0s armazenamento. Suco de sapota-do-Solimdes probiotico (SSP) e suco de sapota-do-Solimdes
simbiotico (SSS)
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Fonte: Elaborada pela autora.

No SSS, o probiotico L. casei B-442 comecou a recuperar sua atividade
metabdlica na fase duodenal atingindo 8 log UFC/mL ao final da digestdo simulada.
Portanto, o incremento na viabilidade do probidtico ao final da digestdo simulada pode
ser atribuido a capacidade da célula de se recuperar e crescer quando exposta a pH
favoravel (DIAS et al., 2018). Conforme mostrado na Tabela 7, o processo de
fermentacdo promoveu certa fragilidade ao microrganismo resultando em uma menor
viabilidade ao longo da simulagdo do processo digestivo imediatamente ap0s a
fermentacdo. No entanto, a fermentac@o permite que a cepa se adapte a matriz alimentar
ao longo do armazenamento aumentando sua resisténcia as condi¢fes digestivas como
mostrado na Figura 3. Ap6s 30 dias de armazenamento a 4 °C de uma bebida mista ndo
fermentada de banana, morango e jucara contendo L. casei BGP9, houve perda de
viabilidade microbiana de 3 ciclos log na fase gastrica da digestdo simulada. A viabilidade
celular diminuiu ao longo do armazenamento com contagens < 1 log UFC/mL apds 6 h
de digestéo e 90 dias em condicGes de armazenamento (RIBEIRO et al., 2020). Neste
trabalho, a perda de viabilidade na fase gastrica apés 30 dias de armazenamento

refrigerado foi de 1 ciclo log em SSP e 4 ciclos log em SSS, mostrando que a
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sobrevivéncia microbiana esté relacionada & combinacédo da cepa, matriz e sensibilidade
celular aos efeitos das condigdes de armazenamento. Em alguns casos, 0 armazenamento
a frio pode melhorar a sobrevivéncia das células devido a expressdo de genes ou
resisténcia a maultiplos fatores de estresse (pH, nutrientes, enzimas digestivas). O
armazenamento em pH &cido promove resisténcia a acidez, o que pode melhorar a
sobrevivéncia celular contra outros estressores (DUDKIEWICZ et al., 2020). Por
exemplo, em suco de laranja apos 30 dias de armazenamento, L. paracasei PXN 37 (8
log UFC/mL) demonstrou maior resisténcia ao estresse acido no ambiente gastrico do que
L. acidophilus La-5 (3 log UFC/mL) (SOARES et al., 2019). Os mecanismos adaptativos
microbianos podem ajudar as células a diminuir os danos causados pelas condigdes de
digestdo. Bomba de prétons e chaperonas podem reparar proteinas danificadas
relacionadas a manutencéo celular (ARNOLD et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019).
Nas fases entéricas, a viabilidade das células de probidtico é afetada pela presenca de
acidos biliares, que podem romper a membrana devido a sua caracteristica anfifilica,
levando a lise e morte celular (CHEN et al., 2012). Portanto, a presenca de gordura na
matriz probidtica pode proteger a membrana celular, pois estas atuam como
emulsificantes, evitando a acdo da bile na membrana celular do probidtico
(DUDKIEWICZ et al., 2020).

O aumento da viabilidade celular apés a fase entérica simulada foi relatado
anteriormente para L. rhamnosus GG em sorvete de acai (alto teor de gordura), que
apresentou um grande incremento na sobrevivéncia celular na fase jejunal (>4 log UFC/g)
comparando com a duodenal (<1 log UFC/g) ap6s 28 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. Essa recuperacdo celular enfatiza o efeito protetor da gordura contra os sais
biliares e a recuperagédo da viabilidade celular. A capacidade de recuperacdo de
Lactobacillus ao longo da digestdo depende da cepa e da matriz probidtica (COSTA et
al., 2017). Alem disso, a adicdo de prebioticos pode aumentar a protecdo contra as
condigdes adversas do processo digestivo. A inulina, por exemplo, forma uma rede de gel
de particulas com agua que protege as células contra o pH acido, permitindo sua
recuperacao e dimuindo a agéo de enzimas digestiva (SOUZA; GIOIELLI; SAAD, 2017).
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5.6 Concentracdo dos agucares nos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes durante

0 armazenamento a frio (4 °C)

Sucos de frutas sdo fontes de diferentes nutrientes como aminoacidos,
minerais, vitaminas e principalmente acUcares, que destacam sua capacidade como matriz
para probioticos. Na Figura 4, sdo apresentados a variacdo da concentracdo de glicose,
frutose e sacarose para o SSI (Figura 4A), SSP (Figura 4B) e SSS (Figura 4C) antes e
depois do armazenamento a 4 °C. O SSI contém menos glicose (2,38 g/L) que frutose
(3,48 g/L) e sacarose (4,09 g/L). Esse resultado ja foi demonstrado anteriormente na
avaliacdo da polpa de sapota-do-Solimdes em diferentes estados de maturacéo, na qual
uma maior concentracao de agucares ndo-redutores (sacarose) do que redutores (glicose
e frutose) foi reportado (MONTEIRO et al., 2018c¢).
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Figura 4- Concentracdo de agUcares dos sucos funcionais de sapota-do-Solim&es durante os 30 dias de
armazenamento (4 °C). Suco de sapota-do-Solimdes in natura (A), suco de sapota-do-Solimdes probidtico-
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No SSP a cepa de L. casei B-442 usou preferencialmente glicose (1,71 g/L) e
sacarose (3,81 g/L) em vez de frutose (3,35 g/L) como fontes de carbono. L. casei B-442
quando usado na fermentagéo do suco de caju, a frutose (34,53%) foi mais consumida do
que a sacarose (30,75%) ou glicose (30,75%) (PEREIRA et al., 2013a). No suco de cacau
(Theobroma cacao L.) essa cepa consumiu somente glicose (SANTOS FILHO et al.,
2019). Enquanto, a frutose foi o principal substrato no suco de cupuagu (Theobroma
grandiflorum) (PEREIRA et al., 2017b). O consumo preferencial de uma fonte de
carbono do que outra é denominado repressdo catabélica de carbono (WANG, YUCHEN,
et al. , 2019). Além disso, os estudos acima sugerem que o consumo de agucar depende

ndo s da cepa, mas também dos pardmetros de fermentacdo e da matriz.

O SSS possui maior quantidade de mono e dissacarideos devido a adi¢éo do
FOS (P95, BENEO-ORAFT) que contém aproximadamente 6g/100g desses agucares
simples (ALMEIDA et al., 2017). Glicose (0,84 g/L), frutose (4,20 g/L) e sacarose (4,70
g/L) foram consumidas durante a fermentag&o. L. casei B-442 consumiu glicose e frutose
em suco de caju integral, e mesmo apos a adicao de oligossacarideos e dextrana essa cepa
foi capaz de consumir todos os acUcares simultaneamente (LEITE et al., 2021a). Em
néctares com baixa concentracdo de agucar o prebiético inulina foi utilizado pelas cepas
de BAL (VALERO-CASES; FRUTOS, 2017). O mesmo foi observado em bebida
fermentada simbiotica de milho e arroz adicionada com FOS, na qual a auséncia de
prebidticos estimulou as diferentes cepas de BAL a consumir frutose, glicose e maltose,
enquanto com o prebidtico esse consumo foi menor (FREIRE; RAMOS; SCHWAN,
2017). Por outro lado, consumo de sacarose por BAL também pode sugerir a producdo
de FOS por meio das enzimas frutansacarases e invertases. Por exemplo, cinco cepas
probidticas L. acidophilus TISTR 1338, L. casei TISTR 390, L. plantarum TISTR 543,
B. longum TISTR 2195 e Leuconostoc mesenteroides TTISTR 053 mostraram diferentes
rendimentos na producgédo de FOS em suco de caju obtendo altos rendimentos de nistose
(FOS GF3) com 24h de fermentacdo (KAPRASOB et al., 2018).

SSP e SSS apresentaram consumo de acgucares diferente durante o
armazenamento. Enquanto no SSP ap6s 30 dias houve consumo de sacarose (0,69 g/L) e
aumento da concentracdo de glicose (2,43 g/L) e frutose (3,58 g/L). SSS apo6s 30 dias
houve o consumo de sacarose (3,43 g/L) e aumento de frutose (4,84 g/L). Durante o

armazenamento as BAL podem ativar alguns mecanismos de defesas como a produgéo
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de exopolissacarideos em resposta as condi¢des de estresse. Assim, as glicosiltransferases
presentes nas cepas de BAL poderiam produzir polissacarideos de cadeia longa liberando
fracdes de frutose (CASTRO-BRAVO et al., 2018). No suco misto de morango, banana
e jucara adicionados com L. casei BGP93 foi observado variacdo da concentracao de
frutose e glicose que foi relacionado ao consumo para metabolismo dos microrganismos
(RIBEIRO et al., 2020).

5.7 Concentracdo dos frutooligossacarideos durante digestdo in vitro do suco

simbi6tico de sapota-do-Solimdes durante 0 armazenamento a frio (4 °C)

A maioria dos estudos recentes com FOS como um produto simbiotico ndo
avaliou o comportamento durante a digestdo in vitro, apenas o efeito sobre a viabilidade
celular. Uma vez que a capacidade dos prebidticos de alcancar o intestino para ser usado
como substrato para microrganismos autoctones determina sua funcdo, avaliar a
integridade dos FOS é de suma importancia. Na Figura 5, sdo apresentados os 7 GP de
FOS no SSS. Os FOS mantiveram a integridade dos GP mesmo durante o
armazenamento. Enguanto, durante a digestdo simulada GP 7 apresentou uma faixa mais

curta na fase jejunal apds o armazenamento.
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Figura 5 - Frutooligossacarideos do suco simbidtico de sapota-do-Solimdes durante digestao in vitro e antes
e ap6s armazenamento (4 °C). Suco de sapota-do-Solimdes probidtico (SSP) e suco de sapota-do-Solim&es
simbidtico (SSS)

Suco SSSO0 Gastrica Duodenal Jejunal SSS30 Gastrica Duodenal Jejunal
FOS
Fonte: Elaborada pela autora.

Espécies do género Lacticaseibacillus podem metabolizar FOS, sendo 1-
kestose e nistose preferencialmente metabolizadas (KAPLAN; HUTKINS, 2003).
Algumas cepas de L. casei podem crescer usando FOS como fonte de carbono, no entanto,
Silvaetal., (2017), mostraram que L. casei (LC-1) teve maior crescimento usando apenas
glicose (8 log UFC/mL) como fonte de carbono do que FOS (7 log CFU/mL). Por outro
lado, outras cepas como L. paracasei ATCC 27092 e L. plantarum ATCC 14917
cresceram igualmente para ambas as fontes de carbono. Uma vez que o suco sapota-do-
Solimdes tem glicose, frutose e sacarose, é provavel que L. casei B-442 tenha usado esses

acucares como fontes de carbono.

O tamanho do substrato também é importante para a preferéncia do
metabolismo das BAL, assim, substratos com menor peso molecular, o consumo de FOS
pode ser menor ou ndo consumido. Além disso, a taxa de consumo também é afetada,
como mostra Figueroa-Gonzalez et al., (2019). Em um meio contendo uma fonte de
carbono, L. casei Shirota apresentou maior taxa de consumo de lactose do que FOS, por
outro lado, L. johnsonii teve 0 maior consumo para FOS. Apesar das diferentes taxas de
consumo, 0s autores sugeriram que o metabolismo de FOS por cepas de L. casei é feito



77

pela absorcéo atraves do sistema de transporte de ligacdo dependente de ATP e hidrélise
por uma B-frutosidase citoplasméatica (KAPLAN; HUTKINS, 2003).

A analise de densitometria permitiu a quantificacdo da concentracgéo relativa
dos GP dos FOS a partir das placas de TLC. Assim, na Figura 6 os resultados foram
expressos como a concentracgdo relativa de cada GP na amostra. Figura 6A é mostrado o0s
resultados do SSSO, no geral, a proporcdo de cada GP ndo mudou, comparando com o
suco antes ou depois da fermentacao. Na fase gastrica, observou-se possivel hidrolise da
GP 5 em GP 3 e GP 4. No entanto, na fase entérica, a DP 5 aumentou, e DP 3 e 4
diminuiram para a quantidade antes da digestdo. Apds 30 dias em armazenamento a frio
a concentragdo de FOS ndo mudou, nem mesmo junto com as fases de digestao.

Figura 6 - Concentracgdo relativa dos graus de polimerizagdo dos frutooligossacarideos do suco simbiotico

de sapota-do-Solimdes durante digestdo in vitro e antes e ap6s armazenamento (4 °C). A- Suco de sapota-
do-Solimdes simbidtico (SSSO0) e B- suco de sapota-do-Solimdes simbidtico ap6s armazenamento (SSS30)
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A presenca de ligagdes B(2-1) na estrutura do FOS aumenta a resisténcia a
degradacéo intestinal, uma vez que as enzimas digestivas ndo podem quebra-las. Além
disso, o GP e a origem dos FOS também pode afetar a resisténcia dos FOS as condi¢des
de digestdo. Foi demonstrado que o maior GP e os FOS comercial (Raftilose P95) foram
mais resistentes a hidrdlise em condicdes de digestdo. Além disso, fruto-furanosilnistose

(GP 5) néo foi hidrolisado, enquanto o kestose (GP 3) foi ligeiramente hidrolisado na fase
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géstrica devido ao pH baixo, e nistose (GP 4) na fase entérica por enzimas digestivas
(NOBRE et al., 2018). Por outro lado, quando FOS (Beneo Orafti 95P) comercial diluido
em agua foi utilizado por Figueiredo et al.,(2020), apresentaram um comportamento
diferente. O teor de nistose (11%) diminuiu durante a fase gastrica, enquanto que o de
kestose (10%) foi hidrolisado na fase entérica, mostrando suscetibilidade a ambientes

acidos e enzimas digestivas, respectivamente.

Raftilose P95 durante a digestdo com extrato de intestino delgado de rato
apresentou um comportamento de degradacdo da nistose ao longo de 180 minutos de
exposi¢do. A hidrélise de compostos maiores aumentou o teor de frutose (GALLEGO-
LOBILLO et al., 2020). Resultado semelhante foi demonstrado por Ferreira-Lazarte et
al., (2017), utilizando extrato de intestino delgado de rato a nistose foi parcialmente
hidrolisada em kestose, aumentando o teor de frutose. Os autores sugeriram que a ligacao
B-(2-1) quando esta unindo mondémeros de frutose sdo mais instaveis do que quando ligam
frutose e glicose como no FOS tipo inulina.

5.8 Concentracdo de &cidos orgéanicos dos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes

durante armazenamento a frio (4 °C)

Ap6s a fermentagdo por BAL o &cido latico é o principal metabolito
responsavel pela acidez dos alimentos fermentados. No entanto, outros acidos como
acetico, citrico, butirico, isobutirico e propidnico também sdo resultados desse
metabolismo. Na Figura 7 é apresentada a variacdo desses acidos apos a fermentacao e

armazenamento por 30 dias.

No SSP &cido latico e acético aumentaram a concentracdo apds fermentacao
(Figura 7A e 7C). O SSS aumentou apenas o acido latico, enquanto o acético ndo mudou.
Porém os dois sucos funcionais diminuiram a concentragdo de &cido citrico apos
fermentacdo (Figura 7B). As cepas de probioticos podem produzir acidos organicos a
partir de agucares, catabolismo de aminoacidos e acido citrico (MIRANDA et al., 2019).
O 4acido citrico é convertido em &cido latico, acido acético e diacetil (WANG et al., 2019).
No entanto, seu consumo depende da cepa e da matriz, podendo manter, diminuir ou até
mesmo aumentar sua concentracdo (SANTOS FILHO et al., 2019). O &cido citrico

presente no suco de cupuagu (Theobroma grandiflorum) foi utilizado para o crescimento
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do L. casei B-442, melhorando o valor nutricional do suco (PEREIRA et al., 2017a). Na
polpa de pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus), o &cido citrico ndo foi consumido
durante a fermentacéo por L. acidophilus LA-05 e B. lactis BB-12 (MORAIS et al., 2019).
Em outro estudo com smoothies de manga fermentados por L. acidophilus LA-3, o acido
citrico foi usado como fonte de carbono durante o armazenamento (LUCIANO et al.,
2018). Neste estudo, apenas SSS diminuiu a concentra¢do de &cido citrico durante o

armazenamento.
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Figura 7- Concentracéo de acidos organicos e acidos graxos de cadeia curta dos sucos funcionais de sapota-
do-Solimdes durante 30 dias de armazenamento (4 °C). Suco de sapota-do-Solimdes probidtico SSP e suco

de sapota-do-Solimoes simbidtico SSS
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Apds 30 dias de armazenamento, os acidos acético e latico diminuiram a
concentracdo para o SSS e aumentaram para SSP. Durante o armazenamento foi
observado o aumento de &cido acético e latico dos sucos de cereja cornalina (Cornus mas
L.) e suco misto de cenoura e laranja contendo prebioticos, farelo de trigo e inulina ,
respectivamente (MANTZOURANI et al., 2019; VALERO-CASES; FRUTQOS, 2017). O
aumento do acido acético pode ser explicado pela ativacdo da rota da acetato-quinase da
via fosfogliconato por cepas de L. casei. Como a cepa de L. casei 37 aumentou mais de
160% do &cido acético no suco de jujuba (Ziziphus Jujuba cv. Hetian) (LI et al., 2021).
Por outro lado, o &cido latico também pode ser convertido equimolarmente em acido
acetico, 1,2-propano-1,2-diol, e uma menor quantidade de etanol como foi demonstrado
em suco de romé (Punica granatum) fermentado por L. casei B-1922 (MUSTAFA et al.,
2020). Além disso a via para producdo de acido latico pode mudar dependendo das
condicdes de acidez da matriz alimentar. Por exemplo, L. plantarum SI-1 produziu 50%
mais acido latico do que L. pentosus MU-1 durante a fermentacdo do suco da fruta citrica
hyuganatsu (Citrus tamurana) que foi explicado pelo menor pH dessa, que inibiu a
fermentagdo malolatica (YUASA et al., 2020).

No célon humano, = 95% dos AGCC sdo acido acético, acido propidnico e
4cido butirico (razdo molar 3:1:1) (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020). Esses
acidos sdo produzidos por cepas probidticas sendo responsaveis por alguns dos beneficios
a salde através da ingestdo de probidticos. O acido propidnico foi o com maior
concentracdo nos sucos SSP e SSS, mas o butirico e o isobutirico também foram
detectados em menores concentragdes (Figura 7D, 7E e 7F). O acido acético e propidnico
foram relacionados como compostos volateis responsaveis pelo sabor da polpa sapota-
do-Solimbes (MONTEIRO et al., 2018c). O SSS apresentou as maiores concentragdes de
AGCC apos fermentacédo, no entanto a concentracdo desses compostos diminuiu apds 30

dias de armazenamento.

AGCC podem ser consumidos por cepas de BAL como foi demonstrado em
bebida simbidtica mista de milho e arroz que apos a fermentacéo o &cido propidnico ndo
foi detectado. Além disso, a adicdo de FOS pode influenciar a producéo desses acidos
uma vez que acido isobutirico s6 foi detectado em amostras sem FOS (FREIRE; RAMOS;

SCHWAN, 2017). A presenca de prebidticos como FOS, permite quantidades suficientes
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de AGCC no co6lon promovendo beneficios a satde, pois sdo metabdlitos bioativos com
poder de modular a microbiota intestinal (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020;
ODDI et al., 2020). Alem disso, o acido butirico desempenha um papel fundamental na
modulagio da resposta inflamatéria (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020). O
acido propio6nico pode inibir a conversdo de acetato em colesterol e gordura. Enquanto, o
acido isobutirico (acido graxo de cadeia ramificada) também pode ser usado como
combustivel para células do colon com baixa concentracdo de acido butirico
(OLIPHANT; ALLEN-VERCOE, 2019).

5.9 Concentracdo dos fendlicos totais nos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes

durante armazenamento a frio (4 °C)

A concentracdo dos compostos fenolicos nos sucos funcionais de sapota-do-
Solimdes é mostrada na Figura 8. O SSP aumentou a concentracdo dos compostos
fendlicos apds 30 dias de armazenamento para 120% em relagdo ao SSI. Enquanto, o SSS
aumentou a concentracdo ap6s a fermentacdo por L. casei B-442 para 140%, nao
mudando ap6s o armazenamento. O incremento de compostos fenolicos apds a
fermentacdo é esperado como demonstrado por L. plantarum 85 em suco de jujuba
(Ziziphus Jujuba cv. Hetian) (LI et al., 2021), L. casei B-442 em suco de cacau
(Theobroma cacao L.) (SANTOS FILHO et al., 2019), e L. paracasei K5 em suco de
romd (Punica granatum) (MANTZOURANI et al., 2020). Durante a fermentacdo por
BAL, enzimas como B-glicosidases, podem hidrolisar os compostos fendlicos complexos
para compostos mais simples aumentando a concentracdo dos compostos totais
(MANTZOURANI et al., 2020). Também pode haver a produc¢édo de compostos fenélicos
pelas células vegetais ao reparar danos fisico-quimicos durante o armazenamento
(WANG,; XIE; SUN, 2020).
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Figura 8 - Concentracdo relativa dos fendlicos totais nos sucos funcionais de sapota-do-Solimées durante
armazenamento (4 °C). Suco de sapota-do-Solimfes in natura (SSI), Suco de sapota-do-Solimbes
probidtico (SSP) e suco de sapota-do-Solimdes simbidtico (SSS)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os compostos fendlicos presentes no suco de sapota-do-Solimbes podem
influenciar positivamente na viabilidade e sobrevivéncia das células probioticas,
apresentando atividade protetora ou antimicrobiana (DE OLIVEIRA et al., 2020;
SANTOS FILHO et al., 2019). Além disso, os compostos fendlicos podem ter um efeito
prebidtico estimulando a viabilidade e sobrevivéncia das BAL (VALERO-CASES;
NUNCIO-JAUREGUI; FRUTOS, 2017). Varias espécies de BAL sio capazes de
metabolizar acidos fendlicos como demonstrado por L. acidophilus LA-05 e B. lactis BB-
12 em polpa de pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus) (MORAIS et al., 2019), L.
plantarum LS5 em suco de liméo adocado (HASHEM I et al., 2017) e L. fermentum 21828
em suco de macad (WANG et al., 2021b).
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5.10 Bioacessibilidade do acido ascdrbico nos sucos funcionais de sapota-do-

Solimdes durante digestéo in vitro e armazenamento a frio (4 °C)

A Dbioacessibilidade (compostos bioativos ingeridos disponiveis para
absorcdo no intestino delgado apds a digestdo) de &cido ascorbico nos sucos funcionais
de sapota-do-Solimdes foi avaliada antes e depois do armazenamento a 4 °C, como
mostrado na Figura 9. Acido ascérbico ou vitamina C é um antioxidante solGvel em agua
que melhora o sistema imunolégico, podendo ser usado como um agente redutor, o que
aumenta o nimero de células durante o crescimento e mantém sua viabilidade durante o
armazenamento (SOTO et al., 2019). Apés a fermentacdo, apenas SSS (Figura 9C)
aumentou a bioacessibilidade do acido ascérbico para 130%. Em um estudo com duas
variedades de laranjas, L. brevis DSM32386 manteve uma quantidade maior de &cido
ascorbico do que outras cepas BAL. No entanto, com o suco de laranja Washington navel
0 L. brevis DSM32386 diminuiu o teor de acido ascorbico, engquanto, na variedade
Tarocco aumentou quase 50%. O pH acido geralmente inibe a auto oxidacdo do &cido
ascorbico pois o potencial redox varia, porém como pH dos sucos eram iguais, esses
diferentes comportamentos foram relacionados & matriz (MULTARI et al., 2020). Além
disso, as cepas probidticas de Lactobacillus (L. casei L-26, L. fermentum 56, L. paracasei
106 e L. plantarum 53), diminuiram o teor de &cido ascorbico no subproduto industrial
acerola e aumentaram na goiaba durante a fermentacdo. Sendo relacionado a preservacédo
contra 0 processo oxidativo na goiaba, enquanto na acerola provavelmente devido a
atividade da ascorbato oxidase produzida pelas cepas probiédticas (DE OLIVEIRA et al.,
2020). No suco de caju apos 12 h de fermentacdo, o teor de acido ascdrbico aumentou
11% fermentado por L. casei TISTR 390 e L. plantarum TISTR 543, enquanto com L.
acidophilus TISTR 1338 apenas 7%, esses valores diferentes foram atribuidos a sintese
de &cido ascorbico por cepas LAB (KAPRASOB et al., 2017).
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Figura 9- Bioacessibilidade do acido ascérbico nos sucos funcionais de sapota-do-Solimdes durante
digestdo in vitro e armazenamento (4 °C). A- Suco de sapota-do-Solimdes in natura (SSI), B- Suco de
sapota-do-Solim@es probidtico (SSP) e C suco de sapota-do-Solimdes simbiotico (SSS)
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No SSI (Figura 9A) a bioacessibilidade do &acido ascorbico aumentou
gradualmente ao longo das fases de digestdo in vitro alcangcando 180% na fase jejunal.
SSP (Figura 9B) e SSS (Figura 9C) também aumentaram a bioacessibilidade do acido
ascorbico alcancando 200% na fase jejunal. Este é um resultado notavel porque o acido
ascorbico é absorvido em todo o epitélio do intestino delgado, principalmente no ileo e
jejuno via transporte ativo de sodio (THAKUR et al., 2020). Assim, maiores quantidades
de acido ascorbico em fases entéricas favorecem os beneficios para a saude, como a
reducdo do risco de cancer e doencas cardiovasculares (RODRIGUEZ-ROQUE et al.,
2015).

Apos o periodo de armazenamento o SSP aumentou a bioacessibilidade de
acido ascorbico engquanto SSS diminuiu. Isso pode estar relacionado a instabilidade desse
composto principalmente em condicGes de armazenamento sendo degradado devido a
presenca de luz, altas temperaturas e pH baixo, além disso, a formagdo de pigmentos
escuros devido a oxidacdo aerébica compromete a escolha do consumidor (MIRANDA
et al., 2019; MONTEIRO et al., 2018b). Outro fator é a formacéo de agregados devido a
producdo de polissacarideos pelas BAL, durante o armazenamento, tornando o suco mais
viscoso e as moléculas de acido ascorbico menos acessiveis (CILLA et al., 2018). A
sapota-do-Solimdes possui um contetdo significativo de pectina que também pode
aumentar a viscosidade do suco na presenca de &cido e sacarose, podendo ainda ser usada
como prebidtico pela microbiota do hospedeiro (CARVALHO et al. , 2014) .

Por outro lado, o aumento da bioacessibilidade pode ser atribuido a extracdo
de compostos bioativos a partir dos vacuolos das células, isomerizacdo e reacdes de
condensacdo pelo metabolismo das BAL (DE OLIVEIRA et al., 2020; WANG; XIE;
SUN, 2020). Suco de limdo adogado fermentado com Lactobacillus plantarum LS5
diminuiu drasticamente o teor de &cido ascérbico durante o armazenamento (30 dias),
mas apresentou maior teor de acido ascorbico que o0 suco in natura, mostrando que a
fermentacdo com a cepa probioética favoreceu a preservacdo do acido ascérbico durante o
armazenamento (HASHEMI et al., 2017). Em contrapartida, o acido ascorbico pode ter
um efeito protetor as BAL durante o armazenamento, devido a capacidade de capturar
oxigénio criando um ambiente anaerobico, uma vez que as cepas geralmente sdo
aerobicas ou microaerofilicas, diminuindo a toxicidade gerada pelo oxigénio

(OLIVARES et al.,, 2019). Suco de manga fermentado por trés cepas diferentes
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(Lactobacillus bulgaricus S1, Streptococcus thermophilus 6063, e Lactobacillus
plantarum Lp-115) teve 14% de bioacessibilidade do &cido ascérbico e apos 30 dias de
armazenamento diminuiu para 6% (WANG; XIE; SUN, 2020).

A polpa de sapota-do-Solimdes (°Brix 12) apresenta 10,93 mg/100g de acido
ascorbico (MONTEIRO et al., 2018b). Portanto, os sucos funcionais de sapota-do-
Solimdes tem mais de 40% (ingestdo de 200 mL) do valor alimentar recomendado, que €
de 90 mg/dia para homens de adultos e 75 mg/dia para mulheres (DA COSTA et al.,
2017).

5.11 Caracterizacdo da microbiota intestinal ap6s fermentacéo colénica do suco

simbidtico de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a frio (4 °C)

Diante dos resultados obtidos o suco simbiético de sapota-do-Solimdes, SSSO
antes e apds armazenamento sob refrigeracdo SSS30, foram fermentados por microbiotas
coldnicas para avaliar o efeito do suco simbidtico sobre a microbiota intestinal. Para esse
estudo foram utilizados o suco recém fermentado (SSSO) e o suco ap6s 30 dias de
armazenamento a 4 °C (SSS30). A fermentacdo ocorreu em reator de bancada com
capacidade de 1 L. A contagem de L. casei B-442 na fase duodenal foi de 7,55 log
UFC/mL para SSSO e 5,76 log UFC/mL para SSS30. Demonstrando que o periodo de
armazenamento pode ter aumentado o estresse as células probidticas diminuindo a
viabilidade ao longo do tempo. A abundéancia relativa dos filos de bactérias encontrados

antes e apos a fermentacdo colbnica sao apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Abundancia relativa dos filos identificados durante a fermentacdo col6nica do suco simbi6tico
de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a 4 °C. Suco de sapota-do-Solimdes simbidético (SSS0)
e suco de sapota-do-Solimdes simbidtico apos 30 dias de armazenamento (SSS30)
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Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria foram os filos
mais prevalentes apos a fermentacdo coldnica do SSS antes e apds armazenamento. Foi
demonstrado o incremento de Actinobacteria seguido por decréscimo de Firmicutes apés
a fermentacdo colbnica. Resultado semelhante foi previamente demonstrado na
microbiota fecal de camundongos alimentados com FOS (5%) (MAO et al., 2018). Em
contrapartida, em um estudo in vivo com camundongos alimentados com FOS (16g/dia)
Actinobacteria e Verrumicrobia aumentaram a abundancia, enquanto Proteobacteria e

Firmicutes ndo mudaram (LIU et al., 2017).

No heatmap apresentado na Figura 11 os géneros sdo representados de
acordo com a abundancia na amostra e as amostras representadas rearranjadas de acordo
com suas similaridades. A cor vermelha mais escura representa maior abundéancia em

género entre as amostras, e azul escuro para menor abundancia.
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Figura 11- Identificacdo dos géneros com maior abundancia durante a fermentagdo colénica do suco
simbiotico de sapota-do-SolimBes antes e ap06s armazenamento a 4 °C. Suco de sapota-do-Solimdes
simbiotico (SSS0) e suco de sapota-do-Solimdes simbidtico apds 30 dias de armazenamento (SSS30)
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A caracterizacdo microbiana foi mais distinta para o género, uma vez que 17
géneros foram os mais prevalentes. As amostras antes da fermentacdo (SSS0 Oh e SSS30
0h) foram completamente diferentes apds 48 h de fermentacdo colénica (SSJO 48h e
SSJ30 48h). As semelhangas foram vistas para SSSO Oh e SSS30 Oh, que apresentaram
mais Lactobacillus do que apos a fermentagdo col6nica. Logo a maior abundancia de
Lactobacillus nas amostras iniciais e menos apds a fermentagdo colénica, demonstra que
0 ambiente extremamente competitivo favoreceu 0s microrganismos autoctones
(HENRIQUE-BANA et al., 2020). Enquanto, SSSO 48h e o SSS30 48h aumentaram o
género Bifidobacterium, que é um género que fermenta carboidratos simples e
complexos, inibe o crescimento de patdgenos e melhora distlrbios gastrointestinais
(LEITE et al., 2021a; O’'CALLAGHAN; VAN SINDEREN, 2016). Além disso, os FOS
estimulam o crescimento das Bifidobacterium, como demonstrado em diferentes estudos
(LIU et al., 2017; MAO et al., 2018; TANDON et al., 2019). Os géneros
Faecalibacterium, Roseburia e Blautia estdo envolvidos na fermentagao de carboidratos
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complexos como oligossacarideos de pectina (GUTIERREZ-SARMIENTO et al., 2020).
A polpa de sapota-do-Solimdes € rica em pectina que pode ser facilmente fermentadas
por bactérias intestinais com a producdo de AGCC (ELSHAHED et al., 2020; MACIEL
DA SILVA; HENRIQUE CAMPELO; RODRIGUES, 2022). O aumento de Collinsella
foi relatado ap6s a suplementacdo com vitamina C, presente no suco de sapota-do-
Solimdes. Esse género é conhecido por produzir acido latico e butirico, além de hipurato,
um metabolito (PHAM et al., 2021)

O efeito do suco simbiotico de sapota-do-Solimbes na microbiota intestinal
foi avaliado com base nos indices de a-diversidade como é mostrado na Figura 12. As
espécies aumentaram apds fermentacdo col6nica, sendo 0 SSSO que apresentou 0 maior
aumento de 315 para 467 ap0s 48h de fermentacdo (Figura 12A). Enquanto o incremento
para SSS30 foi de 296 para 334.
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Figura 12- Parametros para a avaliacdo da alfa-diversidade da microbiota intestinal durante fermentacédo
coldnica do suco simbiético de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a 4 °C. Suco de sapota-
do-Solimdes simbidtico (SSS0) e suco de sapota-do-Solimdes simbidtico apos 30 dias de armazenamento
(SSS30)
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O indice de riqueza de espécies, Chaol, demonstrou esse resultado com o
incremento Chaol apds a fermentagdo coldnica nos dois tempos estudados (Figura 12B).
O indice de diversidade (indice de Shannon) diminuiu para a amostra SSS30 48h,
indicando que apesar do aumento das espécies essa amostra € menos diversa que a SSS30
Oh (Figura 12C). A quantidade de FOS consumida e o periodo de ingestdo interferem na
diversidade e riqueza da microbiota intestinal. Por exemplo, a administracdo de 16g/dia
de FOS a camundongos durante 14 dias, diminuiu Chaol, enquanto Shannon ndo mudou
(LIU et al., 2017). Por outro lado, em humanos 10g/dia de FOS durante 130 dias
favoreceu 0 aumento de Chaol e Shannon (TANDON et al., 2019).
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Os resultados do PCA mostraram as 30 espécies mais prevalentes para SSSO
e SSS30 (Figura 13). Os escores positivos do PC1 estdo relacionados a maiores
quantidades de espécies antes e depois da fermentacéo coldnica. Além disso, o eixo PC2
foi relevante para a discriminagédo das amostras com base no periodo de fermentacéo (0 e
48 h). Uma modificacéo significativa da microbiota intestinal € mostrada para SSS0 48h,
onde as seguintes espécies tiveram a maior abundancia: Bl [Blautia Blautia luti
(AJ133124)], Ca [Collinsella Collinsella aerofaciens (NR113316.1)], e Bf [Blautia
Blautia faisec (HM626178)]. O SSS30 também foi modificado apds 48h de fermentacao
tendo uma alta abundéncia das seguintes espécies: Bd [Bacteroides Bacteroides dorei
(AB242142)], Bu [Bacteroides Bacteroides uniformis (AB050110)], Pf
[Phascolarctobacterium Phascolarctobacterium faecium (X72865)], e Clb [Clostridium
XIVa Clostridium bolteae (AJ508452)].

Figura 13- PCA biplot (loadings e escores) das espécies durante a fermentacdo col6nica do suco simbidtico
de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a 4 °C. A- Suco de sapota-do-Solim&es simbiotico
(SSS0) e B- suco de sapota-do-Solimdes simbiético ap6s 30 dias de armazenamento (SSS30)
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Espécies do género Blautia tém sido caracterizadas como um potencial
probidtico, uma vez que mitiga doencas metabdlicas e tem atividade antibacteriana contra
microrganismos especificos. Os principais metabolitos da fermentacdo de glicose sdo
acido acético, acido succinico e acido latico (LIU et al., 2021). Além disso, a melhoria da
diversidade da microbiota intestinal principalmente com as espéecies de Blautia foi
associada a reducdo da mortalidade aguda por doencas enxerto-versus-hospedeiro (JENQ
et al., 2015). Collinsella aerofaciens é o Actinobacterium mais abundante no intestino
humano saudavel. Esta espécie pode diminuir a viruléncia e a patogenicidade
modificando &cidos biliares (BAG; GHOSH; DAS, 2017). As espécies Bacteroides
podem fermentar polissacarideos e oligossacarideos produzindo AGCC com efeitos
benéficos no metabolismo da glicose e saciedade. Por exemplo, B. uniformis foi capaz de
reduzir o ganho de peso corporal, colesterol, triglicerideo e glicose em camundongos
obesos (FABERSANI et al., 2021).

5.12 Concentracdo de agUcares durante fermentacao coldnica do suco simbiotico
de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a frio (4 °C)

Os microrganismos consumiram diferentes propor¢des de aglicares no suco
simbiotico de sapota-do-Solimdes, SSSO e SSS30. A glicose, frutose e sacarose do SSSO
foram consumidas pelas bactérias da microbiota intestinal durante 48 horas de
fermentagdo (Figura 14A). Em contrapartida, a microbiota intestinal de um doador
diferente consumiu a sacarose do SSS30, enquanto o teor de glicose e frutose apos 48h
de fermentacdo foi de 2 g/L e 9 g/L, respectivamente (Figura 14B). As espécies do
género Streptococcus tém sido destacadas como metabolizadora de frutose em amostras
fecais, explicando o maior consumo de frutose em SSSO 48h, que tem maior abundancia
de Streptococcus (ver Figura 11) do que SSS30 48h (GUTIERREZ-SARMIENTO et al.,
2020). Prebioticos podem ser usados para melhorar o metabolismo da glicose porque
promovem o crescimento de Bifidobacterium (mais abundante em SSSO 48h, ver Figura
11), bactérias fermentadoras de carboidratos, reduzindo as produtoras de butirato como
Bacteroides e Clostridia (mais abundante em SSS30 48h, ver Figura 11) (LIU et al.,
2017).
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Figura 14- Concentracdo de aclcares do suco simbiotico de sapota-do-Solimdes durante fermentacédo
coldnica e antes e apés 30 dias de armazenamento a 4 °C. A- Suco de sapota-do-Solim&es simbiédtico (SSS0)
e B- suco de sapota-do-Solimdes simbidtico apos 30 dias de armazenamento (SSS30)
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.13 Concentracdo de acidos organicos durante fermentacao colénica do suco
simbiotico de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a frio (4 °C)

Os AGCC desempenham o papel fundamental na mediacdo dos efeitos
benéficos a salde humana. Estes importantes metabdlitos tiveram sua concentracao
aumentada drasticamente no suco simbidtico SSSO e SSS30 durante a fermentacédo
colbnica (Figura 15). SSSO produziu mais latico e butirico, enquanto o SSS30 acético,
propiénico e isobutirico. O acido latico e acético podem ser metabolizados por
microrganismos autoctones produzindo acido propidnico e butirico (HENRIQUE-BANA
et al., 2020). Isso pode sugerir que o acido latico em SSS30 foi usado pela microbiota
intestinal para produzir outros AGCC. O aumento do &cido propionico em SSS30 ap0os
48 h de fermentacgéo coldnica pode ser explicado pelo fato de que este € 0 AGCC mais
produzido por Clostridia, e Bacteroides, predominante nesta amostra (ver Figura 11)
(DUQUE et al., 2021). Na Figura 15B é observado o consumo de acido citrico no SSS0 e
SSS30, porem nesse ultimo o consumo foi mais acentuado reduzindo em 8 vezes. O acido

citrico pode diminuir os danos oxidativos e modular a microbiota intestinal,
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principalmente reduzindo os microrganismos patogénicos e controlando o pH (CHEN et
al., 2018; MELAKU et al., 2021).

Em estudos anteriores, a presenca do prebiotico FOS aumentou a producéo
de AGCC por bactérias probioticas (FREIRE; RAMOS; SCHWAN, 2017; MACIEL DA
SILVA; HENRIQUE CAMPELO; RODRIGUES, 2022). No entanto, as vias de produgéo
e/ou consumo de AGCC estéo relacionadas aos microrganismos da microbiota intestinal.
Por exemplo, a via da fosfocetalose frutose-6-fosfato € a principal para a producao de
acetato por Bifidobacteria (HENRIQUE-BANA et al., 2020). Enguanto, os géneros
Faecalibacterium e Roseburia estdo relacionados com a produc¢do de acido butirico via
via Butyryl-CoA no colon (KOH et al., 2016).

Além disso, a microbiota intestinal de adultos apds 14 dias de suplementacéo
de FOS (16g/dia) diminuiu a producéo de acido butirico, isobutirico e acético. Os autores
sugeriram que altas doses de prebidticos promovem a proliferacdo de Bifidobacterium
com maior producdo de &cido latico, prejudicando o crescimento de patdgenos
oportunistas e bactérias produtoras de acido butirico (LIU et al., 2017). O suplemento
contendo Bifidobacterium lactis Bb12 ou Bifidobacterium lactis HN019 com FOS (1%
p/v) aumentou a producdo de &cido butirico, isobutirico, propiénico e acético. Porém o
acido latico foi totalmente consumido ap6s 48h de fermentagdo (HENRIQUE-BANA et
al., 2020).
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Figura 15- Concentracgdo de 4cidos organicos e acidos graxos de cadeia curta do suco simbidtico de sapota-
do-Solimdes durante fermentagéao col6nica e antes e apds 30 dias de armazenamento a 4 °C. Suco de sapota-
do-Solimdes simbidtico (SSS0) e suco de sapota-do-Solimdes simbidtico apos 30 dias de armazenamento
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5.14 Concentracao de frutooligossacarideos durante fermentacéo col6nica do suco
simbiotico de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a frio (4 °C)

A avaliacdo do consumo do prebidtico pela microbiota probiotica e/ou
autoctone em um suco simbiotico é bastante relevante. No entanto, muitos estudos néo
mostram esse aspecto. A Figura 16 mostra a integridade do FOS durante a digestdo in
vitro e 0 consumo pela microbiota coldnica do suco de sapota-do-Solimdes simbidtico
por densitometria e cromatografia de camada delgada. Apds 24h, a microbiota intestinal
diminuiu a concentracdo relativa dos FOS para 20% e 50 % em SSSO e SSS30,
respectivamente (Figura 16A e B). Apds 48h, os FOS foram completamente consumidos
pelas duas microbiotas distintas tanto antes como ap6s 30 dias de armazenamento (Figura
16 C e D). Os FOS néo sdo digeridos por enzimas digestivas humanas podendo chegar ao
intestino e favorecer o crescimento de bactérias benéficas (TANDON et al., 2019). O
maior consumo de FOS em SSSO em 24h do que o SSS30 pode ser explicado pela maior
abundéncia de Bifidobacteria (Ver Figura 11). Uma vez que as ligagdes B(1— 2)-
glicosidicas podem ser facilmente degradadas por enzimas pB-fructanosidases das
Bifidobacteria (DUQUE et al., 2021). Depois da adi¢do de FOS na dieta de camundongos,
foi sugerido que o consumo de FOS também poderia ser atribuido ao género Blautia
(aumento da abundéncia em SSSO 48h, ver Figura 11) uma vez que contém genes
relacionados ao transporte e hidrélise de FOS (MAO et al., 2018).

O FOS é um prebidtico bem conhecido cientificamente e este estudo
demonstrou as caracteristicas que garantem suas propriedades funcionais como prebiotico
(DAVANI-DAVARI et al., 2019; DE FIGUEIREDO; DE BARROS RANKE; DE
OLIVA-NETO, 2020). Assim, a Figura 16 mostra que o FOS ¢ resistente a condicdes
acidas e enzimas digestivas, sendo completamente fermentado pela microbiota intestinal.
A Figura 11 demonstrou como os FOS estimulam seletivamente o crescimento de
bactérias intestinais benéficas (Bifidobacterium) promovendo uma microbiota intestinal
mais saudavel. Além disso, a mistura de L. casei B-442 e FOS produziu um suco
simbidtico com grande potencial para beneficios a salde, uma vez que aumentou a
producdo de AGCC e promoveu o crescimento de microrganismos intestinais benéficos
(SWANSON et al., 2020).
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Figura 16- Concentracdo relativa de frutooligossacarideos do suco simbidtico de sapota-do-Solimdes
durante fermentacdo coldnica e antes e apds 30 dias de armazenamento. Suco de sapota-do-Solimdes
simbiotico (SSS0) e suco de sapota-do-Solimdes simbidtico apos 30 dias de armazenamento (SSS30)
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.15 Bioacessibilidade do &acido ascorbico ap6s fermentacdo colénica do suco

simbidtico de sapota-do-Solimdes antes e apds armazenamento a frio (4 °C)

A Figura 17 apresenta a bioacessibilidade do acido ascérbico no SSS durante
a fermentacdo coldnica antes e ap06s 0 armazenamento. Como mostrado a
bioacessibilidade do &cido ascorbico aumenta durante a digestdo in vitro alcangando
120% e 140%, SSSO e SSS30, respectivamente. Durante a fermentacdo col6nica a
bioacessibilidade diminuiu gradativamente chegando a 86% e 97% SSS0O e SSS30,
respectivamente. O acido ascérbico é muito instavel podendo ter sido degradado por
reacOes oxidativas devido ao tempo de exposicdo fatores como luz, temperatura e pH
(MIRANDA et al., 2019). A bioatividade do acido ascorbico pode ser afetada pela
alteracdo do pH durante a digestéo in vitro, em pH &cido ele se encontra protonado no seu
primeiro pKa (4,17) sendo mais estavel (LEE et al., 2022).
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Figura 17- Bioacessibilidade do &cido ascorbico no suco de sapota-do-Solimdes simbidtico antes e apds 30
dias de armazenamento (4 °C). Suco de sapota-do-Solimdes simbidtico (SSS0) e suco de sapota-do-
Solimdes simbidtico apos 30 dias de armazenamento (SSS30)
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Fonte: Elaborada pela autora.

O é&cido ascorbico € um modulador eficiente da microbiota fecal, mas poucos
estudos estdo disponiveis sobre a sua relagdo com o microbioma intestinal. Dentre o0s
efeitos relatados esta a diminuicdo do pH fecal e do potencial redox. Além disso, as
mudancas causadas por essa vitamina sdo vistas no aumento diversidade dos
microrganismos, aumentando a abundancia do filo Actinobacteria, e diminuindo
Proteobacteria e Bacteroidetes, assim como o aumento da producdo de AGCC (acético,
propidnico e butirico) (PHAM et al., 2021).

Um estudo recente demonstrou que a suplementagdo de vitamina C aumenta
a abundancia relativa da familia Lachnospiraceae produtoras de acido butirico na
microbiota humana (OTTEN et al., 2021). Esse aumento também foi visto para SSS0 48h
que aumentou as bactérias do género Lachnospiraceae incertae sedis e Blautia (ver
Figura 11).
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A deficiéncia de acido ascérbico pode provocar alteragdes inflamatorias
intestinais através do estresse oxidativo no intestino (KAWADE et al., 2020). O acido
ascorbico, como as outras vitaminas hidrossoluveis, é absorvido no intestino delgado,
sendo o excesso secretado pela urina. A bioatividade do acido ascérbico pode ser afetada
pela idade, microbiota intestinal e condi¢des adversas das fases de digestéo in vitro. Um
estudo recente, demonstrou que a estabilidade do acido ascdrbico durante digestao in vitro
diminuiu devido as condi¢des simuladas do intestino grosso e também foi afetado pela
microbiota intestinal (LEE et al., 2022).

6 CONCLUSAO

O suco de sapota-do-Solimd@es apresentou caracteristicas relevantes para a
producdo de sucos funcionais como concentracdo de aglcar, compostos fendlicos e acido
ascorbico, sendo uma Gtima matriz para o crescimento do L. casei B-442. Os sucos
produzidos SSP e SSS apresentaram contagem inicial de 11 log UFC/mL. O probidtico
resistiu as condicBes gastrointestinais com contagens de aproximadamente 4 e 8 log
UFC/mL, para SSP e SSS, respectivamente, ap6s 6 h de digestdo in vitro. A comparagdo
com caldo MRS indicou que os componentes do suco exerceram um papel protetor com
0s probidticos, ja que o caldo MRS apresentou contagem de viaveis abaixo do limite de
deteccdo. O SSNF apresentou uma contagem de aproximadamente 6 log UFC/mL, ao fim
da digest&o in vitro, reforcando a ideia que as fibras do suco e outros componentes pode

ter favorecido a maior viabilidade na matriz de sapota-do-Solimdes.

Apbs 30 dias de armazenamento, as células probi6ticas mantiveram a
contagem entre 4 e 8 log UFC/mL para SSP e SSS, respectivamente, apds 6 h de digestao
in vitro. Durante o0 armazenamento, foi observado pequenas variagdes de pH e Brix. Um
aumento da concentracdo de compostos fenolicos 120 % foi constatado para o SSP
durante o armazenamento, ja 0 SSS manteve o0s 140%. Quanto a viabilidade do
probiético, esta diminuiu para o SSS chegando a uma taxa de sobrevivéncia de 82%. A
cepa de L. casei B-442 foi capaz de metabolizar os agucares do suco. Glicose e sacarose
foram preferencialmente consumidas pelo SSP, enquanto SSS usou glicose, frutose e
sacarose. Apesar de FOS né&o ter sido consumido pela cepa probidtica, a producdo de

AGCC foi mais proeminente para 0 SSS, sendo acético, latico e propiénico 0s que mais



101

se destacaram. A bioacessibilidade do acido ascorbico destacou o aumento da

bioacessibilidade ao longo da digestéo in vitro.

Diante dos resultados obtidos, o SSS foi submetido a fermentacdo colénica
antes e ap6s 30 dias de armazenamento. As duas microbiotas fecais usadas apresentaram
diferentes modulagfes da microbiota intestinal. Os 4 filos mais abundantes foram
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria. Houve uma maior abundancia
das bactérias do género Lactobacillus nas amostras iniciais (SSS0 e SSS30). Enquanto,
Bifidobacterium foi observado como um resultado do equilibrio da microbiota causado
pela suplementagdo com FOS. A presencga do FOS foi mais efetiva em aumentar o indice
de riquezas das espécies (Chaol) nas amostras SSSO e SSS30. No entanto, a diversidade
da SSS30 diminuiu apo6s a fermentacdo coldnica. O consumo de acgucares e FOS foi
observado durante a fermentacdo col6nica. Porém, o SSS30 ap6s 48h de fermentagédo
colonica ndo consumiu toda a frutose, sendo relacionado a uma menor abundéncia de
bactérias do género Streptococcus, metabolizadora de frutose. A microbiota coldnica
favoreceu o consumo de &cido citrico com um decaimento de 8 vezes. Os AGCC
apresentaram, diferentes comportamentos sendo o acético e latico mais prevalente no
SSS0O e propidnico, butirico e isobutirico para SSS30. A bioacessibilidade do &cido
ascorbico durante a fermentacdo colénica demonstrou a instabilidade desse &cido diante
de condicdes entéricas e a0 mesmo tempo um possivel favorecimento a abundancia de

Actinobacteria.

Com isso, esse estudo demonstrou como o suco de sapota-do-Solimdes é uma
matriz com condi¢des Otimas para o crescimento do probiético L. casei B-442. Sua
aplicacdo na producdo de sucos probidtico e simbiotico garantiu a resisténcia diante de
condicBes gastrointestinais com contagens entre 4 e 8 log UFC/mL, mesmo apds o
armazenamento. Além disso, o suco simbidtico promoveu um efeito positivo em
microbiotas intestinais humanas, mesmo apds armazenamento, sugerindo sua capacidade

em promover beneficios a saude do consumidor.
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APENDICE A - Avaliacio da contagem de vidveis em suco de sapota-do-Solimdes

in natura

Um teste adicional foi feito para verificar se 0 suco de sapota-do-Solimdes,
sem nenhum processamento térmico, apresentava contagem de bactérias com
caracteristicas semelhantes ao L. casei B-442. Com isso, uma aliquota da polpa do suco
descongelada foi diluida para a analise viabilidade com a técnica de microgota. O mesmo
foi feito com o microrganismo em caldo MRS e o suco contendo L. casei B-442. O suco

de sapota-do-Solimdes ndo apresentou contagem de viaveis em placas de agar MRS.

Para a caracterizacdo fenotipica, foi feito um repique pela técnica do
esgotamento a partir das col6nias presentes nas placas com apenas L. casei B-442 e L.
casei B-442 inoculado no suco de sapota-do-Solimd@es. Ap6s o crescimento durante 24h,
as placas apresentaram as mesmas caracteristicas fenotipicas com col6nias brancas e

aspecto seco.

Figura 18 — Placas com colonias de Lacticaseibacillus casei B-442 fermentado em caldo
MRS e em suco de sapota-do-Solimdes in natura

Inéculo de Lacticaseibacillus casei B-442
no suco de sapota-do-Solimdes

Lacticaseibacillus casei B-442
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido para estudo da

microbiota intestinal

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado como participante da pesquisa intitulada
“Efeito do processamento de sucos de frutas funcionais na composicéo e bioatividade da
microbiota intestinal”. Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia
atentamente as informagdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que
todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

A presente pesquisa envolve 0 uso de fezes humanas para o estudo dos efeitos
de diferentes processamentos e nutrientes na composi¢do da microbiota intestinal. O
participante sera convidado a realizar a coleta das fezes de forma higiénica em local
reservado e em recipiente apropriado para a coleta desse tipo de material. O material
coletado sera utilizado em ensaios de fermentacdo e em seguida as amostras serdo
submetidas a identificacdo dos micro-organismos presentes através de métodos

adequados.

Os pesquisadores se comprometem em utilizar os dados e/ou material

coletado somente para esta pesquisa.

Os doadores ndo receberdo NENHUM PAGAMENTO POR PARTICIPAR
DA PESQUISA.

A gualquer momento o participante podera recusar a continuar participando
da pesquisa e também podera retirar o seu consentimento, sem que isso Ihe traga qualquer

prejuizo.

As informagdes conseguidas através da sua participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da sua pessoa, exceto aos responsaveis pela pesquisa, e a divulgacdo das

mencionadas informaces so seré feita entre os profissionais estudiosos do assunto.
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Endereco da responsavel pela pesquisa:

Nome: Sueli Rodrigues

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

Endereco:Av. Mister Hull, s/n, Campus do Pici, Bloco 851, Dept. de Engenharia de
Alimentos, Laboratorio de Biotecnologia

Telefones para contato: 85 33669656

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracio ou duvida, sobre a sua participacdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344/46. (Horario: 08:00-
12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ é a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela
avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos.

O abaixo assinado ,___anos, RG: , declara que €

de livre e espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu declaro
que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s sua
leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como também sobre
a pesquisa, e recebi explicacbes que responderam por completo minhas duvidas. E

declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /
Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Sueli Rodrigues Data Assinatura

Nome do aplicador do TCLE Thatyane Vidal Fonteles Data Assinatura
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APENDICE C - Projeto para prorrogacio da bolsa de doutorado FUNCAP-CE

Solicitacdo de Prorrogacao de Bolsa FUNCAP em Virtude da pandemia de
COVID-19

Suco de sapota-do-Solimdes (Quararibea cordata Vischer) como meio para
consumo do probidtico L. casei B-442

Justificativa

O plano de trabalho a seguir tem como objetivo justificar a necessidade de
prorrogacdo da bolsa da aluna Rhonyele Maciel da Silva, que cursa o doutorado do
Programa de P6s-graduacdo em Engenharia Quimica da Universidade Federal do Ceara -
UFC, com bolsa concedida desde margo de 2018 pela Fundacdo Cearense de Apoio ao

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — FUNCAP, orientada por Sueli Rodrigues.

O projeto de doutorado foi modificado duas vezes durante os 4 anos de bolsa.
Primeiramente, devido falta de recurso que impediu de dar continuidade ao projeto de
imobilizacdo de enzimas. Felizmente, conseguiu-se publicar um artigo com o trabalho
feito entre 2018 e 2019 (DOI: 10.1016/).ijbiomac.2020.04.077). O segundo projeto iniciado

em 2019.2 foi encerrado devido a recorrente falta de energia no Campus do Pici-UFC o
que levou a perda da matéria prima originaria do Amazonas e das amostras ja processadas.
Logo ap6s, veio a pandemia de COVID-19, que tornou qualquer projeto impossivel de

ser executado de forma presencial.

No entanto, em 2020.2 durante a primeira abertura em regime de revezamento
no laboratorio de biotecnologia (LABIOTEC-UFC) foi iniciado o projeto: Suco de
sapota-do-solimdes (Quararibea cordata Vischer) como um meio para consumo do
probiédtico Lacticaseibacillus casei B-442. Com isso foi desenvolvido um suco probiotico
de sapota-do-solimdes fermentado pelo L. casei B-442, no qual manteve a viabilidade do
micro-organismo durante a digestdo simulada in vitro e mesmo apds 30 dias sob
refrigeragdo. E um suco de sapota-do-solim@es simbiotico, ou seja, adicionado de
frutooligossacarideos e fermentado pelo L. casei B-442. O suco simbidtico também
apresentou resultados expressivos quanto a viabilidade do micro-organismo,

principalmente ap6s 30 dias sob refrigeracéo.


https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.04.077
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O projeto passou pelo exame de qualificagdo onde algumas mudancas na
redacao e nas analises realizadas foram feitas. E para finaliza-lo ficou faltando a avaliagdo
do efeito desses sucos, probiotico e simbidtico, apos fermentado por microbiota fecal.
Essa analise é crucial na avaliacdo da efetividade dos sucos como alimento funcional,
pois a interacdo do micro-organismo probidtico e da fibra prebidtica com a microbiota
fecal permite avaliar os possiveis efeitos benéficos a salide que o consumo de tais bebidas

traria ao consumidor.

Para isso serd necessario mais tempo para a terminar essa parte inovadora do
projeto. Pois trata-se de processos fermentativos sendo necessario pelo menos duas
semanas para ativar micro-organismo, esterilizar material, preparar reatores para que
possa ocorrer 0 processo de forma indcua. Além disso, uma parceria com 0
LEMBIOTECH-UFC, permitira que seja avaliado o perfil genémico das amostras fecais
utilizadas. O que enriquece muito a tese de doutorado possibilitando a publicacdo dos
artigos em revista de alto impacto.

A seguir o plano de trabalho (tabela 9) para o periodo de prorrogacdo de marco
a maio de 2022 (3 meses) é apresentado a seguir. Informamos que o estudo com
microbiota fecal humana foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da (CEP/UFC)
sob numero CAAE 51874021.0.0000.5054 em 25/10/2021. O parecer de aprovagéo pelo

CEP esta anexado a este plano de trabalho.

Tabela 9 - Plano de trabalho

Periodo Local Atividade de pesquisa
7alldemargode | LABIOTEC- Preparo de meio de cultura para ativacéo do
2022 UFC micro-organismo (L. casei B-442) e

contagem de viaveis.

Producéo do suco probidtico de sapota-do-
Solim@es para digestéo in vitro com
microbiota fecal (1 e 30 dias sob

refrigeracao).

14 a 18 de marc¢o de | LABIOTEC- Preparo de meio de cultura para contagem
2022 UFC de viaveis.
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Preparo de solugdes para simulagéo de
digestédo in vitro com amostra de microbiota
fecal.

Digestdo in vitro com microbiota fecal do
suco probidtico de sapota-do-solimdes (1
dia sob refrigeracao).

Extracdo do DNA do suco probiotico apos

fermentado por microbiota fecal de 0 e 48 h.

21 a 24 de marco de
2022

LABIOTEC-
UFC

Preparo de meio de cultura para ativacéo do
micro-organismo (L. casei B-442) e
contagem de viaveis.

Producéo do suco simbidtico de sapota-do-
solimdes para digestéo in vitro com
microbiota fecal (1 e 30 dias sob

refrigeracdo).

28 a 31 de marco de
2022

LABIOTEC-
UFC

Preparo de meio de cultura para contagem
de viaveis.

Preparo de soluc¢des para simulacéo de
digestdo in vitro com amostra de microbiota
fecal.

Digestéo in vitro com microbiota fecal do
suco simbiotico de sapota-do-Solimdes (1
dia sob refrigeracéo).

Extracdo do DNA do suco simbidtico apds

fermentado por microbiota fecal de 0 e 48 h.

4 a 8 de abril de
2022

LEMBIOTECH-
UFC-

Analise da microbiota fecal a partir da
extracdo do DNA metagenémico das

amostras fermentadas de O e 48 h.

11 a 14 de abril de
2022

LABIOTEC-
UFC

Preparo de meio de cultura para contagem
de viaveis.

Preparo de solugdes para simulagéo de
digestdo in vitro com amostra de microbiota

fecal. Digest&o in vitro suco probidtico de




140

sapota-do-solimdes apos 30 dias sob
refrigeracgéo.
Extracdo do DNA do suco probiotico apos

fermentado por microbiota fecal de 0 e 48 h.

18 a20 de abril de | LABIOTEC- Anélise de agUcares e &cidos graxos de

2022 UFC cadeia curta por HPLC.

25 a 29 de abril de LABIOTEC- Preparo de meio de cultura para contagem

2022 UFC de viaveis.
Preparo de solugdes para simulagéo de
digestdo in vitro com amostra de microbiota
fecal.
Digestdo in vitro suco simbi6tico de sapota-
do-solimdes apds 30 dias sob refrigeracéo.
Extracdo do DNA do suco simbiédtico apds
fermentado por microbiota fecal de 0 e 48 h.

02 a 06 de maiode | LABIOTEC- Anélise de agUcares e &cidos graxos de

2022 UFC cadeia curta por HPLC.

09 a 13 demaiode | LEMBIOTECH- | Analise da microbiota fecal a partir da

2022 UFC extracdo do DNA metagenémico das
amostras fermentadas de 0 e 48 h.

16 a20 de maiode | LABIOTEC- Avaliacdo dos frutooligossacarideos do suco

2022 UFC simbidtico (1 dia sob refrigeracéo) por
cromatografia de camada delgada.
Quantificacdo dos frutooligossacarideos por
densitometria.

23 a27demaiode | LABIOTEC- Avaliacédo dos frutooligossacarideos do suco

2022 UFC simbiotico (30 dias sob refrigeracao) por
cromatografia de camada delgada.
Quantificacdo dos frutooligossacarideos por
densitometria.

01 de abrila30de | LABIOTE-UFC | Redacdo da versdo final da tese e artigo

maio de 2022

cientificos. A redacdo da tese e a confeccao

do artigo cientifico seréa realizada
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simultaneamente a realizagéo dos
experimentos sendo os dados tratados e
incorporados a tese tdo logo estejam

disponiveis.

Junho de 2022 PGEQ

Defesa da tese de doutorado.

Fonte: Elaborada pela autora.



