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RESUMO

O presente estudo se divide em duas etapas. A primeira etapa aborda a elaboracdo do suco de
acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana processado por ultrassom de alta intensidade.
Na segunda etapa, foi avaliada a estabilidade do suco de acai contendo glico-oligossacarideos
e dextrana fermentado com Bifidobacterium breve NRRL B-41408 armazenado por 42 dias a 4
°C. Os sucos prebidtico e simbidtico foram submetidos a digestdo simulada in vitro e avaliados
quanto ao seu impacto na microbiota intestinal humana. O suco prebidtico nao-sonicado
apresentou em sua composicao glicose (16,55 g/L), frutose (27,59 g/L), glico-oligossacarideos
(82,56 g/L) e dextrana (23,30 g/L). Apds o processamento, os glico-oligossacarideos e a
dextrana do suco prebiético sonicado (373 W/cm?; 9 min; 25 °C) apresentaram concentragio de
77,82 e 23,12 g/L, respectivamente, e resistiram a digestdo simulada in vitro, promovendo o
aumento de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente o 4dcido propidnico. O suco
sonicado aumentou a abundancia relativa das familias Rikenellaceae e Acidaminocaccaceae
apos a fermentagdo fecal, além de melhorar a riqueza e diversidade da microbiota avaliada. No
suco de acai simbidtico, a contagem de cé€lulas viaveis de B. breve foi de 9,0 log UFC/mL apds
a fermentacdo e durante o armazenamento refrigerado (42 dias), indicando que B. breve
manteve seu metabolismo em baixas temperaturas e em condi¢des acidas. Os glico-
oligossacarideos e a dextrana do suco simbidtico apresentaram resisténcia a digestdo simulada
in vitro e promoveram a producdo de AGCC, principalmente os 4cidos acético, propidnico e
isobutirico. O suco de acai simbidtico melhorou a diversidade de espécies e reduziu a
abundancia de espécies associadas com a sindrome do intestino irritdvel e o desequilibrio da
microbiota intestinal. Ambos os sucos de agai produzidos podem contribuir para a melhora da
saude geral do hospedeiro, por meio do aumento de bactérias benéficas, equilibrio da
microbiota intestinal e producdo de metabdlitos, como os AGCC. Além disso, os sucos
desenvolvidos podem ser considerados alimentos funcionais e veiculos nao lacteos adequados

para B. breve, glico-oligossacarideos e dextrana.

Palavras-chave: simbi6tico; ultrassom de alta intensidade; Bifidobacterium breve; microbiota

intestinal; metabdlitos.



ABSTRACT

The present study is divided into two stages. The first stage addresses the preparation of acai
juice containing gluco-oligosaccharides and dextran processed by high-intensity ultrasound. In
the second stage, the stability of acai juice containing gluco-oligosaccharides and dextran
fermented with Bifidobacterium breve NRRL B-41408, stored for 42 days at 4°C, was
evaluated. The prebiotic and synbiotic juices were subjected to in vitro simulated digestion and
evaluated for their impact on human gut microbiota. The non-sonicated prebiotic juice contained
glucose (16.55 g/L), fructose (27.59 g/L), gluco-oligosaccharides (82.56 g/L), and dextran
(23.30 g/L). After processing, the gluco-oligosaccharides and dextran in the sonicated prebiotic
juice (373 W/cm?; 9 min; 25°C) had concentrations of 77.82 and 23.12 g/L, respectively, and
resisted in vitro simulated digestion, promoting an increase in short chain fatty acids (SCFAs),
mainly propionic acid. The sonicated juice increased the relative abundance of the
Rikenellaceae and Acidaminococcaceae families after fecal fermentation, as well as improved
the richness and diversity of the microbiota evaluated. In the synbiotic acai juice, the viable cell
count of B. breve was 9.0 log CFU/mL after fermentation and during refrigerated storage (42
days), indicating that B. breve maintained its metabolism at low temperatures and under acidic
conditions. The gluco-oligosaccharides and dextran in the synbiotic juice exhibited resistance
to in vitro simulated digestion and promoted the production of SCFAs, mainly acetic, propionic,
and isobutyric acids. The synbiotic agai juice improved species diversity and reduced the
abundance of species associated with irritable bowel syndrome and intestinal microbiota
imbalance. Both acai juices produced may contribute to improving the host's overall health by
increasing beneficial bacteria, balancing the intestinal microbiota, and producing metabolites
such as SCFAs. Additionally, the developed juices can be considered functional foods and

suitable non-dairy carriers for B. breve, gluco-oligosaccharides and dextran.

Keywords: synbiotic; high-intensity ultrasound; Bifidobacterium breve; gut microbiota;

metabolites.
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1 INTRODUCAO

A ascensdo internacional do agaf estd sendo bastante significativa nos tltimos anos,
sendo o Brasil o maior exportador da polpa congelada (COMPANHIA NACIONAL DO
ABASTECIMENTO, 2022). Produtos a base de acai tem expandido o mercado na forma de
snacks alimenticios, shakes energéticos (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO
- CONAB, 2019) e sucos (LEE, 2019). Os sucos de frutas, sejam frescos ou industrializados,
estdo presentes na dieta da maioria das pessoas devido ao sabor, praticidade e saudabilidade
(DO CARMO; DANTAS; RIBEIRO, 2014). O consumo de bebidas acucaradas ou com baixo
valor nutricional, como sucos artificiais ou refrigerantes estdo associados a presenca de
adiposidade abdominal excessiva (DA SILVA et al., 2019). Com isso, € relevante o estudo
sobre o desenvolvimento de sucos fortificados com ingredientes que promovam beneficios a
saide, como os alimentos funcionais, contribuindo para uma alimenta¢do sauddvel e

balanceada.

A fortificagdo de sucos de frutas com ingredientes funcionais, tais como
prebidticos, probidticos e simbidticos (ALVES FILHO et al., 2018; FREITAS et al., 2021;
PEREIRA et al., 2017; SANTOS FILHO et al., 2019) possibilitam a diversificacao de produtos
no mercado, uma vez que estes ingredientes sdo comumente adicionados em produtos lacteos
(SANTOS et al., 2018). Suco de agai contendo fruto-oligossacarideos (FOS) foi fermentado
com Lacticaseibacillus casei NRRL B-442 e armazenado durante 42 dias sob refrigeragao,
obtendo-se viabilidade adequada do probidtico para exercer beneficios a saide durante a vida
de prateira. O prebidtico também demonstrou melhora no crescimento do probiotico (FREITAS
et al., 2021). As pesquisas na literatura sobre a utilizacdo de Bifidobacterium spp. probidticas
na fermentacdo de suco de acai sdo escassas, evidenciando a necessidade de um estudo voltado

para as bebidas simbidticas fermentadas com Bifidobacterium spp.

Os sucos funcionais, especialmente os prebidticos, podem ser beneficiados com a
aplicagdo de uma ou mais tecnologias nao-térmicas (FONTELES; RODRIGUES, 2018). Um
estudo que avaliou o processamento por ultrassom de alta intensidade em suco de acai mostrou
que a tecnologia empregada aumenta a estabilidade da bebida e contribui para a preservacao
dos compostos bioativos (LINHARES et al., 2020; SANIN; NAVIA; SERNA-JIMENEZ,

2020). Em suco de cramberry contendo FOS, a combinacdo dos processamentos de ultrassom
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e alta pressdo conservaram os prebidticos apesar das pequenas alteracdes ocasionadas durante
o processamento (GOMES et al., 2017). Mediante os beneficios que o processamento
ultrassOnico traz para a composi¢do do suco, sugere-se também conhecer de que forma o
processamento do suco pode alterar a composi¢do da microbiota intestinal do consumidor no

ambito de melhorar a satide do hospedeiro.

Existem alguns critérios que devem ser levados em consideracdo antes de alegar a
funcionalidade de um produto, para tanto, sdo necessarios testes in vivo e in vitro para avaliar
os efeitos toxicoldgicos, a dosagem terap€utica e as propriedades fisico-quimicas, quimicas,
sensoriais e, bem como a validade do alimento (GRANATO; NUNES; BARBA, 2017). Os
testes de digestdo simulada in vitro trazem informacdes sobre a bioacessibilidade de compostos
presentes no alimento (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). A digestdo simulada também
fornece dados sobre a resisténcia de prebidticos e probidticos incorporados em sucos de frutas
quando submetidos as condicdes intestinais, apontando seus possiveis efeitos benéficos a saide

do hospedeiro (LEITE et al., 2023; SILVA; CAMPELO; RODRIGUES, 2022).

Tendo em vista que o acai € uma fruta bastante apreciada por suas caracteristicas
nutricionais e funcionais, é vidvel explorar a fortificacdo do suco de acai com carboidratos
prebidticos sintetizados diretamente no suco, como os glico-oligossacarideos e a dextrana,
associado ao processamento por ultrassom de alta intensidade. Além disso, faz-se necessario o
estudo da bebida simbidtica fermentada com Bifidobacterium breve NRRL B-41408 em prol
de resultados sobre a viabilidade durante o armazenamento e o efeito na composi¢do da

microbiota intestinal humana.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver sucos funcionais de acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana
fermentados ou ndo por Bifidobacterium breve NRRL B-41408 e avaliar a estabilidade e o
efeito do processamento por ultrassom de alta intensidade na fermentacdo pela microbiota

intestinal humana.

2.1 Objetivos especificos

e Sintetizar glico-oligossacarideos prebidticos no suco de agai utilizando a enzima
dextrana-sacarase;

e Avaliar a integridade dos glico-oligossacarideos e dextrana durante a digestdo
simulada in vitro;

e Avaliar o efeito do suco de acai prebidtico processado por ultrassom de alta
intensidade na fermentagdo pela microbiota intestinal humana;

e Avaliar a estabilidade de B. breve durante o armazenamento refrigerado do suco de
acaf;

e Avaliar o efeito do suco de acai simbidtico na fermentagao pela microbiota intestinal

humana.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais sdo aqueles que, além da fun¢@o bdsica de nutrir, podem
modular positivamente as fun¢des do corpo, melhorando as respostas fisioldgicas e prevenindo
algumas doencgas ou complicacdes de saide. Os compostos funcionais dos alimentos podem
atuar como substrato no metabolismo da microbiota intestinal (FARAG et al., 2020). Kebouchi
et al. (2020) relatam que os probidticos, peptideos bioativos e compostos fendlicos presentes
em matrizes alimentares constituem uma ferramenta valiosa no fortalecimento do muco

intestinal.

Pesquisas tém sido realizadas no ambito da elaboracdo de alimentos com
caracteristicas funcionais a fim de enriquecer o mercado com produtos de valor nutricional
agregado. A utilizacdo de prebidticos, probidticos, simbidticos e bioativos na produgdo de
alimentos funcionais apresenta resultados promissores, melhorando, principalmente, a funcao

terapéutica para o trato gastrointestinal (CHEN; KARBOUNE, 2019).

O interesse dos consumidores e profissionais da saude por alimentos funcionais é
crescente, tendo em vista que estes podem evitar o surgimento de diversas doencas. Dessa
forma, as pesquisas buscam explorar os constituintes fitoquimicos de frutas e vegetais a fim de
conhecer suas funcionalidades (MAQSOQD et al., 2020). Em suco de acai, por exemplo, que
J4 possui uma composicdo rica em antioxidantes, também sdo realizadas pesquisas de
fortificacdo. Freitas et al. (2021) melhoraram a funcionalidade de suco de acai adicionando
fruto-oligossacarideos e Lacticaseibacillus casei, na qual a fermentacdo com este

microrganismo aumentou a concentragio de antocianinas e compostos fendlicos da bebida.

O acai € uma fruta rica em compostos funcionais, como potenciais prebidticos
(antocianinas) (MARTINS et al., 2018) e substancias antioxidantes, contribuindo no tratamento
complementar de inflamag¢des no trato gastrointestinal (CURIMBABA et al., 2020). O
consumo didrio de 200 g da polpa da fruta por mulheres sauddveis pode melhor o status

antioxidante ou pro-oxidante, o que decorre da neutraliza¢do dos radicais livres, impedindo o
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ataque a outras moléculas e/ou da modulacdo de enzimas envolvidas no estresse oxidativo

(BARBOSA et al., 2016).

Estudos sugerem que dietas maternas hiperlipidicas suplementadas com agai podem
reduzir o acdmulo de gordura hepdtica, os niveis de colesterol total hepatico e o grau de
esteatose. Ja nos filhos, pode houver reducio dos danos hepaticos causados pela dieta materna
rica em gordura (BARBOSA et al., 2020). O consumo de polpa de agai por atletas reduz a
peroxidacao lipidica e aumenta a capacidade antioxidante sérica (TERRAZAS et al., 2020).

3.2 Prebiéticos, probioticos e simbidticos

3.2.1 Prebioticos

A Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos revisou e
atualizou o conceito de prebidtico, definindo-o como um substrato utilizado seletivamente pelos
microrganismos hospedeiros que conferem beneficios a saude (CUNNINGHAM et al., 2021;
GIBSON et al., 2017). A agdo benéfica a saude promovida pelos prebidticos inclui ndo apenas
o efeito no intestino, mas também em outros locais do corpo, como a pele, por exemplo (RAWI

et al., 2020).

Para ser classificado como prebidtico, o ingrediente alimentar deve apresentar
alguns critérios, tais como: resistir a acidez géstrica e a hidrolise enzimética, ser fermentado
pela microbiota intestinal, possuir seletividade para estimular o crescimento de grupos de
microrganismos benéficos, conferir beneficios a saide por meio da microbiota envolvida e dos
metabolitos produzidos (BINDELS et al., 2015; GIBSON et al., 2017). A ingestao de
prebidticos pode auxiliar na reducdo do risco de obesidade, mediante a liberacdo de hormdnios
gastrointestinais endégenos envolvidos no processo de regulacdo do apetite (RIVERA-PIZA;

LEE, 2020).

O potencial prebidtico de um componente estd relacionado principalmente a sua
estrutura, variando entre os tipos de carboidratos. Destacam-se entre os oligossacarideos

funcionais, os fruto-oligossacarideos (FOS), glico-oligossacarideos (GLOS), galacto-
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oligossacarideos (GOS), mano-oligossacarideos (MOS), isomalto-oligossacarideos (IMOS) e

xilo-oligossacarideos (XOS) (KOTHARI; PATEL; GOYAL, 2014).

Os glico-oligossacarideos, objeto de estudo nesta pesquisa, sdo oligossacarideos
com 2 a 10 residuos de glicose e uma ou mais ligagdes O-glicosidicas que apresentam potencial
efeito prebidtico devido a sua fermentacdo seletiva por bactérias intestinais benéficas (ZENG;
VAN PIJKEREN; PAN, 2023). A utilizacdo de glico-oligossacarideos para aumentar a
funcionalidade de sucos de frutas tem sido alvo de pesquisas atualmente. Alguns autores
verificaram que os glico-oligossacarideos sintetizados em sucos de acerola e caju foram
fermentados por bactérias benéficas, tais como Lacticaseibacillus casei NRRL B-442 e
Bifidobacterium breve NRRL B-41408 (LEITE et al., 2021; NASCIMENTO; SANTOS;
RODRIGUES, 2022).

Além das fibras e polissacarideos da dieta ou derivados sintetizados pelo homem,
existem os prebidticos emergentes, que sdo novos candidatos a prebidticos, sendo eles o leite,
polidis, parede celular das plantas, polifendis, pectina, amido resistente e os prebidticos a base
de glicopeptideos. Constituintes ndo carboidratos podem ser considerados prebidticos, desde
que sua acdo seja mediada pelos microrganismos da microbiota intestinal ou probiéticos (RAWI
et al., 2020). Existem dois mecanismos na qual os prebiéticos sao utilizados na fermentacao da
microbiota intestinal. O primeiro € a absorcdo de todos os componentes da cadeia do prebidtico
ou da cadeia mais curta apos hidrélise enzimatica antes que os derivados sejam transportados
para a regido citoplasmdtica. O outro mecanismo € a biossintese de dcidos graxos de cadeia

curta (RAWI et al., 2020).

Os prebiodticos podem ser obtidos de trés formas diferentes: isolamento de recursos
vegetais, producdo microbiolégica ou sintese enzimdtica e hidrdlise enzimdtica de
polissacarideos (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996; GULEWICZ et al., 2000). A sintese
enzimatica pode ser realizada diretamente no suco de fruta, reduzindo as etapas de purificacao

e usando os acucares naturais da matriz (FONTELES; RODRIGUES, 2018).

A sintese de glico-oligossacarideos prebidticos utilizando a enzima dextrana-
sacarase € relatada em alguns estudos com sucos de frutas (ALMEIDA et al., 2015; ALVES
FILHO et al., 2018; LEITE et al., 2021). Essa enzima catalisa a reacdo de formacao de dextrana
e frutose em um meio contendo apenas sacarose como substrato (BARUAH; DEKA; GOYAL,
2017; VANDAMME; SOETAERT, 1995). No entanto, a adi¢do de um carboidrato aceptor, que
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pode ser glicose, frutose ou maltose ao meio reacional, contendo também sacarose, promove o
desvio das moléculas de glicose para a molécula aceptora, formando os oligossacarideos
prebidticos e dextrana, conforme a Figura 1 (RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2009;
RODRIGUES; LONA; FRANCO, 2005).

Figura 1 - Reacdo do aceptor para a sintese dos oligossacarideos prebidticos.

Dextrana-sacarase
Sacarose Dextrana + Frutose

Dextrana-sacarase  Qligossacarideos prebidticos +
Dextrana + Frutose

Sacarose + Aceptor

Fonte: Adaptado de (VERGARA et al., 2010).

3.2.2 Probioticos

Os probidticos sd@o microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro (CUNNINGHAM et al.,
2021), como por exemplo, a modulacdo do sistema imunoldgico para o tratamento de cancer
(ABDOLALIPOUR et al., 2020; WEN et al., 2020) e melhora da funcao tireoidiana (TALEBI
et al., 2020). Podem atuar na regulacdo da glicemia pds-prandial, na qual a matriz alimenticia
empregada, a cepa probidtica utilizada, os ingredientes incorporados ao produto e a adi¢do de
compostos prebidticos a formulagdo podem impactar nesse efeito (GROM et al., 2020). Atuam
também na diminui¢do dos niveis colesterol no sangue (DEHKOHNEH; JAFARI; FAHIMI,
2019).

Os lactobacilos, bifidobactérias e outras bactérias produtoras de 4cido latico (BAL)
tém sido usadas tradicionalmente como probidticos, sendo isoladas principalmente de produtos
lacteos fermentados (CUNNINGHAM et al., 2021), no entanto, podem estar presentes em
matrizes ndo lacteas. Abe sato et al. (2021) verificaram que a maioria das cepas de BAL
recuperadas em frutos de acai sd@o possiveis candidatos a probidticos, pois possuem resisténcia
a pH baixo e sais biliares, indicando capacidade de resistir a passagem pelo trato gastrointestinal
(TGI), s@o susceptiveis a antibidticos e ausentes de atividade hemolitica e possuem atividade

antibacteriana contra E. coli e S. Typhimurium.
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Saracino et al. (2020) reportaram que o tratamento das infec¢des por H. pylori
utilizando antibidtico pode ser combinado com a administragdo de probidticos. As cepas de
Lacticaseibacillus  casei, Lacticaseibacillus  paracasei, Lactobacillus  acidophilus,
Bifidobacterium lactis e Streptococcus thermophilus possuem a¢do antagdnica em cepa de H.
pylori e efeito de equilibrio na disbiose intestinal ocasionada pelos antibiéticos. Relatam ainda
que estas cinco cepas de probidticos apresentam atividade bactericida e bacteriostatica em

relacdo ao H. pylori.

Dessa forma, os beneficios dos probidticos ocorrem mediante a capacidade de
metabolizar fibras prebidticas ou dietéticas e também a subsequente sintese de metabdlitos
especificos com propriedades funcionais que geram efeitos benéficos (PEREDO-LOVILLO;
ROMERO-LUNA; JIMENEZ-FERNANDEZ, 2020).

O consumo de cepas de lactobacilos e bifidobactérias tem sido associado a
regeneracdo da barreira intestinal e possuem efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios no
organismo humano (HERRERA-ROCHA et al., 2023). Experimentos com ratos validaram o
efeito de B. breve CCFM1369 em inibir o gene chave LDHA e HIF-2a, diminuindo a
capacidade de colonizagdo de E. coli, apontando que estd cepa pode ser eficiente no tratamento
do alivio da colite(GAO et al., 2024). Além disso, as bifidobactérias também podem proteger

o organismo contra a infec¢do respiratoria pelo virus influenza A (HU ez al., 2024).

Considerando a importancia dos efeitos positivos de cepas de bifidobactérias no
organismo humano como probidtico, pesquisas estudam a viabilidade dos probidticos em
matrizes alimentares durante o armazenamento refrigerado. A viabilidade de Bifidobacterium
breve NCIM 5671 em chocolate amargo diminuiu de 10,8 + 0,12 log UFC/g para 9,6 + 0,09 log
ufc/g durante o primeiro més, mas manteve as contagens acima de 9,0 UFC/g até o final do
armazenamento a 4 °C (90 dias). Associa-se a manutencdo da viabilidade com a presenca da
manteiga de cacau (ACHI et al., 2024). Em bebida probidtica de soja e de améndoa, tanto B.
animalis subsp. Lactis quanto B. longum mantiveram a viabilidade acima de 7,0 log UFC/mL
até o 21° dia de armazenamento a 4 °C, sugerindo que proteinas, fibras alimentares, polifendis
e oligossacarideos presentes nas bebidas de soja e améndoa tenham atuado como substratos
para o crescimento microbiano durante a fermentagdo e preservando a viabilidade do primeiro

ao ultimo dia de armazenamento (AL ZAHRANI; SHORI, 2023).
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A sobrevivéncia dos probidticos em uma matriz alimentar pode ser afetada pela
composi¢do fisico-quimica do produto. Soares et al. (2019) verificaram que cepas de Bacillus
com propriedades probidticas tiveram boa capacidade de sobrevivéncia em requeijao cremoso,
suco de laranja e pao caseiro e resistiram as condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro. Com
isso, a elaboracdo de alimentos funcionais utilizando cepas de Bacillus com propriedades

probidticas é possivel para varios tipos de composicao de alimentos.

Freitas et al. (2021) utilizaram o probidtico Lacticaseibacillus casei NRRL B-442
para fermentar suco de acai prebidtico, objetivando uma bebida simbidtica. Eles verificaram
que o suco de acai é apto para a producdo da bebida simbidtica, na qual o microrganismo
probidtico utilizado manteve a viabilidade necessaria para gerar beneficios a saude ao longo de
42 dias sob refrigeracdo. De acordo com Moreira et al. (2017) a adicdo do probidtico
Lactobacillus rhamnosus GG em suco misto de jucara e manga ubd torna esse produto um
alimento com apelo funcional, tendo em vista que as cepas se mostraram vidveis durante o

armazenamento refrigerado do suco.

Além disso, também ¢ relevante destacar a importincia da manutengdo da
viabilidade do probidtico durante a passagem pelo trato gastrointestinal. Alguns autores
sugerem que sejam realizados ensaios in vitro e in vivo para comprovar a eficiéncia do alimento
como veiculo de bactérias probidticas no transito intestinal humano (CUNNINGHAM et al.,
2021; MOREIRA et al., 2017). Durante a passagem pelo trato gastrointestinal, é esperada a
reducgdo na contagem de células vidveis, devido o pH baixo, principalmente nas primeiras fases,
e a presenca de sais biliares tornarem o ambiente desfavordvel para a sobrevivéncia de
probiodticos (COSTA et al., 2017). No entanto, alguns fatores podem contribuir para melhorar
essa sobrevivéncia dos probidticos, tais como a microencapsulacio (KIM et al., 2020; RAJAM;
SUBRAMANIAN, 2022) e a presenca de glico-oligossacarideos prebidticos e dextrana
(SILVA; CAMPELO; RODRIGUES, 2022).

3.2.3 Simbioticos

Os simbidticos sdo uma mistura de microrganismos vivos e substratos utilizados
seletivamente por esses microrganismos, que conferem beneficios a saide do hospedeiro

(CUNNINGHAM et al., 2021; SWANSON et al., 2020). Os simbidticos podem ser
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classificados quanto de natureza complementar ou sinérgica. Os simbidticos complementares
sdo aqueles compostos por uma combinacdo de um prebidtico e um probidtico, cujos
mecanismos de acdo podem ser independentes um do outro, e tanto o prebidtico quanto o
probidtico devem ter seus proprios beneficios comprovadamente aceitos a saide. Ja os
simbidticos sinérgicos contém um substrato fermentivel para o microrganismo vivo
coadministrado, onde este substrato e o microrganismo podem ou nao ser capazes de provocar
um beneficio a satide independentemente um do outro. Neste caso, os componentes individuais
ndo precisam necessariamente ser probidticos ou prebidticos confirmados, porém, eles devem
ter um beneficio comprovado para a saide em combinacao (CUNNINGHAM et al., 2021).

Neste estudo, o simbidtico elaborado foi de natureza complementar.

Pacientes com hipertiroidismo administrados com cépsulas simbidticas
(probidticos:  Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus
rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Streptococcus thermophilus, prebidtico: fruto-oligossacarideo) durante oito semanas
apresentaram efeitos benéficos na funcdo tireoidiana (TALEBI er al., 2020). Simbidtico
contendo Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium longum (DSM-
20219), Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium breve e fibras de marmelo reduziram os
efeitos negativos gerados pela realizacdo de exercicios de resisténcia em experimentos
realizados em ratos, produzindo um efeito positivo na manutengdo da barreira epitelial e na

regulacdo do stress oxidativo (HERRERA-ROCHA et al., 2023).

Miranda et al. (2019) elaboraram um suco simbiético misto de laranja e hibisco,
adicionando-se Lacticaseibacillus casei liofilizado e oligofrutose. Os resultados mostraram que
€ possivel produzir um suco simbidtico sem impacto negativo nos parametros de qualidade,

com viabilidade de sobrevivéncia do probidtico e boa aceitagdo sensorial.

De acordo com Li et al. (2020), os prebidticos lactitol (LAC) e galacto-
oligossacarideo (GOS) estimularam o crescimento da cepa de Lacticaseibacillus casei 28-2,
Lacticaseibacillus casei 30-1, Lacticaseibacillus paracasei 6062 e Lactiplantibacillus
plantarum 25-1, indicando que um bom produto simbiético pode ser composto pela combinagao
de uma ou mais cepas de Lactobacillus associada a LAC ou GOS. No entanto, a adi¢ao de
microcdpsulas frescas desse simbidtico no iogurte afetou negativamente as propriedades
reoldgicas e aumentou a sinérese durante o armazenamento, resultado em uma menor vida de

prateleira.
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3.3 Acai (Euterpe oleracea Mart.)

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da Amazonia brasileira,
sendo encontrada principalmente nos estados do Pard, Amapd, Maranhdo, Mato Grosso e
Tocantins. Sua ocorréncia também € verificada em outros paises da América do Sul, como
Venezuela, Colombia, Equador, Suriname e Guiana, e na América Central (Panamd). O
acaizeiro (Figura 2) é adaptado a condic¢des elevadas de temperatura, precipitacio pluviométrica
e umidade relativa do ar, na qual a regido do estudrio do Rio Amazonas possui as maiores e

mais densas populacdes naturais dessa palmeira (NOGUEIRA, 2005).

Figura 2 — Cachos de agai (Euterpe oleracea Mart.).

Fonte: EMATERCE (2022).

Na década de 90, o agaizeiro, que antes era valorizado somente pela produ¢do do
palmito a partir da sua palmeira, se transformou em uma importante fonte econdomica pela
comercializacdo do seu fruto, o acgai. Impulsionados pela cultura fitness, academia e
alimentacdo sauddvel, a populagcdo passou a consumir o acai, por este apresentar propriedades
antioxidantes e alto teor energético (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO -
CONAB, 2019). O volume de acai exportado aumentou nos primeiros semestres de 2019 e

2020, cuja exportacdo € feita para mais de 30 paises, sendo os Estados Unidos o principal
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importador do acaf brasileiro. Este cendrio atual tem incentivado a busca por novos mercados
fora do Brasil (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2020). Em
2022, a producdo do acai foi estimada em 1.699.588 toneladas no Brasil (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2024).

O acai cresce em cachos por touceiras, onde cada cacho possui algumas centenas
de frutos. Quando maduros, possuem coloragdo roxo-escura, com excecao do acaizeiro do tipo
branco, na qual seus frutos sdo verdes (NOGUEIRA, 2005). Tem forma globosa, medindo
aproximadamente 1,3 cm de comprimento e 1,5 cm de didmetro (ALMEIDA et al., 2011). E
rico em antocianinas (CARVALHO er al., 2016), sendo considerado um alimento funcional

que colabora na prevenc¢do de doengas cronicas degenerativas (LOBO; VELASQUE, 2016).

O Brasil € o maior produtor, consumidor e exportador de acai mundialmente
(VOZES DA AMAZONIA, 2024). De acordo com o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica), em 2022, a produ¢do nacional alcancou 1.699.588 toneladas, na qual o estado do
Para representa o maior produtor de agai (IBGE, 2024). Estima-se que 60% do acai produzido
no Paré seja destinado ao consumo local e 30% comercializado para outros estados, sobretudo,
Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Ceara e Brasilia (TAVARES et al., 2020). Em 2023,
mais de 61 mil toneladas de acai foram exportadas do Para (G1-PARA, 2024). No estado do
Ceara, o cultivo de agai se concentra no municipio de Quixeré, onde a producdo média € de 180
kg por més, que sdo transformados em polpa (75 kg) e comercializados por R$ 20,00/kg
(EMATERCE, 2022).

A Instrucao Normativa n° 37 de outubro de 2018, do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento — MAPA define acai como a bebida obtida a partir da parte
comestivel do fruto extraida com adi¢cdo de dgua e filtragdo, na qual a cor, aroma, sabor
caracteristico e quantidade minima de compostos fendlicos antocianinas sejam preservados.

Além disso, o teor minimo de sélidos totais deve ser 8,0% (BRASIL, 2018).

Os beneficios associados ao consumo de agai sdo reportados por alguns autores. De
acordo com Song et al. (2021), o extrato de acai rico em antocianinas reduziu a obesidade
induzida por uma dieta rica em gordura, resisténcia a insulina e esteatose hepdtica, na qual as
alteracdes na microbiota intestinal do hospedeiro sdo um dos mecanismos potenciais pelo qual
o extrato reduz a obesidade e seus distirbios. A suplementacdo com agai associado a exercicios

fisicos aerdbicos pode mitigar os danos causados por uma dieta rica em gordura melhorar e
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funcdo cardiaca. Além disso, os compostos presentes em extratos de agai foram validados com
potencial efeito benéfico na reducdo dos riscos cardiovasculares (LAVORATO et al., 2021;

PONTES et al., 2021).

A ingestdao de produtos a base de acgai, combinada a uma dieta balanceada, pode
contribuir no tratamento de inflamacdes intestinais devido a presenga de compostos fendlicos,
que atuam como antioxidantes, e as fibras alimentares presentes na polpa dessa fruta
(CURIMBABA et al., 2020). O acai possui alto teor de fibras dietéticas soltveis e insoliveis,
principalmente arabinose e xilose (RUFINO et al., 2011). Em mulheres aparentemente
sauddveis, o consumo de polpa de acai modulou importantes biomarcadores do processo anti-

inflamatoério (SOUZA et al., 2021).

Os compostos fendlicos totais presentes no acai resistem a passagem pelo trato
digestivo e atingem o célon, estimulando o crescimento de bactérias intestinais (ALQURASHI
et al., 2017). Estas, por sua vez, produzem &cidos graxos de cadeia curta que possuem efeito

protetor contra inflamacao intestinal (CURIMBABA et al., 2020).

As antocianinas sd@o os compostos fendlicos predominantes no agcai (PACHECO-
PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009). Estes compostos podem contribuir para
sobrevivéncia de cepas de Lactobacillus em bebidas (RIBEIRO et al., 2020). LUCIANO et al.
(2018) verificaram que o L. acidophilus LA-3, quando incorporado em smoothie de acai e
banana (80:20 v/v), apresenta boa capacidade de sobrevivéncia durante o armazenamento
refrigerado e sob condi¢des gastrointestinais simuladas por digestdo in vitro. Os autores
relatam, ainda, que o pH mais baixo do smoothie resulta na melhor adaptacio do L. acidophilus

LA-3 as condi¢oes de pH do estdmago.

Além dos compostos fendlicos do agai contribuirem para a estabilidade de cepas de
Lactobacillus, a fermentacdo do agai com as bactérias laticas pode também melhorar a
bioacessilidade de compostos fendlicos. Nascimento et al. (2023) relatam que a fermentagao de
acai com bactérias laticas (Lactobacillus acidophilus) aumentou a bioacessibilidade de
cianidina-3-rutinosideo em comparacdo ao suco nao fermentado, possibilitando ao consumidor

final maiores beneficios a sadde.

O estudo das frutas da Amazodnia, especialmente o agai, € importante para incentivar
o desenvolvimento dos produtores locais, atingir mercados internacionais mais amplos e

contribuir positivamente nos contextos econdmicos € sociais. Também é importante para
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diversificar a oferta de novos produtos a base de acai com alta qualidade, como, por exemplo,

sucos funcionais e com vida de prateleira maior.

3.4 Tecnologia ultrassénica

A tecnologia ultrassonica € considerada uma tecnologia verde de processamento
ndo térmico sauddvel e segura (ZHANG et al., 2023b). Esse processamento chama a aten¢do
para os atributos de qualidade em sucos de frutas, uma vez que melhora a estabilidade de
componentes nutricionais durante 0 armazenamento € aumenta o conteido de compostos
bioativos (DOLAS; SARAVANAN; KAUR, 2019). A composi¢do bioquimica de sucos de
frutas € bastante benéfica para a saide pelo seu potencial de controlar ou prevenir diversas
doencas no corpo humano, e para melhorar ainda mais a funcionalidade dos sucos, o
processamento ultrassonico pode ser aplicado para extrair compostos, incluindo polifendis. No
entanto, os efeitos do processamento dependem de fatores como a frequéncia, amplitude, tempo
de processamento e as caracteristicas da substancia processada (GALLO; FERRARA;

NAVIGLIO, 2018; ZHANG et al., 2023b).

O ultrassom € definido como ondas sonoras de frequéncias mais altas, além da faixa
audivel do homem (RATHNAKUMAR et al., 2023). O ultrassom refere-se a ondas sonoras
com frequéncia superior a 16 kHz e os equipamentos ultrassdnicos usam geralmente
frequéncias entre 20 kHz e 10 MHz, sendo classificado em diferentes categorias de acordo com
a poténcia, intensidade, frequéncia aplicada e aplicagdo (DOLAS; SARAVANAN; KAUR,
2019). No setor de processamento de alimentos, a aplicagdo do ultrassom se divide em duas
categorias: ultrassom de baixa intensidade e alta frequéncia (100 kHz-1 MHz, <10 W/cm?) e
ultrassom de alta intensidade e baixa frequéncia (20-100 kHz, 10-1000 W/cm?) (CUI; ZHU,
2020).

O ultrassom de alta intensidade tem sido utilizado para melhorar bioacessibilidade
e a concentracdo de compostos bioativos (CARVALHO et al., 2020; NASCIMENTO;
SANTOS; RODRIGUES, 2022). O ultrassom de alta poténcia baseia-se no principio basico de
que em intensidades mais altas (baixas frequéncias) induz a cavitagdo acustica devido a geragao,

crescimento e colapso de grandes bolhas, o que provoca a liberagdo de energias mais altas. A
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compressao e a expansio alternadas criam regides de mudanca de pressdo, o que resulta no

fendmeno de cavitacdo (DOLAS; SARAVANAN; KAUR, 2019), conforme Figura 3.

Figura 3 - Cavitag@o induzida por ultrassom.
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Fonte: Adaptado de (ZHANG et al., 2023b).

O mecanismo de ac¢do do ultrassom estd relacionado com a cavitacdo, efeitos
mecanicos e térmicos (ZHANG et al., 2023b). A interagdo da energia acuistica com um alimento
ocorre principalmente através de um meio liquido, uma vez que a cavitacao e as agoes fisicas e
quimicas induzidas pelo ultrassom desempenham um papel importante nas alteragdes na
qualidade de um alimento durante a sua transformagdo. A implosao de bolhas cria um substrato
incomum para reagdes quimicas, quebrando mecanicamente a membrana das células e

melhorando a transferéncia de material intracelular (GALLO; FERRARA; NAVIGLIO, 2018).

Com base no método de aplicagdo do ultrassom, existem a sonda e os banhos
ultrassonicos. Comparando esses dois sistemas, o ultrassom de sonda é considerado mais
eficiente que o banho de ultrassom, pois a intensidade sonora € menor e heterogénea neste
ultimo. No entanto, os sistemas de banho de ultrassom s@o mais econdmicos e amplamente
utilizados para limpeza de superficies e solubilizacdo (RATHNAKUMAR et al., 2023). Nesta

pesquisa utilizou-se como método de aplicacdo o ultrassom de sonda.

O processamento por ultrassom de alta intensidade (18 kHz, 373 W/cm?) aumentou

a bioacessibilidade de compostos bioativos, como vitamina C e compostos fendlicos em suco

de acerola submetido a digestdo simulada in vitro (NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES,
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2022). Em suco de caju, a concentracio de flavonoides amarelos foi aumentada em 33% apds
o processamento com ultrassom de alta poténcia (19 kHz, 373 W/cm?) (FONTELES et al.,
2021). Um estudo realizado com bagaco de acerola e jamboldo mostrou que a utilizacdo de
ultrassom de alta intensidade indireto (40 kHz, 100 W de poténcia) acoplado a agitacdo
mecanica promoveu uma eficiente extragao dos polifendis contidos nesses bagagos. Além disso,
o protocolo de extracdo com ultrassom demonstrou menor impacto ambiental, principalmente
devido ao menor tempo de extragdo e a reducdo do consumo de energia, quando comparado aos

métodos de extragdo sem ultrassom (DA SILVA; NUNES; HOSKIN, 2023).

Neste estudo, o processamento por ultrassom de alta intensidade foi utilizado no
suco de acai porque melhora a bioacessibilidade de compostos bioativos, como por exemplo as
antocianinas e compostos fendlicos. Dessa forma, o objetivo de estudar a aplicacdo do
ultrassom foi avaliar como o suco de agai prebidtico processado pode alterar a composi¢ao da

microbiota intestinal humana.

3.5 Digestao simulada in vitro

Os estudos de digestdo in vitro, sao modelos que permitem simular o processo de
digestdo natural e ddo informagdes sobre a liberacdo e estabilidade de compostos fendlicos
(REGINIO et al., 2020), a sobrevivéncia de probidticos (RIBEIRO et al., 2020) e se um
componente tem potencial prebidtico (WEI et al., 2020).

Os modelos de digestdo in vitro sao divididos em estaticos e dinamicos. Os modelos
estdticos compreendem a simulagdo da cavidade oral, estdomago e intestino delgado, porém nao
produzem as forcas mecanicas e as condi¢des dindmicas que os alimentos passam no sistema

digestivo (SENSOY, 2021).

Os modelos dinamicos apresentam uma estratégia inovadora capaz de fornecer uma
simulagdo mais sofisticada e mais proxima das condi¢des in vivo (GONCALVES;
ESTEVINHO; ROCHA, 2021; SENSOY, 2021). Eles podem variar de sistemas simples a
multicompartimentais e incorporar os aspectos dindmicos do processo de digestao, que incluem
os fendmenos de cisalhamento, mistura, hidratagdo ou peristaltismo realizados ao longo do trato

gastrointestinal (CARDOSO et al., 2015). O SHIME?® (Simulator of the Human Intestinal
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Microbial Ecosystem) representa um modelo de digestdo dindmico, que é controlado por um
computador e consiste em cinco compartimentos fechados: o estdbmago, intestino delgado,

cblon ascendente, célon transverso e o colon descendente (RODRIGUES et al., 2020).

Existem, ainda, os modelos semi-dindmicos, desenvolvidos a partir dos modelos de
digestdo estatica (LIU et al., 2019). A digestdo semi-dinamica permite o controle do pH,
temperatura e tempo de residéncia, mimetizando as distintas condi¢des géstricas e intestinais in

vivo (ALMADA-ERIX et al., 2021).

Os modelos de digestdo in vitro sao controlados por meio do ajuste do pH, adi¢do
de enzimas digestivas e sais biliares em concentracdo adequada, controle da temperatura a 37
°C, tempo de digestdo, entre outros fatores. Dessa forma, € possivel simular as fases géstrica,

entérica I e entérica II (REGINIO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2020).

Carvalho et al. (2020) estudaram a bioacessibilidade de compostos bioativos de
suco de acai processado por ultrassom de alta densidade energética. Os testes foram realizados
por meio de modelo de digestdo simulada in vitro. Os resultados mostraram que a concentracao
de antocianinas presentes no suco de acai reduziu durante a fase gastrica, com manutencao da
concentracdo na fase entérica. O tratamento com ultrassom de alta densidade energética

melhora a bioacessibilidade de compostos bioativos do suco de agai.

A jucara, fruta do mesmo género do acai, foi utilizada na formulagdo de uma bebida
mista probidtica, juntamente com morango € banana. A simulacdo in vitro das condigdes
gastrointestinais mostrou que os probidticos L. casei e L. plantarum sofrem lesdo em suas
células quando submetidas ao pH 4cido da fase gastrica, mas que se recuperam na fase entérica.
Contudo, a resisténcia dessas bactérias ao trato gastrointestinal diminui em fun¢do do tempo de
armazenamento da bebida. Na bebida com L. plantarum armazenada por 90 dias, foi verificada
uma reducdo populacional de 6 log UFC/mL ao final da digestdo in vitro (RIBEIRO et al.,
2020).

A simulacdo das condi¢des gastrointestinais foi utilizada para avaliar a viabilidade
celular de culturas probidticas. Os autores observaram que durante a passagem pelo trato
digestivo in vitro, as culturas probidticas liofilizadas com B-glucanos de leveduras (YBG)
apresentaram menor diminui¢cdo na contagem de células vidveis comparadas com as cepas
controle — sem YPG. Dessa forma, B-glucanos de leveduras possuem acdo crioprotetora de

lactobacilos probidticos (GUEDES et al., 2019).



34

3.6 Microbiota intestinal humana

A microbiota intestinal € um ecossistema dinamico e complexo, composto por
diferentes microrganismos, tais como bactérias, fungos, virus, arqueas e protozodrios (ZHANG
et al., 2023a). As bactérias correspondem a maior parte da microbiota, sendo classificadas em
filo, ordem, classe, familia, género e espécie. A maior parte das bactérias pertencem aos filos
Firmicutes e Bacterioidetes (90%), seguidos de Actinobacterias e Proteobacterias
(MOHAIJERI et al., 2018). Os microrganismos intestinais coevoluem com o hospedeiro que
fornece a eles um ambiente estdvel, a0 mesmo tempo em que estes microrganismos participam
de uma variedade de processos metabdlicos, que incluem a digestdo e a fermentacdo dos

alimentos (WALSH et al., 2023).

As diferentes interacdes entre a microbiota e seu hospedeiro tem atraido o interesse
para possiveis prevencdes de doencas que podem ser evitadas ou controladas por meio da
modulacdo da microbiota intestinal. Estudos mostram que um desbalanco da microbiota
intestinal estd associado com uma variedade de doengas, como sindrome do intestino irritavel,
doenca celiaca, diabetes tipo 2, hipertensdo e obesidade (JACOBS et al., 2023; MARCHESI et
al., 2016; NASERI et al., 2023). Cui et al. (2024) sugerem que as terapias associadas a
microbiota intestinal ou aos metabdlitos associados, tais como transplante de microbiota fecal,
probidticos e intervengdes dietéticas, podem auxiliar na recuperagdo de pacientes apds lesao
medular, uma vez que atuam modulando a composi¢do da microbiota intestinal, que por sua

vez, pode atuar nos neurOnios centrais.

A modulacdo da microbiota intestinal pode ser alcangada por meio da dieta, com o
consumo de alimentos fermentados, probidticos, prebidticos e/ou simbidticos (LEITE et al.,
2023; SILVA; CAMPELO; RODRIGUES, 2022). A composi¢do da dieta é o fator mais
importante que influencia nas diferencgas individuais da microbiota intestinal. No entanto, a
genética e as variacdes fisioldgicas também desempenham um papel importante na
determina¢@o do microbioma, porém ambos ainda sdo pouco compreendidos (LIU et al., 2024).
Atualmente, os consumidores se preocupam muito com a composicdo do alimento que estdo
consumindo e demandam por produtos menos inflamatérios, praticos e que promovam algum

beneficio a mais para a satide. Dessa forma, a industria de alimentos tem pesquisado o segmento
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de alimentos funcionais que proporcionem a modulagdo e o equilibrio da microbiota intestinal

com a promog¢ao de metabdlitos que possam atuar na redugdo de certas doencas.

Os metabdlitos produzidos pela microbiota intestinal humana incluem os acidos
graxos de cadeia curta, 4cidos biliares secunddrios, trimetilamina, lipopolissacarideos, acido
imidazopropionico, aminodcidos de cadeia ramificada e indol e seus derivados (AGUS;
CLEMENT; SOKOL, 2021). Os AGCC sao os metabdlitos produzidos pela microbiota
principalmente a partir da fermentacdo de carboidratos indigeriveis (ZHANG et al., 2023a).
Esses compostos desempenham papel importante na regulacdo de diversas fungdes bioldgicas,
participando na manuten¢do da integridade da barreira intestinal, melhorando o metabolismo
lipidico e regulando o sistema imune e as respostas inflamatérias (AGUS; CLEMENT;

SOKOL, 2021).

Estudos mostram que ingredientes probidticos e prebidticos podem ser utilizados
na elaboracdo de alimentos funcionais, alterando a composi¢do da microbiota intestinal e
trazendo beneficios a satde do hospedeiro. O suco de lichia probidtico (Lacticaseibacillus
casei) aliviou a disfun¢do imunoldgica e modulou a microbiota intestinal pelo aumento da
abundancia relativa de bactérias benéficas (Faecalibaculum, Lactobacillus e Akkermansia) em
camundongos induzidos por ciclofosfamida (WEN et al., 2020). Zhang et al. (2023) também
reportam o crescimento de Faecalibaculum e Akkermansia na fermentacdo fecal in vitro
estimulado pela presenca de fibra soluvel de farelo de trigo digerido. A fermentacdo fecal in
vitro de amostras de suco de laranja contendo glico-oligossacarideos e dextrana produziu
AGCC, como os dcidos butirico, propidnico e isobutirico. Além disso, melhorou a composicao
e a diversidade da microbiota intestinal em termos de Bifidobacterium e Lactobacillus (LEITE
et al., 2023). Ainda ndo existe estudos sobre o efeito do suco de agai contendo ingredientes

funcionais na composicao da microbiota intestinal.



36

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Polpa de acai

A polpa de agai ndo pasteurizada, sem adi¢dao de conservantes e sem agucar (Tipo
A com 14% de s6lidos) foi adquirida diretamente do produtor (Petrus Fruit, Castanhal, Par4,

Brasil), e mantida congelada a -18 °C até o preparo do suco prebidtico e simbidtico.

4.2 Producio da enzima dextrana-sacarase

A enzima dextrana-sacarase foi produzida pela bactéria Leuconostoc mesenteroides
B512 F em biorreator alimentado por batelada (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014) e

armazenada congelada a -20 °C.

4.3 Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares para avaliar a resisténcia do Lacticaseibacillus
casei no suco acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana apds a digestao simulada in vitro
(APENDICE A), testes de ativacdo do B. breve NRRL B-41408 a fim de reduzir o tempo de
produgio do suco fermentado (APENDICE B) e testes para identificar o melhor tempo de
processamento por ultrassom de alta intensidade com base na composi¢do quimica do suco e

na viabilidade de B. breve NRRL B-41408 (APENDICE C).

4.4 Desenvolvimento dos sucos funcionais

Os sucos funcionais elaborados nesta pesquisa foram dois, sendo o primeiro o suco

de acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana processado por ultrassom de alta intensidade
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(SAP-US). E o segundo, o suco de acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana fermentado
com Bifidobacterium breve NRRL B-41408 (SAS) e armazenado por 42 dias a 4 °C. Os

preparos dos sucos foram realizados conforme o fluxograma da Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma de elaboragdo dos sucos funcionais SAP-US (A)

e SAS (B).
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Fonte: elaborada pela autora.
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4.5 Preparo do suco de acai prebiético

O suco de agai foi preparado pela dilui¢do de 100 g polpa de agai para 200 mL de
dgua (1:3), conforme as recomendacgdes do fabricante. A sintese de glico-oligossacarideos no
suco foi desenvolvida de acordo com o protocolo do grupo de pesquisa do LABIOTEC -
Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal do Ceard (LEITE et al., 2021;
NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022), utilizando a enzima dextrana-sacarase pelo
mecanismo de reacdo do aceptor (ARA(JJ O et al., 2015; COELHO et al., 2015). Foram
adicionados sacarose (75 g/L) e os actcares redutores frutose (37,5 g/L) e glicose (37,5 g/L) ao
suco, na qual foram os substratos para a sintese enzimatica de glico-oligossacarideos e dextrana.
O pH foi ajustado para 5,2 utilizando NaOH e a enzima dextrana-sacarase (1Ul/mL) foi
adicionada ao suco. A sintese foi realizada em béquer de 2 L contendo 1 L de meio reacional,
nas condi¢des 6timas da enzima (30 °C e pH 5,2) durante 6 h, sob agitacdo magnética (Figura
5). Apos a sintese, o pH foi ajustado para 4,2 com acido citrico para a inativacao enzimatica e
realizaram-se as andlises de dextrana (g/L), glico-oligossacarideos (g/L), glicose (g/L) e frutose
(g/L). O suco foi mantido congelado (-18 °C) até o processamento por ultrassom de alta

intensidade, bem como preparo do suco simbidtico.

Figura 5 - Sintese de glico-oligossacarideos em suco de acai.
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Fonte: elaborada pela autora.
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4.6 Processamento ultrassonico

O processamento ultrassonico de alta intensidade foi realizado no suco de agai
prebidtico (SAP) utilizando equipamento desruptor de células ultrassonico (ECO-SONICS®,
Indaiatuba, SP, Brasil, 500W/19 kHz) com uma macroponteira de titdnio de 13 mm. O suco
prebidtico (150 mL) foi colocado em reator de vidro encamisado (250 mL) com temperatura
controlada por banho-maria (25 °C). O processamento foi realizado com a ponteira submersa
em 1,5 cm no suco. Utilizaram-se 99% da poténcia total (495 W), correspondendo a 373 W/cm?.

O tempo de processamento foi de 9 min (Figura 6).

Macro ponta
de titanio

Reator de vidro
encamisado

Fonte: elaborado pela autora.

3.5.1 Cdlculo da intensidade da energia ultrassonica

O cdlculo da intensidade da energia ultrassonica dissipada pela macroponteira de
titanio foi realizado conforme a equacdo 1 (LI; PORDESIMO; WEISS, 2004). Nesta pesquisa
aplicou-se o nivel de 99% da poténcia total (500 W), o que equivale a 495 W. Dessa forma, a

intensidade ultrassonica correspondeu a 373 W/cm?,
| =— (1)

onde, P € a poténcia aplicada (Watt) e r € o raio da macroponteira de titdnio (cm).
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3.6 Preparo do suco acai simbiotico (SAS)

Ap6s a sintese de glico-oligossacarideos no suco de acai ndo-sonicado, este foi
fermentado com a cultura probidtica para a producdo do suco simbidtico. O estoque de
Bifidobacterium breve NRRL B-41408 (1,5 mL) foi previamente ativado em 100 mL de caldo
bifidobacterium, especifico para esse microrganismo, contendo peptona (10 g/L), caseina (20
g/L), extrato de levedura (10 g/L), glicose (20 g/L), extrato de tomate (8,0 g/L) e Tween 80 (2,0
mL/L), adicionado de 10 mL de tampao fosfato de potdssio bibasico (20 g/L) a pH 6,7.

A ativacao foi realizada em incubadora SHAKER (Solab ®) por 18 h a 37 °C com
agitacdo de 100 rpm sob anaerobiose, conforme testes preliminares para reduzir o tempo de
elaboracdo do suco fermentado sem perder a viabilidade do probidtico. O sistema de
anaerobiose consistiu na inertiza¢cao do meio com N2 para remover o O, utilizando erlenmeyer

com tampa de rosca embalado com filme plastico.

A concentracdo inicial de células do in6culo foi de 9,0 log UFC/mL, conforme o
protocolo ja utilizado por outros pesquisadores do grupo de pesquisa do LABIOTEC (SILVA;
CAMPELO; RODRIGUES, 2022). Apés a ativagdo, S00 mL de suco de acai contendo glico-
oligossacarideos e dextrana foi inoculado com 2% (v/v) do meio ativado com Bifidobacterium
breve NRRL B-41408 e fermentado estaticamente sob anaerobiose por 22 h a 37 °C em
incubadora BOD MA 415 (Marconi ®).

3.7 Armazenamento do suco de acai simbiético

As amostras de SAS foram armazenadas sob refrigerac@o a 4 °C por 42 dias, na qual
a cada 7 dias o pH, viabilidade microbioldgica e a concentracio de dextrana, glico-

oligossacarideos, acucares, acidos organicos € AGCC foram determinados (Figura 7).
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Figura 7 - Suco de agai simbidtico armazenado a

4°C.

Fonte: elaborada pela autora.

3.8 Viabilidade de Bifidobacterium breve NRRL B-41408

As contagens de células vidveis foram realizadas em meio agar bifidobacterium,
especifico para esse microrganismo, composto por agar (15 g/L), peptona (10 g/L), caseina (20
g/L), extrato de levedura (10 g/L), glicose (20 g/L), extrato de tomate (8,0 g/L) e Tween 80 (2,0
mL/L). A viabilidade foi expressa em Log UFC/mL. A taxa de sobrevivéncia foi calculada

conforme a Equacao 2 durante o armazenamento.

. A Logrinal
Taxa de sobrevivéncia = —22% x100 )
O09inicial
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3.9 Digestao simulada in vitro

A sobrevivéncia de B. breve no SAS durante a passagem pelo trato gastrointestinal,
bem como a integridade dos glico-oligossacarideos e dextrana dos sucos SAP, SAP-US e SAS
foram avaliadas em modelo semi-dindmico de digestao simulada in vitro. O sistema consiste
em trés biorreatores de vidro (300 mL) sequenciais acoplados ao controlador BIO-TEC-PRO®

(LEITE et al., 2021). Foram fixados a temperatura em 37 °C e a agitacdo em 350 rpm.

As solucdes gastricas e entéricas foram adicionadas aos biorreatores referentes a
cada fase, preparadas de acordo com Lo curto et al. (2011), MARTINEZ et al. (2011);
MINEKUS et al. (2014), com adaptacdes. A solucdo géstrica para a fase I foi composta de
cloreto de sodio (47,2 mmol/L), cloreto de potassio (6,9 mmol/L), fosfato de potéssio
monobdsico (0,9 mmol/L), cloreto de magnésio hexahidratado (0,1 mmol/L), bicarbonato de
sddio (25 mmol/L), cloreto de calcio (0,3 g/L), pepsina (2,4 g/L)) 600 U/mL (Sigma Aldrich®).
O pH foi ajustado com NaOH 1M e/ou HCI1 1M para 2,3 +£0,2.

As solucdes duodenal e jejunal foram preparadas com a mesma composi¢do, cloreto
de sddio (38,4 mmol/L), cloreto de potéssio (6,8 mmol/L), fosfato de potdssio monobasico (0,64
mmol/L), cloreto de magnésio hexa hidratado (0,33 mmol/L), bicarbonato de sédio (85
mmol/L), cloreto de célcio (0,37 g/L), pancreatina (0,9 g/L) (Sigma Aldrich®) e bile 6 (g/L)
(Sigma Aldrich®). O pH foi ajustado com NaOH 1M e/ou HCl 1M para 5,0 £ 0,3 e 7,0 £ 0,3

para as fases entérica I e II, respectivamente.

O primeiro biorreator foi alimentado com 190 mL de suco de acai bombeado
durante 10 min. Em cada biorreator foram adicionados 100, 60 e 50 mL de solugdo gastrica,
entérica I e entérica II, respectivamente. Cada fase da digestao teve duracdo de 2 h, sendo 60
min o tempo de residéncia nos biorreatores e os outros 60 min de transferéncia, realizada pelo
funcionamento das bombas peristalticas. Foram bombeados 280 mL da fase géstrica para a
entérica [ e 298 mL da entérica I para a entérica II. Foram coletadas amostras de cada fase da
digestdo para avaliar a viabilidade de B. breve, bem como a integridade dos glico-

oligossacarideos e dextrana. O tempo total da digestao simulada foi de 6 h.
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3.10 Inoculo fecal

O experimento de fermentacdo fecal seguiu as recomendacdes do Conselho
Nacional de Saide (Resolucdo n°® 466, 2012), sendo previamente aprovado em dois projetos no
Comité de FEtica em Pesquisa (n° CAAE: 56171022.2.0000.5054/ CAAE:
51874021.0.0000.5054). No experimento realizado com o suco de acai prebidtico, fezes frescas
humanas foram fornecidas por quatro voluntarios saudaveis (25 a 40 anos), sendo que a mistura
de fezes de dois voluntarios fermentou a amostra SAP e a dos outros dois fermentaram SAP-
US. Enquanto na amostra de SAS, cada doador forneceu fezes para fermentar um suco
separadamente. Os doadores A e B corresponderam a 1* repeticao do experimento e os doadores
C e D corresponderam a 2* repeticdo do experimento. Os doadores ndo haviam consumido
prebidticos e probidticos concentrados e nem ingerido antibidticos ou outros medicamentos que
podem afetar a microbiota intestinal a pelo menos 3 meses da coleta das fezes. Os doadores
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) a fim de garantir o carater

voluntério da pesquisa (APENDICE D).

As amostras fecais foram coletadas em coletor universal, homogeneizadas em
solugdo salina tamponada com fosfato 0,1 M (5,8 g/L. de NaCl +14,15 g/L. de NaoHPO4 + 11,95
g/L. de NaH2POs), pH 7,0, para obter uma suspensao a 10% (p/v) e borbulhadas com N para

remover o Oz e armazenadas por no maximo quatro horas a 4 °C (AMORIM et al., 2020).

3.11 Fermentacio pela microbiota intestinal

A suspensdo do inéculo fecal foi inoculada no terceiro reator apds a fase entérica
II. A concentragao de indculo fecal no reator foi de 1% (p/v). As amostras foram coletadas em
0, 24 e 48 h de fermentacdo e centrifugadas a 10.000 x g a 4 °C/20 min. O sobrenadante foi
usado para as andlises de agucares, dextrana, acidos organicos e AGCC, enquanto os
precipitados de 0 h e 48 h foram usados para sequenciamento de gene 16S rRNA. A fermentagao
fecal dos sucos SAP e SAP-US foi realizada ap6s o descongelamento deles. Em contrapartida,
SAS foi fermentado com indculo fecal logo ap6s a sua elaboracdo, realizada no dia O (primeiro

dia de armazenamento) e apds 42 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C.
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3.12 Determinacdes analiticas

3.12.1 Atividade enzimdtica da dextrana-sacarase

A atividade da enzima dextrana-sacarase foi avaliada por meio da quantificagcao de
frutose liberada na reacdo contendo sacarose como substrato (HEINCKE et al., 1999). O
resultado foi expresso em unidade internacional de dextrana-sacarase (UI), que é a quantidade
de enzima que produz um pmol de frutose a partir da sacarose por minuto (TANRISEVEN;

DOGAN, 2002).

Foram preparados 100 mL de uma solucdo de atividade contendo 18,2 mL de
solucdo estoque de sacarose (600 g/L) em tampdo acetato de sédio 20 mM com 0,05 g/L de
CaCl; e 4,5 mL de tampao de acetato de s6dio 20 mM com 1,2 g/L. de CaCl,, com pH ajustado
para 5,2. Tubos de ensaio codificados como tempo 0 min e tempo 10 min receberam 450 pL da
solugdo de atividade e 50 pL. da enzima livre. No tubo de tempo 0 min, foram adicionados 500
puL do reagente de DNS, e ambos os tubos foram incubados a 30 °C por 10 min. Apds o tempo
de reagdo, 500 puL do reagente de DNS foram adicionados ao tubo de tempo 10. Os tubos foram
aquecidos por 5 min a 100 °C e resfriados em banho de gelo até atingirem a temperatura
ambiente (25 °C). Em seguida, foram acrescentados aos tubos 9,0 mL de 4dgua destilada. A
densidade 6tica foi verificada em espectrofotometro UV-visivel (Global Trade Technology®)
no comprimento de onda de 540 nm. Para o branco, o volume de enzima foi substituido por

agua. O célculo da atividade enzimatica foi efetuado conforme a Equacao 3.

ABS1o—ABS,

Atividade enzimética (Ul /mL) = (22202

) x 103 3)

onde, a = coeficiente angular da curva de calibracdo de DNS (mg/ABS.mL); ABS10 = valor
médio das leituras da absorbancia no tempo 10; ABSO = valor médio das leituras da absorbancia

no tempo 0.
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3.12.2 Andlise de dextrana produzida durante a sintese enzimdtica no suco

A dextrana foi precipitada adicionando 3 volumes de dlcool 96% (v/v) a amostra.
O sobrenadante foi utilizado para quantificar os glico-oligossacarideos, agucares, acidos
organicos ¢ AGCC. A dextrana precipitada foi ressuspensa e diluida em 4gua destilada e

quantificada pelo método fenol-dcido sulfirico (DUBOIS et al., 1956).

3.12.3 Anadlise do grau de polimerizacdo dos glico-oligossacarideos

As amostras dos sucos SAP, SAP-US e SAS digeridos e fermentados pela
microbiota intestinal humana foram diluidas em dgua ultrapura (Milli-Q System, Millipore®),
filtradas usando membrana de acetato de celulose com 0,45 um (Millipore®) e analisadas por
cromatografia de camada delgada (Thin Layer Chromatography - TLC) usando placas de silica
gel (Merck®, 20 x 20 cm, Art. 1.05553.0001). Amostras de 5 puL foram aplicadas pelo TLC
autosampler (ATS 4, CAMAG®, Muttenz, Switzerland) pré-condicionado a 60 °C, a 1,0 cm da
borda da placa e a uma distancia de separacdo de 1,0 cm entre cada amostra. As placas foram
dispostas na cuba de TLC e uma mistura de acetonitrila, acetato de etila, 1-propanol e agua (8,5:

2,0: 5,0: 9,0, v/v/v/v) foi usada para fazer a separacdo dos carboidratos em duas ascensoes.

Uma solugdo composta por 0.3% (p/v) de 1- naftiletilenodiamina e 5% (v/v) de
H>SO4 concentrado em metanol foi usada para revelar os carboidratos. Os gluco-
oligossacarideos foram quantificados por TLC scanner 4 densitometer (CAMAG). As leituras
foram realizadas no comprimento de onda de 490 nm. O software Planar WinCATS Chroma
tography Manager foi usado para manipular os dados. Os resultados foram expressos em
concentracao relativa (%) conforme Equacdo 4 para a digestdo simulada e Equacdo 5 para a

fermentacdo da microbiota intestinal.

Concentracio relativa (%) = % x100 4)
T

onde, Agp; significa a drea cromatogréfica especifica de um GP (i =3 a 9); Arsignifica a soma

das dreas cromatograficas de todos os GP.23A¢p;.
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Agpi

Concentracao relativa (%) = X concentragdo relativagp;(aigerido) (5)

AGPi(digerido)
onde, App; significa a drea cromatografica especifica de um GP (i =3 a 9); Acriigesrido) sSignifica
a dreas cromatogréficas especificas de um GP (i = 3 a 9) do suco na fase entérica; concentragao
relativacpiigerido) Significa a concentracao relativa (%) de um GP (i = 3 a 9) do suco na fase

entérica.

3.12.4 Quantificacdo de aciicares redutores, dcidos orgdnicos e dcidos graxos de cadeia

curta

Os agucares redutores, dcidos organicos e dcidos graxos de cadeia curta foram
avaliados por High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) em cromatégrafo Infinity
1260 Agilent®. Um detector de indice de refracdo a 35 °C foi utilizado para detectar os
acucares, € um detector de UV-DAD a 210 nm foi utilizado para detectar dcidos organicos
(4cidos ascorbico, acético e lactico) e dcidos graxos de cadeia curta (dcidos propidnico, butirico
e isobutirico). Os compostos foram quantificados usando uma curva de calibrag¢do. A separacao
foi feita utilizando coluna BIORAD HPX-87H (300 x 7,8 mm) (Biorad, Hercules, California,
USA) a 65 °C. O H2SO4 5 mM foi a fase mdvel a 0,6 mL/min.

3.12.5 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com o método de
Folin-Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEU, 1927), com adaptacdes (LINHARES et al., 2020;
SILVA; CAMPELO; RODRIGUES, 2022) nas amostras de SAP e SAP-US. Em microplacas
de 96 pocos foram adicionados 50 pL do sobrenadante (dgua foi usada como branco) e
misturados com 200 pL do reagente Folin-Ciocalteu diluido em dgua (1:10). Ap6s 3 min de
reacdo e desenvolvimento da cor azul, foram adicionados 100 puL de solucdo de carbonato de
sodio 4% para interromper a reacdo. A leitura foi realizada a 765 nm usando um leitor de

microplacas Elisa (Biotek Epoch, Winooski, VT, EUA) e o software Gen 5 1.10 foi usado para
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lidar com os dados. Os compostos fendlicos totais foram calculados como equivalente em acido

gélico (mg EAG/100 mL) e expressos em concentracdo relativa (%).

3.12.6 Extracao do DNA e sequenciamento do gene 16 rRNA

O DNeasy® PowerLyzer® PowerSoil® Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands) foi
utilizado para a extragdo do DNA conforme as instru¢des do fabricante. A concentracido e
integridade do DNA foi avaliada por NanoDrop® (ThermoFisher, Madison, WI, USA). As
amostras de DNA extraido foram armazenadas a -20°C. A diversidade microbiana das amostras
da fermentagdo pela microbiota fecal foi avaliada pelo sequenciamento de amplicon do gene
ribossomal 16S (16S rRNA). A regido varidvel V4 do gene 16S rRNA foi amplificada
utilizando primers especificos (515F-Y and 806R), conforme o protocolo descrito por
(PEREIRA et al., 2022). O MiSeq [llumina (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) foi usado para

sequenciar as amostras.

O banco DADA? foi utilizado para gerar afiliagdes taxonomicas. A a-diversidade
foi analisada utilizando o software EstimateS (versdo 9.1.0, 2023, Colorado, Boulder, USA)
para obtencdo da riqueza de espécies pelo indice Chaol (CHAO; BUNGE, 2002) e a
diversidade pelo indice de Shannon (SHANNON, 1948).

3.13 Analise estatistica

Os resultados foram analisados e expressos como média e desvio padrdo. Foram
aplicadas andlise de ANOVA e t-Student para comparacdo de médias ao nivel de 5% de

significancia usando o software Statistica (versao 7.0, StatSoft, Hamburg, Germany).

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada para mostrar a matriz de
correlagdo entre consumo de substratos, metabdlitos e espécies microbianas intestinais
utilizando o software Origin (versdao OriginPro 2024) (OriginLab Corporation ®, MA, EUA).

Um p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao sdao apresentados em dois topicos, o primeiro discorre
sobre a elaboracdo do suco de acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana e o
processamento ultrassonico de alta intensidade. Enquanto o segundo, discute os resultados do

suco de acai potencialmente simbidtico.

5.1 Suco de acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana (SAP)

5.1.1 Sintese de glico-oligossacarideos em suco de acai

Neste estudo, verificou-se que € possivel realizar a sintese de glico-oligossacarideos
diretamente no suco de agai a partir da enzima dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides
B512 F, uma vez que houve formacao de glico-oligossacarideos com grau de polimerizagao até
9 (FIGURA 8). Algumas pesquisas também mostram a sintese enzimatica em sucos de fruta,
como acerola e caju, utilizando a mesma enzima (LEITE et al., 2021; NASCIMENTO;
SANTOS; RODRIGUES, 2022). Este resultado amplia as opg¢des de sucos de fruta
potencialmente prebidticos no mercado, e ainda traz como beneficios a possibilidade de realizar
a sintese dos prebidticos diretamente no suco com a supressdo das etapas de purificacdo e

utilizando-se dos actuicares naturais da matriz (FONTELES; RODRIGUES, 2018).
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Figura 8 - Detecgdo de glico-oligossacarideos
em suco de agai por Cromatografia em

Camada Delgada.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A sintese de glico-oligossacarideos em um pequeno volume de suco de acai
realizado em testes preliminares mostrou a formacgdo dos glico-oligossacarideos no suco por
meio da sintese da enzima dextrana-sacarase, confirmada pela andlise de Cromatografia em
Camada Delgada. Verificou-se GP de até 5 para o sobrenadante do suco e de até 9 para o suco
nao centrifugado. Dessa forma, o suco de acai caracteriza-se como um meio adequado para a

sintese de glico-oligossacarideos.

A formacao de glico-oligossacarideos no suco de acai é um resultado positivo, uma
vez que serd possivel avaliar o efeito prebidtico desses compostos frente ao crescimento dos
microrganismos probioticos. Leite et al. (2021) verificaram que os glico-oligossacarideos e a
dextrana sintetizados no suco de caju apresentaram efeito prebidtico junto com a tagatose, tendo
em vista que diferentes cepas de bactérias probidticas consumiram esses carboidratos do suco
apos a digestdo simulada in vitro. Dessa forma, a utiliza¢ao de suco de fruta como matriz para
veiculacdo de prebidticos se torna bastante promissora dentro do mercado de alimentos

funcionais.
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Na Tabela 1 consta a composi¢cdo de carboidratos no suco de agai apds a sintese
enzimatica (SAP) e apds o processamento ultrassonico (SAP-US). Estes sucos foram utilizados
na digestdo simulada in vitro e na fermenta¢do pela microbiota intestinal humana. Verificou-se
que o SAP-US apresentou maior concentracdo de glicose e frutose comparado ao SAP. Em
contrapartida houve redugdo dos glico-oligossacarideos. Nao houve alteracio na concentracao

de dextrana apds o processamento.

A aplicagdo do ultrassom de alta intensidade em suco de acai promove a extra¢ao
de agucares por meio do rompimento da membrana celular, uma vez que o agai possui alto teor
de polpa, na qual estes acticares podem atuar como substrato na producao de sucos probidticos
(LINHARES et al., 2020). E possivel que os glico-oligossacarideos tenham sofrido uma
degradacdo parcial em sua cadeia, levando ao aumento de glicose e frutose. Dificilmente o

ultrassom pode degradar fracdes de baixo peso molecular (CHEN et al., 2024).

Tabela 1 - Composi¢ao de carboidratos nos sucos SAP e SAP-US.

Glico-
Glicose Frutose Dextrana
Suco de acaf oligossacarideos
(g/L) (g/L) (g/L)
(g/L)
SAP 16,55 + 0,82 27,59 + 1,37 23,30+ 0,87 82,56 +3,40
SAP-US 18,46 + 0,92 30,60 + 1,53 23,12+ 1,51 77,82 +3,50

Fonte: Elaborada pela autora.

Os glico-oligossacarideos sintetizados no suco de agai apresentaram concentra¢ao
de 8,25 g/100 mL com grau de polimerizacdo (GP) de 3 a 10. A recomendacao de uma ingestao
média didria de fibra de acordo com a OMS/FAO e EFSA € de 25 g por dia para adultos (NDA,
2010; NISHIDA et al., 2004). Dessa forma, este resultado sugere que o consumo de 350 mL do
suco de acai potencialmente prebidtico seria suficiente para atingir a quantidade minima didria

de fibras recomendada pela OMS/FAO e EFSA.
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5.1.2 Consumo de carboidratos durante a digestdo simulada in vitro e fermentacdo fecal

dos sucos SAP e SAP-US.

A concentracdo relativa de glico-oligossacarideos e dextrana foi avaliada durante a
digestdo simulada in vitro e a fermentacdo fecal. Esses compostos foram resistentes as
condi¢des do trato gastrointestinal na digestdo simulada in vitro. A concentracio total de glico-
oligossacarideos no SAP foi de 82,56 + 3,40 g/L (antes da digestdo simulada) e 86,77 + 4,10
g/L (ap6s a digestdo simulada). O SAP-US apresentou uma concentragdo de 77,82 + 3,50 g/L.
de glico-oligossacarideos (antes da digestdao simulada) e 79,18 + 4,20 g/L (apds a digestdo
simulada). A resisténcia desses carboidratos complexos a digestdo € essencial para impulsionar
o processo fermentativo pela microbiota intestinal (LEITE et al., 2023). O ligeiro aumento na
concentracdo de glico-oligossacarideos apds a fase entérica pode ser atribuido a hidrélise
parcial da dextrana. No final da digestdo in vitro, suco de acerola processado por ultrassom de
alta intensidade por 10 min suco prebidtico) apresentou aumento de glico-oligossacarideos e

diminuicdo de dextrana (NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022).

A concentragcdo relativa (%) de cada grau de polimerizacdo (GP) dos glico-
oligossacarideos nas amostras SAP e SAP-US na digestdo simulada in vitro seguida da
fermentacdo fecal é mostrada na Figura 9. O “controle” significa a amostra de suco nao-
digerida, e as amostras denominadas “gdstrica” e “entérica” se referem as amostras de suco de
acai apos 2 h e 4 h de digestdo simulada, respectivamente. Essas amostras sdo seguidas pelas

amostras de fermentacao fecal coletadas em 0, 24 e 48 h.
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Figura 9 - Concentracio relativa (%) do grau de polimerizagio (GP) dos glico-
oligossacarideos (GP) durante a digestdo simulada in vitro e fermentagao fecal

de SAP (A) e SAS-US (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os glico-oligossacarideos sintetizados apresentaram GP de 3 a 8 no suco de agai. O
consumo de glico-oligossacarideos apds 48 h pela microbiota fecal, especialmente os glico-
oligossacarideos de cadeia curta (GP3, GP4 e GP5), foi mais acentuado em SAP-US. As
diferencas nos carboidratos consumidos podem estar relacionadas ao processamento

ultrassonico e a composic¢ao da microbiota intestinal (LEITE ez al., 2023).
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O processamento ultrassonico pode fragilizar as ligacdes dos glico-oligossacarideos
e dextrana, favorecendo sua metabolizacdo pelos microrganismos intestinais. Isto pode ser
explicado pelo efeito de despolimerizagdo promovido pelo colapso da bolha na cavitagao e a
interagdo entre o polimero e as moléculas de alta energia, como os radicais hidroxila produzidos
durante a cavitacdo (GOMES et al., 2017). Em relacdo a composicdo intestinal, algumas
bactérias sao mais propensas a quebrar a ligagao glicosidica a-1,6, como as bifidobactérias e

Bacteroides spp. (GOMES et al., 2017; NAKAMURA et al., 2023).

A concentragdo de dextrana durante a digestao simulada in vitro e fermentacao fecal

de SAP e SAP-US ¢ apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Concentragdo de dextrana (g/L) durante a digestao simulada in vitro e fermentacao fecal
de SAP e SAP-US.
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A dextrana foi resistente a digestao gastrica e entérica, alcancando valores de 22,20
+ 0,38 g/L e 25,38 + 0,84 g/L no suco de acai prebidtico SAP e SAP-US, respectivamente. A
microbiota intestinal consumiu a 19,38% da dextrana da amostra de SAP e 66,54% na amostra
de SAP-US. O maior consumo de dextrana na amostra de suco processada pelo ultrassom de

alta intensidade pode estar relacionada a uma fragilidade nas liga¢cdes da molécula de dextrana
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ocasionada pelo colapso das bolhas e a alta liberacdo de energia durante o processamento,

facilitando sua assimilagcao pela microbiota intestinal (GOMES et al., 2017).

Suco de caju prebidtico contendo glico-oligossacarideos e dextrana apresentou
comportamento semelhante, na qual o probidtico L. casei NRRL B-442 consumiu
preferencialmente a dextrana em relag@o aos glico-oligossacarideos (LEITE ef al., 2021). Glico-
oligossacarideos e dextrana em suco de acerola processado por ultrassom de alta intensidade
(373 W/cm?, 10 min a 40 °C) também apresentaram estabilidade significativa no final da
digestdo in vitro (NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022). O efeito prebiético da
dextrana pode estar associado com suas liga¢oes glicosidicas a-1,6, que sdo menos susceptiveis
a acdo de enzimas digestivas humanas, como a pancreatina e a pepsina (KOTHARLI;
TINGIRIKARI; GOYAL, 2015). A glicose e a frutose do suco de agai prebidtico permaneceram
estaveis durante a digestdo simulada in vitro e foram consumidos na fermentacao fecal (Figura

11).

A microbiota fecal consumiu 91,38% de glicose e 51,70% de frutose em 24 h na
amostra de SAP. Por outro lado, a microbiota fecal consumiu 95,09% de glicose e 58,40% de
frutose apds 24 h na amostra de SAP-US na fermentacao fecal. Ao final da fermentacao fecal
(48 h), a glicose foi completamente consumida, enquanto a frutose apresentou niveis residuais

baixos (< 3%) em ambas as amostras.

A fermentacdo fecal in vitro visa mimetizar o sistema digestivo humano, com a
vantagem de rastrear o consumo de carboidratos complexos, o que ndo € vidvel em modelo in
vivo. O consumo de aguicares redutores (como glicose e frutose) pela microbiota intestinal
depende da matriz alimentar e da composi¢ao da microbiota intestinal. Ao contrario da glicose,
que € quase totalmente absorvida no intestino delgado, cerca de 30% a 90% da frutose e dos
alcoois de agucar passam para o intestino grosso (DI RIENZI; BRITTON, 2020). A resisténcia
dos carboidratos complexos, como os carboidratos prebidticos, ao trato gastrointestinal permite
que cheguem a intestino grosso, onde s@o decompostos em glicose ou frutose e consumidos
pela microbiota. No presente estudo, fica claro que a glicose foi consumida preferencialmente

na fermentacao fecal, seguida pela frutose.
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Figura 11 - Concentracdo de actucares redutores (g/L) durante a digestdo

simulada in vitro e fermentacao fecal do suco de acai prebiético SAP (A) e SAP-

US (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O consumo de glico-oligossacarideos e dextrana foi principalmente entre 24 e 48
horas de fermentacdo fecal, quando o nivel de glicose estava baixo. Alguns microrganismos
consomem preferencialmente estes carboidratos complexos, apesar da presenca de agucares
simples. Na fermentacdo in vitro de suco de caju, glico-oligossacarideos e dextrana foram
preferencialmente consumidos por L. casei € Bifidobacteria, mesmo com altos niveis de glicose
e frutose (LEITE et al., 2021). O mesmo comportamento foi observado para suco de laranja

(LEITE et al., 2023). Portanto, os carboidratos prebidticos como glico-oligossacarideos e
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dextrana promovem o crescimento de espécies de bactérias benéficas, potencialmente
melhorando a diversidade e a composi¢ao da microbiota intestinal, além disso produzem AGCC

(LEITE et al., 2023; PERRI et al., 2022).

5.1.3 Bioacessibilidade de compostos fendlicos totais e dcido ascorbico do suco de acai

prebiotico

O acai € uma fruta importante para a biodiversidade amazonica devido a presenca
de compostos bioativos em sua composi¢do, incluindo antocianinas, compostos fenolicos totais
e flavonoides totais (LISBOA et al., 2022). Neste estudo, os efeitos do processamento
ultrassonico do suco de acai prebidtico foram avaliados na bioacessibilidade dos compostos
bioativos. Os sucos SAP e SAP-US apresentaram 148,33 + 3,33 e 145,55 + 8,46 mg
EAG/100mL de compostos fendlicos totais, respectivamente (p>0,05). Os efeitos do
processamento ultrassdnico na composi¢do dos alimentos sdo influenciados pelas condi¢des
dos parametros ultrassonicos (poténcia, intensidade, densidade energética e duracdo) e
propriedades dos alimentos (sélido, liquido, semissélido e viscosidade). Esses efeitos estao
principalmente relacionados ao fendmeno da cavitagio (MOOSAVI et al., 2021). O fendmeno
da cavitagdo que ocorre por ondas de alta intensidade que geram bolhas que acumulam energia
chegando a um ponto critico onde implodem e liberam energia. Esta quebra das interacdes
intermoleculares dos compostos da matriz dos alimentos, causa a extracdo de compostos pelo
dano as células (CHAVES er al., 2020). Porém, apos a liberagdo de fendlicos das estruturas
celulares dissociadas, pode ocorrer degradacdo oxidativa devido aos radicais livres produzidos
como resultado do processamento ultrassonico compensado pela liberagao desses compostos
(ASLAM et al., 2023). Os glico-oligossacarideos e a dextrana podem ter protegido da lesao
ultrassonica a parede celular dos compostos fendlicos, nao havendo extracao desses compostos
apos o processamento. Alguns autores relatam a importancia da interagdo entre os componentes
da matriz alimentar quando se aplica um processamento por tecnologias nao-térmicas

(ALMEIDA et al., 2017; FONTELES; RODRIGUES, 2018).

Fonteles et al. (2021) relataram aumento na capacidade antioxidante
correlacionada com o aumento de compostos fendlicos totais e flavonoides amarelos em suco

de caju ndo prebidtico apds processamento ultrassdnico (373 W/cm?, 10 min a 40 °C). O
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processamento de suco de acai por ultrassom de alta intensidade melhorou a bioacessibilidade

de antocianinas, que reduziram durante a fase gdstrica, mas mantiveram sua concentracdo na

fase entérica (CARVALHO et al., 2020).

A bioacessibilidade € definida como a quantidade de nutrientes ou ndo nutrientes
liberada da matriz alimentar durante a digestdo in vitro ou fermentacdo pela microbiota
intestinal e disponivel para ser absorvida e utilizada pelo organismo humano (CIANCIOSI et
al., 2022; ZHANG et al., 2023a). Nas amostras SAP e SAP-US, a bioacessibilidade dos
compostos fenodlicos totais foi avaliada durante a digestdo e fermentacdo in vitro (Figura 12).
Os resultados mostraram um aumento na concentracao relativa dos compostos fendlicos totais
em 0 h de fermentacdo fecal em ambos os sucos de agai, ou seja, na ultima fase da digestao,
momento que o indculo fecal foi adicionado. Esse resultado corrobora com um estudo realizado
com suco de acerola prebidtico processado durante 6 min, na qual foi verificado aumento na
bioacessibilidade de compostos fendlicos totais, alcancando concentracdo relativa 156% na
ultima fase da digestao (NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022).

Figura 12 - Concentraco relativa de compostos fendlicos totais (%) durante a digestao

simulada in vitro e fermentacdo fecal de suco de agaf prebidtico SAP e SAP-US.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ap6s 48 h de fermentacao fecal, os compostos fendlicos totais foram degradados

ou metabolizados pela microbiota intestinal, principalmente na amostra de SAP-US. Em
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contrapartida, houve um aumento na concentragdo relativa na amostra de suco SAP. Este fato
pode estar relacionado com a presenga dos glico-oligossacarideos e dextrana, apoiando a
hipétese de que os compostos fendlicos estariam ligados aos carboidratos complexos do suco
de acai prebidtico. Portanto, um maior consumo de prebidticos pela microbiota fecal na
fermentagdo com SAP-US pode ter resultado em maior liberagdo de compostos fendlicos totais.

Dessa forma, a sua assimilag¢ao pela microbiota também foi maior.

A metodologia utilizada para determinar os compostos fendlicos totais (Folin-
Ciocalteu) baseia-se no mecanismo de interacdo de oxidacdo/reducdo e apresenta como
limitacdo a possibilidade de reducao de compostos nao fendlicos, como aminodcidos, proteinas,
algumas vitaminas e ions inorganicos (MARGRAF et al., 2015). Dessa forma, a adi¢do do
in6culo fecal pode ter interferido no resultado de compostos fendlicos totais pela presenca de
proteinas, por exemplo, resultando em superestimacao do resultado. As proteinas podem estar
presentes nas fezes quando certas ligacdes peptidicas ndo sdo hidrolisadas no processo

digestivo, entdo parte da proteina é excretada nas fezes (PIRES et al., 2006).

O é4cido ascorbico (vitamina C) mostrou resisténcia durante a digestdo simulada in

vitro dos sucos SAP e SAP-US (Figura 13).

Figura 13 - Concentragio relativa de acido ascérbico (%) durante a digestdo simulada in

vitro e fermentagdo fecal de sucos SAP e SAP-US.
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Temperatura acima de 30 °C e o pH géstrico e intestinal podem degradar o 4cido
ascorbico reduzindo sua bioacessibilidade durante a digestio (BUNIOWSKA et al., 2017). No
entanto, a composi¢do da matriz pode ter algum efeito sobre o dcido ascérbico do suco de agai
prebidtico. Ao longo da digestdo, o dcido ascorbico ficou estdvel nas amostras, mas diminuiu
95,21% e 92,6% durante a fermentagdo fecal nas amostras de SAP e SAP-US, respectivamente,
apos 48 h. A concentracio de acido ascérbico também diminuiu durante a fermentagdo fecal do
suco de laranja prebidtico (LEITE et al., 2023). A ingestao de 4cido ascorbico estd associada a
regulacdo da composi¢do da microbiota intestinal (LI et al., 2023), na qual, quando ingerido
em doses elevadas, o dcido ascérbico pode ser degradado por microrganismos do intestino

grosso (PHAM et al., 2021).

5.1.4 Producdo de dcidos orgdnicos e AGCC na fermentacdo fecal dos sucos SAP e SAP-
Us

Os AGCC sao um dos metabdlitos de bactérias intestinais humanas mais bem
caracterizados, amplamente utilizados para apoiar a relagdo entre a microbiota intestinal e a
satide do hospedeiro (PALMNAS-BEDARD et al., 2022). Assim, a fermentagio fecal in vitro
das amostras de suco de acai prebidtico SAP e SAP-US produziu é4cido latico e AGCC, tais

como acético, propidnico e butirico (Figura 14).
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Figura 14 - Acidos organicos e dcidos graxos de cadeia curta (g/L) durante a

fermentacdo fecal de suco de acai prebidtico SAP (A) e SAP-US (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

O 4cido latico foi o principal metabdlito produzido, porém em menor quantidade
na fermentacgao fecal do SAP-US (44,85 + 2,24 ¢/L.). Em contraste, a produgdo de dcido acético
foi similar em ambos os sucos. A producdo de acido latico e 4cido acético pode ocorrer pela
fermentagdo de carboidratos complexos ou indigeriveis por membros de Bifidobacteria, ou
alimentagdo cruzada com outras bactérias colonicas produtoras de butirato (DE VUYST ez al.,
2014; MOENS; VERCE; DE VUYST, 2017). Portanto, utilizar prebidticos na dieta pode

aumentar a seletividade de bactérias benéficas, melhorando a sadde do consumidor.
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A produgdo dos dcidos propidnico e butirico aumentou apds 48 h de fermentacdo
na amostra de SAP-US, alcancando concentracdes de 11,37 £ 0,56 e 4,38 + 0,21 g/L,
respectivamente. O 4cido butirico diminui a inflamacdo e melhora a funcdo da barreira
intestinal, reduzindo a permeabilidade do epitélio intestinal e a transloca¢@o bacteriana (FACHI
et al., 2019). Altas concentracdes séricas humanas de 4cido butirico e propidnico e o
desenvolvimento de bactérias benéficas na microbiota intestinal podem estar associados a

reducgdo do estresse oxidativo, da resisténcia a insulina e da inflamacao (RYUK et al., 2022).

Os resultados da produgcdo de AGCC correlacionaram-se ao maior consumo de
glico-oligossacarideos e dextrana apds 48 h de fermentacdo fecal na amostra de SAP-US. As
diferencas nas propor¢cdes de metabolitos produzidos podem estar associadas ao perfil
individual de cada microbiota intestinal. Como a microbiota fecal muda diariamente, essas

diferengas sdo esperadas mesmo em estudos in vivo.

O 4cido propiodnico foi produzido em maior quantidade na amostra de SAP-US. As
bactérias que produzem este dcido a partir de glico-oligossacarideos prebidticos podem
compreender os géneros Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus (LEITE et al.,2023; SHI
etal.,2018).

5.1.5 Andlises da microbiota fecal da fermentagdo do suco de agai prebiético

5.1.5.1 Abunddncia relativa

A abundancia relativa ao nivel de Filo apds a fermentacdo fecal é apresentada na
Figura 15. A microbiota fecal fermentada com suco de agcai SAP apresentou redugdo de
Firmicutes de 55,12 para 22,29% e aumento de Proteobacteria de 7,58 para 49,92%.
Bacteroidetes aumentou de 25,77 para 27,16%. A microbiota fermentada com SAP-US
compreendeu 51,87% de Bacteroidetes e 26,43% de Firmicutes. A fermentacdo fecal do SAP-
US promoveu diminuicdo de Firmicutes (30,81 para 26,43%) e Proteobacteria aumentou de

12,33% para 19,50%.
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Apo6s 48 h, as amostras fecais fermentadas com suco de laranja prebiético digerido
exibiram uma redu¢@o na abundancia relativa de Firmicutes (LEITE et al., 2023). A menor
reducdo de Firmicutes observada na microbiota fecal apds a fermentacdo da amostra de SAP-
US pode estar ligada a producdo de dcido butirico, uma vez que certos grupos de Firmicutes
convertem acidos acético e lactico em butirato (ANDRADE et al., 2020).

Figura 15 - Abundancia relativa (%) da microbiota fecal no nivel taxonémico de Filo

antes e depois da fermentacdo do suco de agaf prebidtico SAP (A) e SAP-US (B).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A abundancia relativa das familias também teve alteracio apds a fermentacgao fecal

nas amostras de suco de acai (Figura 16).
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Figura 16 - Abundancia relativa (%) da microbiota fecal no nivel
taxondmico de Familia antes e depois da fermentacdo do suco de agai

prebidtico SAP (A) e SAP-US (B).
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A familia Lachnospiraceae diminuiu, enquanto Enterobacteriaceae aumentou apos
a fermentacdo fecal na amostra de SAP. A concentracdo de Bacteroidaceae (25,81%),
Enterobacteriaceae (48,81%), Enterococcaceae (11,41%), e Clostridiaceae_1 (9,19%)

aumentou apos 48 h de fermentacdo fecal em SAP. No SAP-US, Bacteroidaceae (34,82%) e
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Clostridiaceae_1 (10,79%) reduziram, enquanto Enterobacteriaceae (18,30%), Rikenellaceae

(16,24%), Acidaminococcaceae (11,40%) predominaram.

O aumento da abundancia relativa da familia Rikenellaceae apés a fermentacao
fecal no SAP-US pode ser devida a producdo de 4cidos graxos de cadeia curta, como &cido
propidnico e butirico. J4 no suco ndo-sonicado a produg¢dao de AGCC foi menos expressiva.
Rikenellaceae CR9 produziu 4cidos propidnico e butirico na microbiota de camundongos com
disbiose induzida por cefixima e tratados com polissacarideos de espinheiro maritimo (XIE et

al., 2023).

A composi¢do da microbiota foi alterada apds a fermentagdo fecal em ambas as
amostras para ambos os doadores, com maior aumento na familia Enterobacteriaceae. As
familias mais abundantes apds a fermentacdo fecal foram Enterobacteriaceae e
Bacteroidaceae. A familia Enterobacteriaceae tem funcdes cruciais no intestino humano: ela
auxilia na digestdo, protege contra patdégenos, estimula o sistema imunolégico e produz
vitaminas essenciais, como vitamina K e complexo B (HOU et al., 2022). A familia
Bacteroidaceae também € importante para o intestino humano pois auxilia na digestdo de
carboidratos complexos (SENCHUKOVA, 2023). A familia Bacteroidaceae compete com
patégenos no intestino, protegendo contra infec¢des. Contribuem também para a sadde
intestinal, fortalecendo a barreira protetora, prevenindo a inflamag¢do e aumentando a

permeabilidade intestinal (ZAFAR; SAIER, 2021).

O equilibrio e a diversidade das espécies bacterianas no intestino humano sao
essenciais para a saide humana. Vale ressaltar que a composicdo inicial da amostra fecal
utilizada para fermentagdao do SAP-US diferiu daquela utilizada para a amostra SAP, levando

a diferencas em sua composic¢ao inicial.

A amostra fecal usada para fermentar a amostra de SAP-US apresentou uma menor
abundancia relativa das familias Rikenellaceae e Acidaminocaccaceae. Apds a fermentacdo
fecal, ambas as familias aumentaram suas abundancias relativas. A Rikenellaceae desempenha
um papel na manutencdo da integridade do revestimento intestinal e na promoc¢do de um
intestino saudavel. Além disso, fermentam a fibra alimentar, produzindo AGCC que fornecem
energia e trazem beneficios a satde. Rikenellaceae também tem efeitos regulatdrios no sistema

imunoldgico e pode influenciar positivamente na saide metabdlica. (CHENG et al., 2023).
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Por outro lado, a familia Acidaminococcaceae metaboliza aminas, produzindo
amoOnia como subproduto. Sabe-se que desempenham um papel na degradagdo de compostos
nitrogenados e podem influenciar a saide gastrointestinal e o equilibrio da microbiota intestinal.
Além disso, a familia Acidaminococcaceae € umas das principais responsdveis pela produgdo
de acido butirico (TANASE et al., 2020). No entanto, sdo necessdrias mais pesquisas para
compreender completamente o papel das Rikenellaceae e Acidaminococcaceae no intestino

humano.

5.1.5.2 Diversidade e riqueza de espécies

Os parametros usados para expressar a Diversidade de espécies bacterianas na
microbiota apds a fermentacdo fecal das amostras de suco de acai SAP e SAP-US foram os
indices de Chaol e Shannon (Figura 17). A riqueza da microbiota estimada pelo indice de
Chaol na fermentacgdo fecal da amostra de suco SAP foi 1499,73 + 100,11 e 1881,11 +£79,1 em

0 e 48 h, respectivamente.

A fermentacgao fecal do SAP-US apresentou maior indice Chaol (2103,37 £ 98,55)
apos 48 h de fermentacdo. Este resultado indica um aumento no nimero de espécies apOs a
fermentagdo fecal. A diversidade microbiana estimada pelo indice de Shannon foi de 2,95 +
0,51 e 3,59 + 0,00 (SAP) e 2,82 + 0,63 e 3,34 + 0,00 (SAP-US) em 0 e 48 h de fermentacdo
fecal, respectivamente. O indice de Shannon indica uma alta abundéncia de espécies uniformes
(KANG et al., 2023). Este resultado revelou que ambos os sucos apresentam aumento da
riqueza e diversidade da microbiota e podem contribuir positivamente para a saude do

hospedeiro.

A fermentacdo pela microbiota intestinal de amostras de polissacarideos do
cogumelo palha (Volvariella volvacea) suplementado com FOS mostra uma reducdo na a-
diversidade e nos indices de Chaol e Shannon, em comparagdo com a amostra controle (sem
fonte extra de carbono) (HU et al., 2023). Da mesma forma, a fermentacdo fecal do suco de
laranja prebidtico também demonstrou reducdo do indice Chaol e Shannon (LEITE et al.,
2023). A fermentacdo fecal in vitro da fibra dietética soluvel do farelo de trigo aumentou o
indice Chaol de acordo com o tempo de fermentagdo. No entanto, a diversidade diminuiu

drasticamente apds 24 h (ZHANG et al., 2023a). Todavia, uma dieta variada com carboidratos
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fermentdveis € essencial para diversificar as espécies bacterianas intestinais e, juntamente com
a diversidade de metabdlitos produzidos, pode melhorar o estado de saide do hospedeiro

(COCKBURN; KOROPATKIN, 2016).

Figura 17 - Estimativa do indice de Chaol (A) e Shannon (B) para
espécies bacterianas antes e ap6s fermentacdo fecal de suco de agai

prebidtico SAP e SAP-US.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2 Suco de acai potencialmente simbidtico (SAS)

5.2.1 Fermentagdo do suco de acai prebiotico (SAP) por B. breve NRRL B-41408

O suco de agai potencialmente prebiético (SAP) fermentado por B. breve, resultou
em um suco de agai simbidtico (SAS) com viabilidade de 9,97 log UFC/mL (aumento de 2
ciclos log) ap6s 22 h de fermentacdo a 37 °C (Figura 16). O pH inicial do suco de acgai
simbidtico foi adequado para o crescimento de B. breve, pois a faixa de pH ideal para o
crescimento de Bifidobacterium se situa entre 6,0 e 7,0 (PARHI; SONG; CHOO, 2023). Ap6s
a fermentacgdo, o pH diminuiu de 6,63 + 0,00 para 4,10 = 0,15 (p>0,05) (Figura 18). Desafios
como a acidificacdo dos meios, observados neste estudo, podem causar lesdes celulares. No
entanto, os monomeros de frutose presentes durante a fermentacao inicial e a suplementagao do

meio com prebidticos proporcionam nutrientes adicionais que mitigam o impacto das condi¢des

adversas (PERRIN et al., 2001).

Figura 18 - Concentracdo de 4cido lético e dcidos graxos de cadeia curta (g/L), pH e viabilidade de B. breve NRRL
B-41408 no SAS durante a fermentacéo (22h/37 °C) e armazenamento (4 °C).
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Ap6s 22 horas de fermentacdo, as concentragdes de dcido latico e acético
aumentaram 400% e 50,36%, respectivamente, atingindo 3,13 e 2,06 g/L (Figura 18). Este
resultado é consistente com a redu¢do do pH observado. B. breve também produziu acido
isobutirico (0,8 g/L) e butirico (1,19 g/L) na amostra de SAS. Os AGCCs e o 4cido ltico s@o
metabolitos primdrios que podem impactar a composi¢do e a funcdo da microbiota intestinal
humana (ZHAO et al., 2019). Embora o 4cido litico ndo pertenca ao grupo dos AGCCs, este
acido pode ser produzido por espécies de Bifidobacterium. No entanto, em condi¢des normais,
ndo se acumula no célon devido a presenca de algumas espécies bacterianas, por exemplo,
Eubacterium hallii, que podem converter o dcido latico em diferentes AGCCs

(MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020).

Observou-se um consumo de 12,46% de glicose e 13,87% de frutose durante a
fermentacdo com B. breve, enquanto a dextrana manteve-se constante (Figura 19). Logo, B.
breve apresentou preferéncia pelo consumo de glicose e frutose em relacio a outras fontes de

carbono como a dextrana.

Figura 19 - Concentrag@o de acticares (g/L), pH e viabilidade de B. breve NRRL B-41408 no SAS durante a

fermentacao (22h/37 °C) e armazenamento (4 °C).
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A concentragdo de glico-oligossacarideos totais permaneceu constante durante todo
o processo de fermentagdo. No entanto, uma ligeira diminui¢do na concentracdo relativa de
GP7, GP8 e GP10 e um aumento em GP6, indicando uma possivel hidrélise de GPs mais longos
em glico-oligossacarideos de cadeia mais curta (Figura 20 e 21), conforme observado por
(LEITE et al., 2021). As bifidobactérias sao conhecidas por sua via metabdlica tinica chamada
via de derivacdo bifida ou via da frutose-6-fosfocetolase. Essa via os ajuda a metabolizar
hexoses e a produzir enzimas essenciais como a frutose-6-fosfocetolase (ACHI; HALAMI,

2017).

Figura 20 - Concentracdo relativa de cada grau de polimerizacdo (GP) dos glico-oligossacarideos no SAS durante

a fermentacdo (37 °C) e o armazenamento a 4°C.
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Figura 21 - Grau de polimeriza¢do (GP) dos
glico-oligossacarideos em  placa  de
cromatografia em camada delgada do SAS
durante a fermentagdo (37 °C) e o

armazenamento a 4°C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.2 Estabilidade do SAS durante o armazenamento refrigerado

Os beneficios dos probidticos para a satide dependem da quantidade ingerida, sendo
a dose didria minima recomendada definida como 10° UFC por dose (XAVIER-SANTOS et
al., 2020). Condig¢des de processamento, matriz alimentar, pH, temperatura de armazenamento
e oxigénio dissolvido sdo alguns dos fatores que afetam a viabilidade das bactérias probidticas
(ACHI; HALAMI, 2017; MOUSSAVI et al., 2023). Para garantir que os probidticos tenham
um ndmero adequado de células vidveis, é fundamental investigar as taxas de viabilidade dos

probidticos dentro de um prazo de validade especifico (HILL et al., 2014; WENDEL, 2022).
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A manutencdo da viabilidade de B. breve no SAS durante o armazenamento teve o
pH baixo como principal fator limitante. Altos niveis de 4cidos organicos e o baixo pH
aumentam a concentracdo da forma indissociada, indicando a existéncia de acdo combinada em
condig¢des dcidas e o efeito antimicrobiano intrinseco dos dcidos (PERRICONE et al., 2015). A
partir do 7° dia, houve reducdo na contagem de células vidveis atingindo o valor de 9,62 + 0,21
log UFC/ml (Figura 18). Apesar da reducdo da viabilidade durante o periodo de
armazenamento, as contagens de células vidveis de B. breve foram superiores a 9,0 log
UFC/mL, valor adequado para produtos fermentados contendo probidticos. Uma viabilidade do
probidtico adequada para promover efeitos benéficos a saide no momento do consumo esté
acima de 6-7 log UFC/mL (VALERO-CASES et al., 2020). Este resultado indica que o
armazenamento refrigerado do SAS manteve uma contagem adequada de células vidveis de B.

breve.

Em 42 dias de armazenamento refrigerado, B. breve consumiu frutose (20,78%) e
glico-oligossacarideos (15,59%). Verificou-se que os glico-oligossacarideos mantiveram sua
concentracdo acima de 20,0 g/L durante os 42 dias de armazenamento, apresentando grau de
polimerizacdo até 10 (Figura 19). Dessa forma, os beneficios do consumo desses carboidratos
potencialmente prebidticos ao consumidor podem ser obtidos tanto no inicio quanto no final do
armazenamento do suco. Este fato se relaciona com os resultados da fermentacao fecal, tendo
em vista que independente do dia houve consumo dos glico-oligossacarideos pela flora

intestinal e producdo de AGCC.

Acidos latico (8,3 g/L) e acético (4,10 g/L) foram produzidos durante o
armazenamento, e foi observada uma redugdo no pH do SAS, indicando que B. breve manteve
seu metabolismo mesmo em baixas temperaturas. O pH do suco diminuiu ligeiramente apds a
primeira semana de armazenamento refrigerado e permaneceu constante até o final da
estocagem, com valor final de pH de 3,49 (Figura 19). Resultados semelhantes foram
observados em suco de sapota-do-Solimdes fermentado com L. casei B-442 apés 15 dias de
armazenamento, apresentando aproximadamente 6,0 g/L de 4cido latico (SILVA; CAMPELO;
RODRIGUES, 2022).

A concentracdo de dcido acético aumentou de 2,06 + 0,70 g/L para 4,10 £ 0,14 g/L
em 42 dias. Langa et al. (2020) ndo observaram aumento acentuado de dcido acético durante a
maturacdo de queijo inoculado com B. breve INIA P734. Sensorialmente, a presenga de acido

acético em grande quantidade pode afetar negativamente o sabor do produto, diminuindo sua
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aceitabilidade. Entretanto, os teores de dcido latico foram superiores aos de acético, podendo
assim melhorar o sabor do suco (PENG et al., 2021). As concentracdes de AGCC nao sofreram

alteracOes durante o armazenamento refrigerado.

Embora a acidez seja uma condicio prejudicial a sobrevivéncia de B. breve, 0s
glico-oligossacarideos prebidticos e a dextrana podem ter efeito protetor nas células probidticas
(SILVA; CAMPELO; RODRIGUES, 2022). Além disso, o armazenamento a frio (4 °C)
também pode ter contribuido para a manutengdo da viabilidade da cepa probidtica. Kaewarsar
etal. (2023) sugeriram que os produtos simbidticos devem ser mantidos a 5+3 °C para prolongar
a vida util. Esses achados sdo consistentes com o estudo realizado por Saarela et al. (2006), que
relataram que a viabilidade de B. animalis subsp. lactis E2010 em sucos de frutas (laranja, uva
e maracujd) foi significativamente menor quando armazenado a 20 °C em comparag¢do a 4 °C

por um periodo de 6 semanas.

A viabilidade das bifidobactérias pode diminuir durante o armazenamento em
diferentes produtos. Guo et al. (2024) encontraram uma taxa de sobrevivéncia de
aproximadamente 50% durante um periodo de armazenamento de 30 dias (4-8°C) em bebidas
lacteas fermentadas contendo B. adolescentis B8589. Além disso, a adicao de B. adolescentis
melhorou a sobrevivéncia de L. paracasei PC-01 durante a cofermentacdo do leite. Da mesma
forma, a viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 no suco de laranja

diminuiu apds 4 semanas de armazenamento refrigerado (4 °C) (MOUSSAVI et al., 2023).

Sabe-se também que a melhoria na viabilidade das bifidobactérias em produtos
fermentados € alcancada pela adicdo de prebidticos. A viabilidade dos probidticos pode ser
aumentada pela combinacdo com componentes prebidticos que exibem um efeito protetor ou
podem levar ao desenvolvimento de condicdes adequadas para a sobrevivéncia de
microrganismos probidticos. Prebidticos sdo compostos que promovem o crescimento de
microrganismos probidticos atuando como substrato (KAEWARSAR et al., 2023). Verificou-
se que o suco de roma probidtico e simbidtico fermentado por B. animalis apresentou uma
diminui¢do na viabilidade apds 10 dias de armazenamento, mas a viabilidade permaneceu em

um nivel aceitdvel (10° UFC/mL) no suco simbidtico ao final dos 30 dias (HESAM et al., 2023).

O 4cido citrico permaneceu estivel durante o armazenamento do SAS,
apresentando 0,80 + 0,06 e 0,81 + 0,02 g/L no inicio e final da vida de prateleira,

respectivamente. E frequentemente utilizado como aditivo alimentar para aumentar a acidez
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dos alimentos (JIANG et al., 2022) e, juntamente com o dcido ascérbico, podem potencializar

a qualidade do suco armazenado, mediante suas caracteristicas acidulante e antioxidante.

O SAS apresentou 1,77 £ 0,01 g/L de 4cido ascérbico, mantendo-se estdvel durante
o armazenamento. Este dcido € um importante antioxidante para a nutricdo humana, além de
ser utilizado como antioxidante em sucos comerciais (SILVEIRA et al., 2022). Alguns estudos
relatam a degradacdo dessa vitamina em sucos de fruta durante o armazenamento refrigerado
(ADEBOYEIJO et al., 2022; SCHERER; RYBKA; GODOY, 2008). Pereira et al. (2013)
verificaram menor reducdo de 4cido ascérbico em suco de caju fermentado com L. casei NRRL
B-442 em comparagdo ao ndo fermentado. A manutencao dos 4cidos citrico e ascorbico indica
que o B. breve ndo os utilizou como fonte de carbono para sua sobrevivéncia, visto que 0 suco

apresentava glicose e frutose como substrato durante o armazenamento refrigerado.

5.2.3 Viabilidade de B. breve NRRL B-41408 durante a digestdo simulada in vitro

A sobrevivéncia e a fixac@o de bactérias probidticas no epitélio do trato intestinal
sd0 importantes para o seu impacto positivo na saide. Neste estudo, a resisténcia de B. breve
as condi¢Oes gastrointestinais foi avaliada apds a fermentagdo (Dia 0) e ao final do
armazenamento refrigerado (Dia 42), conforme mostrado na Figura 22. Ndo houve diferenca
significativa na viabilidade entre os dias 0 e 42, indicando que o armazenamento refrigerado do
SAS nao afetou a viabilidade de B. breve durante a digestdo simulada in vitro apés 42 dias de

armazenamento.



74

Figura 22 - Viabilidade de B. breve NRRL B-41408 em SAS durante a digestdo

simulada in vitro nos dias 0 e 42 do armazenamento a 4 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

B. breve perdeu viabilidade ao longo das fases de digestao simulada in vitro tanto
no inicio quanto no final do armazenamento. Apesar de reduzir a contagem de células vidveis,
B. breve conseguiu resistir as condi¢des gastrointestinais adversas, atingindo a por¢ao final da
fase duodenal com 4,12 e 4,37 log UFC/mL em O e 42 dias, respectivamente (Figura 22). Este
dado € significativo uma vez que o produto pode ser comercializado com sucesso com
viabilidade celular estendida durante o armazenamento refrigerado e manter sua funcionalidade
quando ingerido. A quantidade de probidticos que chegam ao colén é apenas um dos fatores
que podem modular a microbiota intestinal. O tipo de dieta € também um fator determinante
(LEITE et al., 2023; SWANSON et al., 2020). Para exercer fungdes benéficas, € essencial que
o probidtico mantenha uma contagem minima vidvel de aproximadamente 6 log UFC/mL até
atingirem seu local ideal de colonizac¢do (D’ AMICO et al., 2024), ou seja, neste caso o c6lon.
Todavia, a saide intestinal ndo se limita apenas a quantidade do probidtico que alcanga o c6lon,
havendo a possibilidade de quantidades menores de probidtico, sobreviventes a passagem pelo

trato gastrointestinal, também resultarem em efeitos positivos a satide do hospedeiro.

Resultados semelhantes foram observados por Cielecka-piontek et al. (2020), que
verificaram um decréscimo na viabilidade de B. breve DSM 16604 e B. animalis subsp. lactis

durante a digestdo simulada in vitro de chocolate, porém estes microrganismos nao reverteram
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sua viabilidade mesmo apds as condi¢des serem alteradas para outras mais favoraveis, como o
aumento do pH nas fases seguintes da digestdao. Em suco simbiético de sapota-do-Solimdes, L.
casei recuperou sua viabilidade nas fases entéricas I e I (pH 5 e 7), com 8,59 log UFC/mL ao

final da digestdao simulada (SILVA; CAMPELO; RODRIGUES, 2022).

Kim et al. (2020) relatam que Lactobacillus spp. sdo relativamente mais resistentes
as condi¢les gastrointestinais do que Bifidobacterium spp. A maioria das espécies de
Bifidobactérias ndo tem boa capacidade de recuperagdo celular apds exposicao a ambientes
muitos dcidos ou com variacdes frequentes de pH (SOARES et al., 2019). A reducdo na
contagem de células vidveis € esperada durante a passagem pelo trato gastrointestinal, uma vez
que o pH baixo, principalmente nas primeiras fases, e a presenca de sais biliares tornam o
ambiente desfavordvel para a sobrevivéncia de probidticos (COSTA et al., 2017). Alguns
autores reforcam que a microencapsulacdo é uma solu¢do para aumentar a capacidade de

sobrevivéncia de Bifidobacterium spp. (KIM et al., 2020; RAJAM; SUBRAMANIAN, 2022).

Neste estudo, verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre 0 e 42 dias
para cada fase da digestdo, demonstrando que o armazenamento refrigerado do suco ndo reduz
a funcionalidade de B. breve. Estes dados sdo essenciais, uma vez que o produto pode ser
comercializado de forma bem-sucedida em relacdo a viabilidade celular durante o
armazenamento e digestdo. Langa et al. (2020) avaliaram a viabilidade de B. breve em queijo
de leite de ovelha apds a digestdo simulada e encontrou resultados semelhantes ao do presente
estudo, na qual obteve viabilidade de 4,97 + 0,40 log UFC/g em 28 dias de armazenamento
apos a digestao, contudo em 60 dias o probidtico perdeu viabilidade (1,74 £+ 2,02 log UFC/g).

Bebida mista probidtica a base de jucara, fruta do mesmo género do agai, morango
e banana foi submetida as condigdes gastrointestinais por meio de simulagdo in vitro. Os
probidticos da bebida (L. casei e L. plantarum) sofreram lesdo em suas células quando
submetidas ao pH 4cido da fase géstrica, mas se recuperam na fase entérica. Contudo, a
resisténcia dessas bactérias ao trato gastrointestinal diminuiu em funcdo do tempo de
armazenamento, na qual ap6s 90 dias foi verificada uma reducao populacional de L. plantarum

de 6 log UFC/mL ao final da digestdo in vitro (RIBEIRO et al., 2020).

Glico-oligossacarideos, dextrana e agucares redutores (glicose e frutose) foram
avaliados durante digestdo simulada in vitro. Os dias O e 42 significam o primeiro e o ultimo

armazenamento refrigerado, respectivamente. A Figura 23 mostra a concentracdo relativa (%)
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do GP dos glico-oligossacarideos nas amostras de SAS para cada fase da digestdo. Os glico-
oligossacarideos foram resistentes as condi¢des gastrointestinais, confirmando que os
beneficios destes compostos na satde dos consumidores podem ser obtidos no inicio e no final

do armazenamento do suco simbidtico.

Figura 23 - Grau de polimeriza¢do (GP) dos glico-oligossacarideos em
placa de cromatografia de camada delgada em SAS durante a digestdo

simulada in vitro nos dias 0 e 42 do armazenamento a 4 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A dextrana também foi resistente as condi¢des gastrointestinais durante o
armazenamento refrigerado, atingindo 13,5 + 1,07 g/L ao final da digestdo simulada in vitro
(Figura 24). Comportamento semelhante foi observado em suco de laranja contendo glico-
oligossacarideos e dextrana apds digestdo (LEITE et al., 2023). A resisténcia da dextrana a
acidez géstrica pode ser devida a ligagdes glicosidicas a-(1—6) (KOTHARI; TINGIRIKARI;

GOYAL, 2015). Assim, a dextrana pode atingir o c6lon e estimular o crescimento de bactérias

benéficas.
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Figura 24 - Concentracdo de dextrana (g/L) em SAS durante a digestdo

simulada in vitro nos dias 0 e 42 do armazenamento a 4 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.4 Fermentagdo do SAS com indculo fecal

5.2.4.1 Consumo de agiicares

O consumo de agtcares do SAS pela microbiota fecal dos doadores A, B, C e D
estd apresentado na Figura 25. Os agucares redutores foram quase completamente consumidos
em 48 h de fermentacdo pela microbiota intestinal tanto no inicio quanto no final do
armazenamento refrigerado. A microbiota intestinal dos doadores B, C e D, apds 48 h de
fermentacao, consumiram mais de 50% dos glico-oligossacarideos presentes no SAS em 0 e 42

dias de armazenamento.



Figura 25 - Concentragdo relativa (%) de glicose, frutose, glico-oligossacarideos e dextrana durante a fermentagao

fecal (doadores A, B, C e D) do SAS digerido nos dias 0 e 42 do armazenamento a 4 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A dextrana foi o componente menos consumido pela microbiota fecal, que pode ser
justificado pelo seu maior peso molecular. Contudo, houve consumo (Doadores A= 1,2%; B=
20,92%; C=33,04%; D= 23,74%) principalmente apds 48 horas de fermentacdo. As diferencas
na porcentagem de consumo da dextrana podem ser explicadas por diferengas na composi¢ao
inicial da microbiota fecal dos doadores, que apesar disso mostrou consumo desse carboidrato.
Os microrganismos que residem no célon diferenciam a utiliza¢do de carboidratos baseado em
suas caracteristicas estruturais dentro de uma mistura de classes de carboidratos (TUNCIL et
al., 2017). Kothari, Tingirikari e Goyal (2015) reportaram que a dextrana de L. mesenteroides
NRRL B-1426 estimulou o crescimento de B. infantis, B. animalis spp. lactis e L. acidophilus.
A fermentacdo da dextrana pelos probidticos gera grandes quantidades de acido propidnico e
outros metabolitos (KIM et al., 2022). Isto corrobora com os resultados deste estudo, que

também mostrou que a fermentagao intestinal do SAS produz 4cido propidnico.
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Ap6s 48 horas de fermentagdo, os glico-oligossacarideos apresentaram taxa de
consumo significativa (Doadores A= 41,77%; B= 84,99%; C= 83,52%; D= 58,15%). Estes
compostos sdao importantes para o crescimento de bactérias probidticas especificas,
particularmente bifidobactérias (GRIMOUD et al., 2010). A ingestdo total de fibras
recomendada em diferentes paises para se alcancar beneficios a saide, como a manutencao ou
reducdo do colesterol no sangue, modulagdo da resposta de glicose sérica pds-prandial e
protecdo contra certas doencas, é de 25 a 35 g/dia para os adultos (STEPHEN et al., 2017).
Dessa forma, a concentracdo de glico-oligossacarideos e dextrana que alcancam o intestino
representam aproximadamente 21 g/250 mL, cuja concentracdo em um volume de 250 mL pode

ser suficiente para resultar em beneficios a saude.

5.2.4.2 Producgdo de dcidos orgdnicos e dcidos graxos de cadeia curta

A producio de acidos organicos e AGCC ap6s 24 e 48 h de fermentacgdo fecal esta
ilustrada na Figura 26. Os 4cidos graxos de cadeia curta t€ém papel importante na regulacao da
barreira intestinal para prevenir a entrada de patégenos ou endotoxinas bacterianas, modulagcao
da resposta inflamatoria do sistema imune e ativacdo do eixo intestino-cérebro, o que pode
prevenir doencas cardiovasculares (LU er al., 2022). Os 4cidos acético, propionico e isobutirico
foram os principais AGCC produzidos durante a fermentacdo fecal. Logo apds 24 h de
fermentacao fecal, houve aumento de 764 e 422% na producao de 4cido latico na fermentacao
das amostras fecais dos doadores A e C, respectivamente, no inicio do armazenamento do suco
(dia 0). Enquanto o 4cido acético aumentou em média 842% na fermentacdo pela microbiota
fecal dos doadores A e C. Em contrapartida, um aumento mais acentuado do dcido propidnico
foi observado ap6s 48 h de fermentagdo fecal, tanto no inicio do armazenamento (doadores A

e C) quanto no final do armazenamento do suco (doador B).
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Figura 26 - Concentragdo de dcidos orgéanicos e dcidos graxos de cadeia curta (g/L) durante a fermentagao fecal

(doadores A, B, C e D) do SAS digerido nos dias 0 e 42 do armazenamento a 4 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Resultados semelhantes foram obtidos por Zhu et al. (2021), que avaliando os
efeitos reguladores de quatro fracdes de exopolissacarideos purificadas de Lactobacillus
rhamnosus ZFM?231 na microflora intestinal de humanos, verificaram maior producao de acido
acético e propidnico em comparacdo com a fermentacao de glicose. Pan, Han e Zhou (2020)
associaram a producao de 4cidos acético e propidnico a maior populacdo de bifidobactérias

apos 48 h de fermentacdo fecal de exopolissacarideo de Leuconostoc pseudomesenteroides.

Os produtos de fermentacdo de algumas espécies sdo substratos para fermentacao
ou incorporados como metabdlitos intermedidrios nas vias metabdlicas de outras espécies,
resultando em substratos sendo fermentados sequencialmente. Esta relagdo € conhecida como
alimentacdo cruzada, onde o potencial metabdlico dos membros interagentes de uma
comunidade pode resultar em alimentagdo cruzada para beneficio miituo (DIAZ; GARRIDO,

2024). O 4cido latico, o etanol e o piruvato diminuem pela subsequente utilizacao bacteriana e
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producdo de AGCC. Os produtos do catabolismo do agicar sdo os AGCC, como écido acético,
propidnico e butirico, que respondem por 85% a 95% do total de AGCC em todas as regides do

c6lon. Outros produtos da fermentacdo, como caproato e valerato, ocorrem em quantidades

menores (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020).

5.2.4.3 Abunddncia relativa

O efeito do SAS na microbiota intestinal foi estudado usando sequenciamento 16S
rRNA do caldo de fermentacao fecal. Ao nivel do Filo, a microbiota intestinal avaliada foi
composta principalmente por Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria, com algumas
diferencas na abundancia relativa de todas as amostras apds 48 h de fermentacdo. O filo
Proteobactéria apresentou um aumento na abundancia relativa em todas as amostras apos 48 h
de fermentacdo. Verificaram-se nos Doador A, B, C e D uma abundancia relativa inicial de
5,66, 5,24, 11,85 e 5,23%, respectivamente. Entretanto, apos 48 h a abundincia aumentou para

55,61, 23,38, 33,17 e 29,76%, nas amostras dos Doadores A, B, C e D, respectivamente.

Em 48 h de fermentacdo fecal, a microbiota intestinal da amostra do Doador B
diminuiu a relacdo de F/B. Enquanto isso, houve aumento na propor¢do de Firmicutes para
Bacteroidetes (F/B) na microbiota dos Doadores A, C e D. Firmicutes e Bacteroidetes sao os

principais filos bacterianos que constituem a microbiota humana (KAPOOR et al., 2023).

A relacdo F/B € um indice importante para avaliar alteragdes na microbiota
intestinal. O desequilibrio da microbiota intestinal pelo aumento da relacio F/B pode
representar alguns distdrbios gastrointestinais, como doenga celiaca e sensibilidade ndo celiaca
ao trigo (NASERI et al., 2023). No entanto, uma elevada relacdo F/B pode ser atribuida a
condic¢des sauddveis. Foi relatado que uma relacdo de abundancia F/B diminuida representa um
disturbio microbiano. A F/B pode influenciar a inflamag¢ado do hospedeiro, na qual a inflamagao
crOnica a longo prazo estd associada a incidéncia e ao desenvolvimento de cancer (ZHANG et
al., 2024). Além disso, a fermentacdo dos prebidticos pela microbiota produziu AGCC,
principalmente os &4cidos acético e propionico, que podem inibir a liberacdo de fatores

inflamatérios (CHEN et al., 2023).
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A composicdo da microbiota intestinal mostrou elevada abundéncia relativa das
familias Enterococcaceae e Enterobacteriaceae ap6s a fermentacdo fecal (Figura 27).
Bacteroidaceae diminuiu na microbiota de A, C e D, com diminui¢des acentuadas de B. dorei
nos doadores A e D. Espécies como B. dorei e B. fuxus foram associadas a sindrome do intestino

irritavel, distirbio que envolve o desequilibrio da microbiota intestinal (JACOBS et al., 2023).

A presencga do probiotico B. breve NRRL B-41408 no SAS produzido também pode
ter efeito nas alteracdes da microbiota intestinal das amostras avaliadas. Chen et al. (2021),
avaliou a administragdo oral de B. breve em camundongos com colite induzida por DSS
(Dextran Sulfato de Sédio) e verificou que o género Bacteriodes diminuiu e Odoribacter

aumentou.

Figura 27 - Abundéancia relativa (%) da microbiota intestinal de quatro doadores (A, B, C e D) em nivel
taxondmico de familia antes e apds a fermentacao fecal do suco de acai potencialmente simbidtico digerido

nos dias 0 e 42 do armazenamento a 4 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A fermentacdo fecal do SAS digerido reduziu notavelmente a abundéncia relativa
da familia Lachnospiraceae chegando a valores entre 0,13 e 0,50%, apds 48 h. Efeitos
semelhantes foram observados por Leite ef al. (2023) em fermentacdo coldnica de suco de

laranja digerido contendo glico-oligossacarideos e dextrana.

Neste estudo, houve um aumento na abundancia relativa da familia Rikenellaceae
apo6s 48 h de fermentagdo fecal (Doadores A, B e C). A familia Rikenellaceae foi associada a
melhora da absorcao de antioxidantes e produ¢do de AGCC em pesquisas in vivo (SHI et al.,
2023). Os autores reportam que o aumento na abundancia relativa de Rikenellaceae na
microbiota intestinal de ratos administrados com polissacarideos foi correlacionada

positivamente com a melhora da absor¢do de B-caroteno e producdo de AGCC.

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada para verificar a influéncia
do SAS na composi¢cdo da microbiota de amostras fecais humanas. Na Figura 28 estd
apresentado o gréfico de scores e loadings e os componentes principais (CP) 1 e 2 foram
utilizados para classificar as amostras. CP1 e CP2 explicaram 49,1% e 17,28%,

respectivamente, da variincia total dos dados (total de 66,38%).

CP1 mostra a microbiota dos doadores antes da fermentacdo (Oh) e a composi¢ao
apo6s a fermentagdo (48h), discriminando a microbiota de acordo com o tempo de fermentacao.
Altas concentracOoes de lactato, acetato, propionato e isobutirato foram diretamente
correlacionadas com as maiores concentragdes de Phascolarctobacterium faecium, Alistipes
onderdonkki, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides uniformis, Bacteroides xylanisolvens,

Bifidobacterium adolescentis, apos 48h de fermentacado fecal.

Em CP2 observa-se que altas concentragdes de lactato, acetato e isobutirato estao
diretamente correlacionadas com a presenca de B. adolescentes. Esses dcidos sio os principais
metabolitos da microbiota intestinal, produzidos especialmente por Bifidobactérias (CHEN et
al., 2023). Além disso, alta concentracdo de propionato se correlaciona diretamente com a alta
abundancia de espécies de Bacteroides, tais como Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides
uniformis, Bacteroides xylanisolvens, Bacteroides dorei, Bacteroides stercoris, Bacteroides

massiliensis. Bacteroides spp. sdo associados a produ¢do de propionato (LU et al., 2022).
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Figura 28 — Andlise de componentes principais na avaliacdo dos efeitos do SAS digerido antes

(Oh) e ap6s a fermentacdo (48h) de espécies da microbiota intestinal de quatro doadores (A, B, C

eD).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A producio de AGCC esta associada com efeitos benéficos a saide do hospedeiro,
conforme algumas pesquisas. Por exemplo, Chen et al. (2023) reportam que a composi¢ao da
microbiota e os niveis séricos de AGCC, em especial o 4cido isobutirico, podem ser
fundamentais no tratamento de cincer de pulmao, na qual o dcido isobutirico inibiu eficazmente
o progresso da doenga. Os AGCC sao conhecidos por seus efeitos anti-inflamatorios, podendo

assim contribuir para a prevencao e tratamento de doencas.

5.2.4.4 Diversidade e riqueza de espécies

A diversidade de espécies foi calculada em O e 48 h de fermentagcao fecal das
amostras de SAS. Entre os indices de diversidade a, os indices de espécies observadas e Chaol

refletem principalmente a riqueza da comunidade amostral, e os indices de Shannon e Simpson
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refletem a diversidade da comunidade amostral. O SAS aumentou a comunidade bacteriana
indicada pelo aumento nas espécies observadas e o aumento do indice de Shannon para todas
as amostras. O indice de Shannon aumentou 116,6%, 117,2%, 125,15% e 116,02% na
microbiota intestinal de A, B, C e D ap6s 48 horas de fermentacao, respectivamente. O aumento
no indice de Shannon e Simpson pode ser explicado pelo aumento na abundancia relativa da
familia Enterobacteriaceae e Enterococaceae (Figura 27), bem como pelo crescimento de
espécies de Bacteroides (Figura 28). A comparagdo dos dados entre os quatro grupos sugere
que ariqueza e a diversidade da microbiota intestinal foram significativamente melhoradas pelo

SAS. (Figura 29).



Figura 29 — Espécies observadas e indices de Chaol, Shannon e Simpson da microbiota intestinal

de quatro doadores (A, B, C e D) em nivel taxondmico de familia antes (Oh) e ap6s (48h) a

fermentacdo fecal do SAS digerido nos dias 0 e 42 do armazenamento a 4 °C.
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A diversidade de espécies da microbiota intestinal possui uma relagdo inversamente
proporcional a suscetibilidade a certas doencas (CHEN et al., 2023). Por exemplo, o indice de
diversidade de espécies avaliados na fermentacao fecal em individuos com doenca inflamatéria
intestinal cronica foi menor do que na fermentagdo fecal saudavel (PENG et al., 2021). Dessa
forma, a fermentacdo fecal com SAS melhorou a diversidade da microbiota e pode contribuir

no equilibrio da microbiota intestinal.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel realizar a sintese de glico-oligossacarideos diretamente
no suco de acai a partir da enzima dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides B512 F,
provendo a formacgdo de glico-oligossacarideos com grau de polimerizacdo até 10. Os glico-
oligossacarideos e a dextrana formados no suco de acai foram resistentes a digestdo simulada
in vitro e foram consumidos principalmente pela microbiota intestinal durante a fermentacao
do suco sonicado. Os principais metabdlitos produzidos foram os dcidos lactico e os AGCC
(acético, propidnico e butirico) apds a fermentacdo fecal do SAP-US. A amostra de SAP-US
também promoveu o desenvolvimento de bactérias produtoras de AGCC, especialmente os
acidos propidnico e butirico. Além disso, o suco prebidtico melhorou a riqueza e a diversidade
da microbiota intestinal, o que pode contribuir para a saide geral do hospedeiro apoiado no
potencial prebidtico do suco elaborado. Verificou-se ainda que o suco de acai € uma matriz
adequada para o desenvolvimento de uma bebida simbidtica. O SAP fornece os nutrientes
necessdrios para o crescimento de B. breve NRRL B-41408. A viabilidade dos probidticos foi
confirmada acima de 9,0 log UFC/mL apdés a fermentacdo e durante o armazenamento
refrigerado (42 dias). Isto indica que o suco de agai é uma op¢do ndo lactea vidvel para
transportar probidticos. Durante o armazenamento refrigerado, os probiéticos ndo consumiram
os glico-oligossacarideos e a dextrana, garantindo as caracteristicas prebidticas durante toda a
vida util do suco. Os glico-oligossacarideos foram consumidos pela microbiota intestinal,
produzindo AGCC (4cidos acético, propidnico e isobutirico), independentemente do tempo de
armazenamento refrigerado. O SAS pode ser considerado um alimento funcional que melhora
o ambiente intestinal, aumentando a diversidade e a riqueza das espécies da microbiota

intestinal.
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APENDICE A - RESISTENCIA DE Lacticaseibacillus casei EM SUCO ACAI
PREBIOTICO APOS A DIGESTAO SIMULADA IN VITRO

Os resultados preliminares da viabilidade celular no crescimento semi-dindmico e
estatico de Lacticaseibacillus casei inoculado no suco de agai prebidtico apds a digestdo
simulada in vitro estdo apresentados na Figura 30.

Figura 30 - Crescimento semi-dindmico (A) e estdtico (B) de Lacticaseibacillus casei em suco de agai prebidtico

durante a fermentagdo ap6s a digestdo simulada in vitro.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O crescimento semi-dinamico de Lacticaseibacillus casei (Figura 30A) alcangou
contagem maxima de 12,81 + 0,05 Log UFC/mL em 21 h de fermenta¢do, com aumento de
aproximadamente 3,6 Log UFC/mL. Apds esse periodo houve reducdo nas contagens e
posterior aumento a partir das 39 h de fermentacdo. Durante a fermentacdo estatica, observa-se
pouco crescimento do probidtico estudado. Tendo em vista que nesse modelo de fermentacdo
ndo ha controle de pH, apenas de temperatura, é possivel que o pH inferior a 4,0 ap6s 15 h de
fermentagdo tenha proporcionado uma condicdo desfavordvel ao crescimento do
Lacticaseibacillus casei. A redugdo da viabilidade celular de probiéticos pode ser atribuida ao
decréscimo do pH no meio e ao acimulo de 4cidos orgénicos resultantes do seu metabolismo

de fermentacdo (YOON; WOODAMS; HANG, 2004).

No crescimento semi-dinamico, a fermentacdo possui controle de temperatura,

assim como o estatico, e ainda controle de pH, apresentando pouca variagdo. Porém, cabe
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ressaltar que durante essa fermentacdo houve dosagem de NaOH 3M pelo controlador para

manter o pH em 7,0, indicando que o meio estava acidificando (Figura 31).

Figura 31 - pH do crescimento semi-dindmico e estitico de Lacticaseibacillus casei em suco de agaf prebidtico

durante a fermentagdo ap0s a digestdo simulada in vitro.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O pH no crescimento estdtico diminuiu consideravelmente nas primeiras 15 h de
fermentacdo, indicando a possibilidade de maior atividade metabdlica do microrganismo nesse
periodo (Figura 31B). Dessa forma, é importante analisar a quantidade de dcido latico produzida

para confirmar que seu metabolismo estava em atividade intensa.
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APENDICE B — TEMPO DE ATIVACAO E REPIQUE DE Bifidobacterium breve
NRRL B-41408

Foram realizados testes de viabilidade de Bifidobacterium breve NRRL B-41408
no meio de cultura bifidobacterium a fim de reduzir o tempo de elaboragcdo do suco funcional.
Dessa forma, a cepa foi ativada em incubadora shaker com agitagdo (Solab®) durante 18 e 24h
e repicada no shaker e na incubadora BOD apds 24h. Verificou-se que o tempo de ativagao de
18 h foi suficiente para manter as células do microrganismo vidveis, sem a necessidade de

prolongar a ativagdo ou fazer o repique, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Teste de viabilidade de Bifidobacterium breve NRRL B-41408 no meio bifidobacterium.

Viabilidade de Bifidobacterium breve NRRL B-41408

Tempo (h)
Ativacgdo shaker Repique shaker Repique BOD
18 10,49 log UFC/mL - -
24 9,72 log UFC/mL 8,52 log UFC/mL 7,21 log UFC/mL

Fonte: elaborada pela autora.
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APENDICE C - SUCO DE ACAI CONTENDO GLICO-OLIGOSSACARIDEOS E
DEXTRANA SONICADO FERMENTADO COM Bifidobacterium breve NRRL B-41408

O suco de acai contendo glico-oligossacarideos e dextrana foi processado por
ultrassom de alta intensidade durante 3, 6 € 9 min e posteriormente fermentado com
Bifidobacterium breve NRRL B-41408. O dia 0 significa o suco prebidtico sonicado e o dia 1,
0 suco apds a fermentagdo com a cepa probidtica. Observou-se comportamento semelhante nos
sucos sonicados por 6 € 9 min quanto ao consumo de glicose e frutose e a producado de dcidos

latico e acético (Figura 32).

A viabilidade de Bifidobacterium breve NRRL B-41408 apds a fermentacdo foi
superior no suco sonicado por 9 min, no entanto a viabilidade reduz apds 35 dias em
comparacao aos demais tempos de processamento. Os sucos sonicados por 6 € 9 min possuem
comportamentos semelhantes. Ao final do armazenamento todos os sucos apresentam

viabilidade de B. breve acima de 7,0 log UFC/mL (Figura 33).

De maneira geral, o efeito do tempo de processamento no suco de agai foi sutil e a
escolha do melhor tempo se deu em funcdo da pesquisa na literatura em artigos. Estudos
mostram 10 min de processamento por ultrassom melhoram a estabilidade de prebidticos apds
a digestdo simulada in vitro em suco de acerola (NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES,
2022) e sucos de caju sonicados por 8 min com maiores intensidades de poténcia apresentaram
maior capacidade antioxidante (ABTS, FRAP e DPPH), relacionados com maior teor de

compostos fendlicos totais e flavondides amarelos (FONTELES et al., 2021).

Todavia, os sucos contendo glico-oligossacarideos e dextrana processados por
ultrassom ndo foram fermentados por B. breve, pois inicialmente o objetivo do trabalho foi
verificar se o suco de acai sonicado apresentava algum impacto na microbiota intestinal
humana. Além disso, os resultados do processamento do suco na viabilidade de B. breve
também foram semelhantes, havendo perda da viabilidade no decorrer do armazenamento
refrigerado. Portanto, a pesquisa realizada com o suco de agai potencialmente simbidtico ndao

englobou o processamento.



Figura 32 — Concentracdo de carboidratos e 4cidos no suco de acai

potencialmente simbidtico sonicado por 3 min (A), 6 min (B) e 9 min

(C) durante o armazenamento a 4 °C.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 33 - Viabilidade de B. breve NRRL B-41408 em suco de agai

potencialmente simbidtico sonicado por 3, 6 e 9 min durante o

armazenamento a 4 °C.
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APENDICE D - MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Os projetos aprovados pelo CEP foram: “Impacto do processamento de alimentos na microbiota
humana” e “Efeito do processamento de sucos de frutas funcionais na composicdo e

bioatividade da microbiota intestinal”.

Vocé esta sendo convidado como participante da pesquisa. Vocé nao deve participar
contra a sua vontade. Leia atentamente as informacoes abaixo e faca qualquer pergunta

que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

A presente pesquisa envolve o uso de fezes humanas para o estudo dos efeitos de diferentes
processamentos € nutrientes na composi¢cdo 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 nao receberaio NENHUM PAGAMENTO POR PARTICIPAR DA PESQUISA.

A qualquer momento o participante podera recusar a continuar participando da pesquisa e

também poderd retirar o seu consentimento, sem que isso lhe traga qualquer prejuizo.

As informagdes conseguidas através da sua participagdo nao permitirdo a identificacao da sua
pessoa, exceto aos responsdveis pela pesquisa, e a divulgacdo das mencionadas informagdes s6

serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto.
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Endereco da responsavel pela pesquisa:

Nome: Thatyane Vidal Fonteles
Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

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

Laboratério de Biotecnologia

Telefones para contato: -------------

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

horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceard 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 1li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, ap6s sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetido,
como também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas

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

Fortaleza, / /
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Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Thatyane Vidal Fonteles Data Assinatura
Nome do profissional Thatyane Vidal Fonteles Data Assinatura

que aplicou o TCLE



