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RESUMO

A microbiota intestinal exerce um papel importante para a satde do hospedeiro ¢ a
suplementagao da dieta com prebidticos pode melhorar o equilibrio dessa microbiota. Sucos
de frutas podem ser considerados veiculos ideais para o consumo dos prebidticos, pois sao
ricos em compostos bioativos e apresentam boa aceitabilidade pelos consumidores. No caso
especifico da producao de sucos prebidticos através da sintese de oligossacarideos, faz-se
necessario recompor a dogura das bebidas uma vez que os agucares sao consumidos durante
a sintese. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito prebidtico de sucos de
caju prebidticos, adogado ou ndo com tagatose. Os oligossacarideos prebidticos foram
sintetizados no suco, com e sem agita¢do pela acdo da enzima dextrana-sacarase (30 °C/17
h). Uma simulag¢do de digestao in vitro foi conduzida a 37 °C/6 h. Durante a passagem pelo
trato gastrointestinal foram avaliadas a concentracdo de glico-oligossacarideos, dextrana e
tagatose, ¢ a bioacessibilidade da vitamina C. Para avaliar o efeito prebidtico dos sucos
funcionais, os micro-organismos probioticos Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium infantis foram utilizados. Os resultados mostraram que o0s
oligossacarideos, a tagatose e parte da dextrana produzida (70 - 90 %) foram resistentes as
condi¢gdes gastrointestinais e atingiram a parte final do sistema digestivo onde ocorre o
consumo dos carboidratos prebidticos pelos microrganismos probidticos. Além disso, os
sucos prebidticos melhoraram a bioacessibilidade da vitamina C, isso sugere um efeito
protetor oferecido por esses ingredientes. Os ingredientes com propriedades prebidticas
atuaram como substratos e estimularam o crescimento de bifidobactérias e lactobacilos. No
entanto, cada micro-organismo apresentou suas particularidades e consumiu
preferencialmente alguns desses componentes. A tagatose se mostrou um bom substrato
para a multiplicagdo de B. infantis. Por outro lado, o L. casei e B. breve merecem destaque
por metabolizarem preferencialmente a dextrana e os oligossacarideos, respectivamente. As
concentragdes de componentes com propriedades prebidticas dos sucos variaram entre 2,68
e 10,23 g/250 mL de suco. Por fim, os sucos de caju elaborados nesse trabalho atendem ao
apelo funcional sugerido, tendo em vista que apresentaram efeito prebidtico ao estimularem

o crescimento de micro-organismos benéficos.

Palavras-chave: Digestdo in vitro, Bioacessibilidade, Vitamina C, Probitticos, Tagatose.



ABSTRACT

The intestinal microbiota plays an important role in the health of the host and dietary
supplementation with prebiotics can improve their balance. Fruit juices can be considered
ideal vehicles for the consumption of prebiotics, because they are rich in bioactive
compounds and have good acceptability by consumers. In the specific case of the
production of prebiotic juices through the synthesis of oligosaccharides, it is necessary to
restore the sweetness of the drinks because the sugars are consumed during the synthesis.
Thus, the objective of the present work was to evaluate the prebiotic effect of prebiotic
cashew juices, sweetened or not with tagatose. The prebiotic oligosaccharides were
synthesized in the juice, with or without agitation, by the enzyme dextransucrase (30 ° C /
17 h). An in vitro simulated digestion was carried out at 37 ° C/6 h. During the passage
through the gastrointestinal tract, the concentration of glyco-oligosaccharides, dextran and
tagatose, and the bioaccessibility of vitamin C were evaluated. To evaluate the prebiotic
effect of the functional juices, the following probiotic microorganisms were used:
Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve and Bifidobacterium infantis. The results
showed that oligosaccharides, tagatose and part of the dextran (70 - 90 %) were resistant to
gastrointestinal conditions and reached the final part of the digestive system where the
consumption of prebiotic carbohydrates by probiotic microorganisms occurs. In addition,
juices containing these prebiotics have improved the bioaccessibility of vitamin C, which
suggests a protective effect offered by these ingredients. The ingredients with prebiotic
properties acted as substrates and stimulated the growth of bifidobacteria and lactobacilli.
However, each microorganism presented its particularities and consumed some of these
components preferentially. Tagatose proved to be a good substrate for the multiplication of
B. infantis. Conversely, L. casei and B. breve deserve to be highlighted for preferentially
metabolizing dextran and oligosaccharides, respectively. The concentrations of components
with prebiotic properties of the juices varied between 2.68 and 10.23 g / 250 mL of juice.
Finally, the cashew juices produced in this work meet the claimed of functional appeal,
given that they had a prebiotic effect by stimulating the growth of beneficial

microorganisms.

Keywords: /n vitro digestion, Bioaccessibility, Vitamin C, Probiotics, Tagatose.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, além de serem vistos como fonte de nutrientes basicos, os
alimentos passaram a ser reconhecidos como promovedores de bem estar fisico e mental e
podendo inclusive prevenir doengas relacionadas a nutri¢do. O crescimento do mercado de
alimentos funcionais pode ser observado pela variedade de novos produtos encontrados nos
seus diversos segmentos, isso pode ser justificado pelo comportamento dos consumidores,
que estdo mais atentos a qualidade de vida, aliados ao bem estar e saude (KAUR; SINGH,
2017). Assim, as industrias e pesquisadores visam atender os anseios dessa parcela da
populagdo, desenvolvendo alimentos saudaveis.

Na area de alimentos funcionais a microbiota intestinal tem recebido destaque,
devido aos efeitos benéficos que promovem a saiude. Dessa forma, torna-se importante
estimular o crescimento seletivo de bactérias probidticas reduzindo assim, o nimero de
patogenos (ALQURASHI et al., 2017; LI et al., 2019). Uma das estratégias mais adotadas
para o estabelecimento de uma microbiota saudédvel ¢ a ingestdo de prebioticos, visto que
estudos evidenciam a fermentacdo desses ingredientes por micro-organismos probioticos no
trato gastrointestinal, levam a producdo de metabdlitos desejaveis, tais como acidos graxos
de cadeia curta (FONTELES; RODRIGUES, 2018).

A fortificagdo de alimentos com ingredientes prebidticos € uma categoria que
vem sendo desenvolvida para promover a funcionalidade de matrizes alimenticias. Os
produtos lacteos geralmente sdo os produtos mais estudados para a elaboracdo de bebidas
com propriedades probioticas (SANTOS et al., 2018), porém a fortificacdo de sucos de
frutas com ingredientes funcionais, como prebidticos, ¢ uma opg¢ao viavel de diversificacdao
do mercado (ARAUIJO et al., 2015), pois possuem uma boa aceitagdo sensorial e atendem o
apelo nutricional dos consumidores (ANNUNZIATA; VECCHIO, 2011).

Prebioticos sdo definidos como ingredientes alimentares ndo digeriveis com
estruturas quimicamente estaveis ao trato gastrointestinal superior que modulam a
microbiota intestinal e a satide do hospedeiro (SINGH et al., 2017). Os sucos de frutas
podem ser considerados veiculos ideais para o consumo de prebioticos, devido a sua
composi¢do, visto que sdo ricos em compostos bioativos, nutrientes, vitaminas e agucares.
Existem dois métodos para elaborar sucos de frutas prebidticos: adicionando
oligossacarideo prebidtico a matriz alimentar ou sintetizando o carboidrato prebidtico

diretamente no suco de fruta, por via enzimatica.
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A enzima dextrana-sacarase ¢ uma glicosiltransferase produzida pela bactéria
Leuconostoc mesenteroides em meio de cultura contendo sacarose. Essa enzima catalisa a
sintese de oligossacarideos prebioticos em meios contendo sacarose e aceptores (glicose,
maltose e frutose), produzindo também dextrana. Estes oligossacarideos, por ndo serem
hidrolisados pelo trato gastrointestinal, chegam até o coléon promovendo o crescimento
seletivo de bactérias probidticas (RASTALL; GIBSON, 2015). Estudos mostraram que a
dextrana-sacarase pode ser usada de modo satisfatorio para a sintese enzimdtica de
oligossacarideos prebioticos em sucos de frutas (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES,
2014; VERGARA et al., 2010).

Apods a sintese de oligossacarideos, faz-se necessario recompor a dogura das
bebidas uma vez que os agucares (naturais do suco e/ou adicionados) sao consumidos
durante a sintese. Na busca de uma alimentagdo saudavel e que atenda aos anseios dos
consumidores que buscam alimentos sem sacarose, a tagatose ¢ considerada uma alternativa
potencial, pois se assemelha a sacarose com relagdo ao dulgor, apresenta baixo valor
calérico e pode se comportar como um ingrediente prebiodtico, conferindo beneficios a
satde (JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017a).

Existem diferentes critérios para avaliar o efeito prebidtico de um ingrediente
alimentar, dentre eles estdo: sua capacidade de ndo sofrer alteracdes pelas enzimas e
condig¢des do trato gastrointestinal e ser substrato para crescimento da microbiota intestinal,
favorecendo a multiplicagdo de probiodticos (SUBIN et al., 2017).

Diante do exposto, esse trabalho visou avaliar o efeito do suco de caju contendo
glico-oligossacarideos, dextrana e tagatose no crescimento de microrganismos probioticos,
bem como avaliar a bioacessibilidade da vitamina C e seu comportamento durante a
fermentagdo dos micro-organismos probiodticos em estudo. Com o intuito de avaliar a
resisténcia desses ingredientes e a bioacessibilidade de compostos bioativos durante a
digestao, realizou-se um modelo de simulagdo in vitro do sistema digestivo humano, o qual
permitiu analisar o produto digerido nas etapas gastrica e entérica. Além disso, fez-se

necessario simular as condi¢des do colon, onde ocorrem os processos fermentativos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Alimentos funcionais

Nas tultimas décadas, tornou-se crescente o interesse por alimentos com efeitos
benéficos a saude. Isso se deve a preocupagao das industrias em atender os anseios dos
consumidores, que estdo mais conscientes e acreditam que os alimentos podem oferecer
saude e bem estar. Nesse contexto surgiram os alimentos funcionais que apresentam valores
nutricionais e terap€uticos melhorados (MOUMITA et al., 2018). O conceito de alimentos
funcionais surgiu na década de 80 no Japao, e pode ser definido como, alimentos que além
das fungdes nutricionais basicas, t€ém um efeito potencialmente positivo sobre a satide, bem
como efeitos metabolicos e/ou fisioldgicos, auxiliando na reducdo de riscos de doengas nao
transmissiveis (GRANATO; NUNES; BARBA, 2017).

Os alimentos funcionais fazem parte de um novo nicho de mercado que busca
aumentar o reconhecimento ¢ aceitacdo do consumidor. A industria alimenticia se mostra
interessada nesse segmento devido as atividades de pesquisa e desenvolvimento que
evidenciam os beneficios que esses alimentos proporcionam ao nosso organismo
(BALTHAZAR et al., 2017a). Estes produtos apresentam um impacto positivo ao corpo
humano, pois atuam na biorregulagdo do apetite, modulam as fungdes imunoldgicas e
podem atuar na prevencdo de alergias, hipertensdo arterial, diabetes, cancer, colesterol alto
e anemia (DA SILVA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2016; MITSUOKA, 2014).

Uma das estratégias para a producdo de alimentos funcionais ¢ a adigdo de
probidticos, prebidticos ou sua combinacdo (simbiodtico), além da incorporacdo de
compostos bioativos em um alimento convencional para melhorar os valores nutricionais,
perfil sensorial, caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas (FAZILAH et al., 2018).
Devem-se levar em conta algumas variaveis, como: a interacdo do ingrediente funcional
com a matriz alimentar, a estabilidade ao processamento e a sua biodisponibilidade
(ALMEIDA et al., 2015; AMIGO-BENAVENT et al., 2013; FONTELES; RODRIGUES,
2018).

Atualmente, existe um grande interesse na modulacdo da microbiota intestinal
humana, pois a mesma desempenha um papel fundamental na saidde do hospedeiro. Os
alimentos probidticos atendem esse apelo funcional, contudo, uma alternativa bastante

eficaz e que vém se destacando nos ultimos tempos, ¢ o consumo de ingredientes
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funcionais denominados prebidticos (FONTELES; RODRIGUES, 2018; TAKO et al.,

2014). Esse conceito sera melhor explanado no tépico posterior.

2.2 Oligossacarideos prebioticos

Os prebidticos foram definidos pela primeira vez em 1995, como ingredientes
alimentares nao digeriveis, que conferem efeitos benéficos a saude do hospedeiro ao serem
consumidos pelas bactérias benéficas do colon, estimulando seletivamente o crescimento
e/ou atividade de um numero limitado desses microrganismos (GIBSON; ROBERFROID,
1995). Os oligossacarideos prebidticos, uma classe de destaque dos prebidticos, sdo
metabolizados seletivamente por cepas probiodticas, como os géneros bifidobactérias e
lactobacilos, e ndo sdo metabolizados pelas outras bactérias da flora intestinal (RASTALL;
GIBSON, 2015). Dessa forma, esses ingredientes alimentares se comportam como uma
fonte especifica para o crescimento de probioticos.

Um novo conceito de prebiodticos foi proposto pelo painel de consenso da
Associagdo Cientifica Internacional para Probidticos e Prebidticos, sendo definido como
um substrato que ¢ usado seletivamente por microrganismos hospedeiros, conferindo um
beneficio a saude (GIBSON et al., 2017). De acordo com a Global Market Insights, Inc.
(Delaware, EUA), o mercado mundial de prebioticos estd aumentando, e espera-se que este
ingrediente alimentar ultrapasse US $ 8,5 bilhdes até¢ 2024 (FONTELES; RODRIGUES,
2018).

A maioria dos prebioticos sdo oligossacarideos ndo digeriveis, que consistem de
3-10 mondmeros de carboidratos. A inulina € uma exce¢ao, composta por uma mistura de
fruto-oligossacarideos e polissacarideos (SAAD et al., 2013). Dentre os oligossacarideos
funcionais, destacam-se os fruto-oligossacarideos, glico-oligossacarideos, isomalto-
oligossacarideos, galacto-oligossacarideos e os oligossacarideos de soja (PATEL; GOYAL,
2011). Os oligossacarideos devem seguir alguns critérios para serem classificados como
prebioticos, tais como: serem resistentes a acdo de enzimas salivares e intestinais; estimular
o crescimento de bactérias probioticas; ser fermentado pela microbiota intestinal; conferir
efeitos benéficos a saude do hospedeiro; e ser quimicamente estdvel ao processamento de
alimentos (LAMSAL, 2012; WANG, 2009).

Os oligossacarideos podem ser encontrados naturalmente em alimentos, como

leite, mel, cana de agucar, soja, alho e beterraba (MUSSATTO; MANCILHA, 2007) ou



produzidos por sintese enzimatica ou quimica a partir de dissacarideos ou outros substratos,
bem como por hidrdlise de polissacarideos (MORENO et al., 2017). No caso dos
oligossacarideos sintetizados via enzimatica, a enzima dextrana-sacarase vem sendo
empregada pelo nosso grupo de pesquisa. DA SILVA; RABELO; RODRIGUES (2014)
produziram oligossacarideos prebioticos pela acdo da enzima dextrana-sacarase em suco de

caju clarificado.

2.2.1 Sintese enzimatica de oligossacarideos prebioticos e dextrana

A enzima dextrana-sacarase (E.C.2.4.1.5) é uma glicosiltransferase bacteriana
extracelular que catalisa a sintese de dextrana e oligossacarideos prebiodticos, de acordo
com a composi¢cdo do meio. Essa enzima produzida pelo Leuconostoc mesenteroides, uma
bactéria acido latica presente naturalmente em alimentos fermentados e reconhecida como
GRAS (Generally Recognized As Safe) (AMAN; SIDDIQUI; QADER, 2012).

Em meios contendo apenas sacarose como substrato, a enzima catalisa a
formacdo de dextrana, um polissacarideo formado por mondémeros de glicose ligados 95%
por ligagdes glicosidicas lineares do tipo a-(1-6) na cadeia principal e liga¢des a-(1-2), a-
(1-3) e a-(1-4) nas ramificacdes (BARUAH; DEKA; GOYAL, 2017; BOUNAIX et al.,
2009; VANDAMME; SOETAERT, 1995). Autores relataram que esse exopolissacarideo
pode apresentar propriedades prebioticas e ser fermentados pela microbiota intestinal
(KOTHARI; DAS; PATEL, 2014; OLANO-MARTIN et al., 2000).

Além da formacao de dextrana, a enzima dextrana-sacarase sintetiza outros
produtos. Dessa forma, quando um carboidrato aceptor (glicose, frutose e maltose) ¢
adicionado ao meio reacional contendo sacarose, as unidades de glicose sdo desviadas da
cadeia de dextrana, sendo incorporadas na molécula aceptora, formando os
oligossacarideos, essa reagdo ¢ conhecida como reagdo do aceptor (Figura 1) (DA SILVA;
RABELO; RODRIGUES, 2014; VERGARA et al., 2010). As unidades de glicose sao
incorporadas na cadeia de oligossacarideos, levando ao aumento do grau de polimerizagdo
dos mesmos. Contudo, a propor¢do sacarose: aceptor apresenta efeito sobre o grau de
polimerizacdo dos oligossacarideos, bem como sobre o rendimento destes e da dextrana
(DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014).

A enzima dextrana-sacarase apresenta atividade 6tima em torno de 30 °C e na

faixa de pH de 5,0 a 5,5 (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014; FONTES et al.,
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2015; RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2009). No entanto, a sua estabilidade a longo
prazo ¢ maior em temperaturas mais baixas (HEINCKE et al., 1999).

Figura 1. Reagdo do aceptor para a sintese de oligossacarideos prebioticos

Dextrana-sacarase
Sacarose > Dextrana + Frutose

Dextrana-sacarase ) o
Sacarose + Aceptor > Oligossacarideos prebiodticos + Dextrana + Frutose

Fonte: VERGARA et al. (2010) com adaptagdes.

2.2.2 Efeitos benéficos atribuidos ao uso de oligossacarideos prebidticos

O interesse por alimentos contendo prebidticos vem crescendo continuamente.
Isso se deve aos efeitos benéficos que esses ingredientes conferem a satde dos
consumidores. A principal fung¢ao dos prebiodticos € a capacidade de modular a microbiota
gastrointestinal (LIN et al., 2014; VANDEPUTTE et al.,, 2017). As bifidobactérias
intestinais, bem como as bactérias do género Lactobacillus, sdo os principais
microrganismos que metabolizam os prebioticos, logo, existem alguns estudos in vitro ¢ in
vivo que demonstraram esses efeitos bifidogénicos dos oligossacarideos (ENDO et al.,
2016; PAINEAU et al., 2014; SCOTT et al., 2014).

Estudos reportam que esses carboidratos funcionais podem melhorar o
funcionamento do sistema imunoldgico (VIEIRA; TEIXEIRA; MARTINS, 2013), diminuir
o risco de cancer e de obesidade (JOHNSON et al., 2013), prevenir doencas
cardiovasculares e diabetes (JOHANSSON et al., 2016). Além disso, esses ingredientes
podem ter efeitos sobre alguns fatores regulatorios do corpo, por exemplo favorecer a
absor¢do de minerais, como célcio, magnésio e ferro (MAAWIA et al., 2016).

E importante ressaltar que, esses ingredientes funcionais, quando ingeridos em
quantidades elevadas, podem apresentar efeitos colaterais, tais como: desconforto intestinal,
flatuléncias e diarreia (BARUAH; DEKA; GOYAL, 2017). Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o valor de referéncia dietética para fibras alimentares,
inulina e fruto-oligossacarideos (FOS) deve ser no minimo 3 g/dia se o alimento for so6lido
ou 1,5 g/dia se o alimento for liquido, para que o mesmo apresente alegacdes com
propriedades funcionais, de acordo com o item 3.3 da Resolugio no 18/1999. E

recomendada, ainda, uma ingestdo maxima de 30 g/ dia (ANVISA, 2014). No entanto,



alguns autores indicam uma ingestdo diaria de 10 g/L. para fruto-oligossacarideos
(BOUHNIK et al., 1999) e 7 g/L para galacto-oligossacarideos (SILK et al., 2009).

Do ponto de vista tecnologico, a adicdo de oligossacarideos prebidticos aos
alimentos melhora o aspecto sensorial, como sabor e textura, e¢ confere beneficios
nutricionais quando usados como substituto de gorduras em formulacdes de alimentos
(BALTHAZAR et al., 2017b). Outros estudos mostram que os prebidticos melhoram a
sensacdo dos alimentos na boca (mastigabilidade) em uma ampla gama de aplicagdes
alimenticias, como laticinios e produtos de panificacio, bem como podem causar
escurecimento de produtos, como paes (SALINAS et al., 2016).

Um novo segmento do mercado de alimentos prebidticos vem ganhando
destaque, os sucos de frutas. Alguns estudiosos vém avaliando a funcionalidade de suco de
laranja adicionados de oligossacarideos (COSTABILE et al., 2015; VEGA; ZUNIGA-
HANSEN, 2015). Os sucos de frutas tem se apresentado como substratos ideais para a
elaboracdo de bebidas prebioticas de baixo teor caldrico, obtidas por processo enzimatico,
pela agdo da enzima dextrana-sacarase, sendo eles: Suco de meldo, laranja e abacaxi
(FONTES et al., 2015), suco de acerola (ARAUJO et al., 2015) suco de cranberry (GOMES
et al., 2017) e suco de caju prebidtico (TINGIRIK; GOMES; RODRIGUES, 2017).

2.3 Suco de caju

O Brasil ¢ um pais tropical, conhecido pela sua grande variedade de frutas.
Destaca-se por ser um importante exportador de frutas tropicais e subtropicais,
principalmente para paises da Europa e Estados Unidos. Esses alimentos sdo reconhecidos
como produtos saudaveis, e frequentemente consumidos por uma parcela significativa da
populagdo. As frutas e vegetais ndo sdo vistos apenas como uma forma de nutrir, mas
também sao utilizados para fins terapéuticos e na prevencao de doengas cronicas como:
cancer, diabetes, ataques cardiacos entre outras (AGUILERA; MARTIN-CABREJAS;
GONZALEZ DE MEJIA, 2016).

O caju € o pseudofruto do cajueiro (Anacardium Occidentale L.), e pertence a
familia Anacardiaceae. Para cada tonelada de castanha de caju produzida, obtém-se
aproximadamente de 10 a 15 toneladas de caju como subproduto (TALASILA; SHAIK,
2015). O pedinculo do caju € rico em componentes funcionais como vitamina C, minerais,

acidos organicos, compostos fendlicos, carboidratos e aguicares redutores como a frutose e a
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glicose (QUEIROZ et al, 2011; RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2009;
SCHWEIGGERT et al., 2016). Essa parte do fruto ¢ suculenta, apresenta sabor agradavel e
pode ser consumido in natura ou industrializado. O suco € o principal produto oriundo do
pedanculo, o qual pode ser obtido por meio de um processo mecanico, em uma prensa
extratora (FONTELES et al., 2017; QUEIROZ et al., 2011).

A comercializa¢do de sucos, bem como a aceitabilidade dos consumidores com
relacdo a esses produtos, tem apresentado um consideravel crescimento, pois a populagao
anseia por alimentos praticos e naturais, com qualidade nutricional e sensorial
(RODRIGUEZ et al., 2017). O suco de caju é uma alternativa conveniente a esta demanda.
Segundo regulamento técnico para fixagao dos padroes de identidade e qualidade para suco
de caju, o suco de caju integral ¢ definido como a bebida ndo fermentada e ndo diluida,
obtida da parte comestivel do pedinculo do caju (Anacardium ocidentale, L.), através de
processo tecnoldgico adequado. Além disso, o suco deve obedecer determinadas
caracteristicas como: cor variando do branco ao amarelado; sabor proprio, levemente acido
e adstringente; e aroma proprio (BRASIL, 2000).

Estudos evidenciam que os sucos de frutas representam um forte segmento no
mercado de alimentos funcionais. A composi¢ao do suco de caju o torna um substrato ideal
para fermentagdo com culturas probidticas, pois sdo produtos ricos em componentes
funcionais, o que possibilita o desenvolvimento de bebidas funcionais a base de frutas,
como o suco probiotico de caju (ALVES FILHO et al., 2017; PEREIRA et al., 2013, 2014).

Os sucos de frutas se apresentam como veiculos promissores para a elaboracdo
de outros alimentos com propriedades funcionais, como suco de caju prebiotico, obtido pela
sintese de oligossacarideos prebidticos no proprio suco, pela agdo da enzima dextrana-
sacarase (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014; FONTELES; RODRIGUES, 2018).
No entanto, apds a sintese de oligossacarideos, a docura final do produto pode ser afetada,
pois os agucares do suco sdo consumidos durante o processo. Diante do exposto, faz-se
necessario recompor esse atributo sensorial e uma alternativa saudavel € a busca por
adocantes que atendam essa demanda e ndo alterem a qualidade e aceitabilidade do

produto.
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2.4  Adocante tagatose

A busca por uma alimentacdo sauddvel vem sendo um dos maiores objetivos
dos consumidores, que estdo cada vez mais preocupados com a saude e com a qualidade
dos produtos que adquirem. A Organizagao Mundial de Saude (OMS) divulgou uma nova
diretriz em margo de 2015, orientando a redugdo do consumo de aglicar para menos de 25 g
/ dia (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2015).

Nesse contexto, estudos foram realizados avaliando a substituicao desses
acucares por adocantes. Porém, alguns estudiosos relataram que o uso de adogantes
artificiais, como a sucralose, pode alterar a microbiota intestinal e causar inflamagdes
(BIAN et al., 2017). Dessa forma, o estudo sobre adocantes naturais com baixo teor
caldrico esta continuamente ganhando espaco no mercado e nas pesquisas, devido as suas
funcionalidades.

A tagatose ¢ um adocante tipo cetohexose, que vem sendo estudado como
substituto da sacarose ¢ de outros agucares (JAYAMUTHUNAGALI et al., 2017a; KIM,
2004). A tagatose ¢ um monossacarideo com estrutura similar a frutose, a diferenga entre
essas moléculas deve-se a posi¢do do grupo hidroxila no quarto carbono. Sua estrutura
permite uma absor¢do minima no trato gastrointestinal superior, sendo considerado um
acucar de baixo valor caldrico, apresentando menos de 1,5 kcal /g (JAYAMUTHUNAGAI
et al., 2017a; KIM, 2004). Apresenta-se na forma de pd branco cristalino e inodoro, como
se trata de um agucar redutor, participa da reacdo de Maillard, causando o escurecimento
dos alimentos durante tratamentos térmicos (ROY et al., 2018). Essa caracteristica se
assemelha aos efeitos da sacarose quando adicionada em formulagdes submetidas ao
aquecimento, por exemplo, na elabora¢do de pades. O que torna viavel a substituicdo do
acucar tradicional pela tagatose, pois apresentam o mesmo comportamento quando
submetidos a condigoes de calor.

Em 2001, esse adogante natural recebeu o status de geralmente reconhecido
como seguro (GRAS), pela Food and Drug Administration (FDA), devido a varios
beneficios para a saude e varias aplicagcdes nas industrias de alimentos (LEVIN, 2002). A
tagatose ¢ encontrada naturalmente em pequenas quantidades nos produtos lacteos e
algumas frutas, apresenta aproximadamente 92% da dogura da sacarose (LEVIN, 2002;
MENDOZA; OLANO; VILLAMIEL, 2005; OH, 2007) e sabor mais similar ao aglicar que
os outros adogantes existentes. Contudo, contém apenas 30% do contetido energético da

sacarose (FUIIMARU; PARK; LIM, 2012; MEN et al., 2014). A tagatose apresenta alta
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solubilidade, o que a torna ideal como intensificador de sabor (SHOURIDEH et al., 2012),
podendo ser usada também como texturizante e estabilizante. Esse adocante natural ¢
menos higroscopico que a frutose, e levemente mais viscoso que a frutose e sorbitol, porém
possui menor viscosidade que a sacarose. Além disso, suas propriedades umectantes sao
semelhantes as do sorbitol (OH, 2007).

A tagatose ¢ pouco absorvida no intestino delgado, cerca de 20 a 25%. Esse
monossacarideo nao absorvido atinge o intestino grosso, onde ¢ metabolizado pela
microflora presente no colon, acarretando em modificagcdes nas proporgdes dos acidos
graxos de cadeia curta (TAYLOR; FASINA; BELL, 2008), incluindo propionato e butirato
(BERTELSEN; JENSEN; BUEMANN, 1999; VENEMA; VERMUNT; BRINK, 2005). O
butirato atua como um agente anti-inflamatério e na prevengdo do cancer de colon
(CANANI et al., 2011). Dessa forma, a tagatose ¢ considerada um ingrediente prebidtico, o
que contribuiu para a realizagdo de estudos para avaliar seus efeitos potenciais em
formulagdes de alimentos (ROUHI et al., 2014).

Alguns estudos mostram que a tagatose apresenta efeitos prebioticos. Quando
aplicada como substrato simbiotico, favorece o crescimento e as fungdes probidticas de
Lactobacillus casei e Lactobacillus rhamnosus, ¢ promove a redugdo do colesterol. Com
1sso, pode contribuir para a melhoria funcional dos alimentos (KOH et al., 2013). Ensaios
confirmaram o uso desses monossacarideos para tratar diabetes tipo 2, mostrando um
importante potencial para a perda de peso e aumento do colesterol das lipoproteinas de alta
densidade (GUERRERO-WYSS; DURAN AGUERO; ANGARITA DAVILA, 2018).

Esse adocante vem sendo aplicado como substituto ao agucar tradicional e tem
tido destaque por melhorar caracteristicas nos produtos reformulados, tornando assim
viavel sua utilizacdo. RUBIO-ARRAEZ et al. (2016) avaliaram as caracteristicas de geléias
citricas e observaram uma melhoria na textura e nos atributos sensoriais dos alimentos
elaborados com tagatose e em combinagdo com isomaltulose, além disso, a tagatose
favoreceu inicialmente a capacidade antioxidante da geléia citrica. Estudos evidenciam o
impacto positivo da adicdo de tagatose na formulagdo de chocolates ao leite simbiotico,
mostrando que esse prebidtico melhora a aceitabilidade dos produtos, € ndo interferem na
viabilidade dos microrganismos probidticos incorporados no chocolate (RAD et al., 2018).

Adocantes saudaveis vém sendo aplicados na formulacdo de doces, como a
marmelada de laranja, visando substituir o acucar tradicional. Foi observado que a
incorporacdo de tagatose e oligofrutose, na mesma proporc¢ao, melhorou a consisténcia e a

elasticidade dos produtos, bem como obtiveram boa aceitabilidade e intencdo de compra



pelos degustadores (RUBIO-ARRAEZ et al.,, 2015). Do mesmo modo, os resultados
obtidos por RUBIO-ARRAEZ et al. (2017) mostram que doces de limdo elaborados com
tagatose apresentam maior pontuagdo nos atributos sensoriais, com énfase na docura.
Diante do exposto, pode-se notar que esse agucar raro apresenta varias aplicagdes na
industria alimenticia, pois suas propriedades dulcor e sabor mascaram sabores
desagradaveis em produtos. Portanto, esse ingrediente potencial apresenta importantes
aplicacdes na formulacdo de biscoitos, bolos, refrigerantes, produtos de confeitaria,
iogurtes, sorvetes, paes, muffins e chocolates (ROY et al., 2018).

Dessa forma, espera-se que a Tagatose mostre um efeito positivo nas
propriedades funcionais do suco prebidtico de caju, devido as suas propriedades, como alta
docura, baixo teor caldrico, baixo indice glicémico, potencial prebidtico e propriedades
fisico-quimicas desejaveis para a formulacdao de produtos alimenticios e sua capacidade de
competir com os mercados de polidlcool que substituem o agicar (JAYAMUTHUNAGAI
et al., 2017b).

2.5  Digestiao simulada in vitro e bioacessibilidade

O atual pensamento e comportamento dos consumidores em relagdo a saude
levaram a um maior interesse dos pesquisadores em avancar os estudos dos mecanismos de
digestdo e absor¢do de nutrientes pelo organismo. Os ensaios in vivo sdo 0s que apresentam
resultados mais precisos e relevantes para avaliar o funcionamento do sistema
gastrointestinal, porém apresentam algumas dificuldades devido a questdes éticas,
constrangimentos técnicos, custo e tempo (HUR et al., 2011; MENARD et al., 2014).
Diante disso, houve a necessidade de buscar maiores informagdes sobre novas
metodologias que solucionassem esses problemas, uma alternativa foi o desenvolvimento
dos modelos in vitro.

Os modelos de digestdo in vitro permitem a simulacdo de condigdes
gastrointestinais, que fornecem informagdes sobre alteragdes estruturais, digestibilidade e
liberacdo de compostos presentes na matriz alimenticia. Além disso, tem como objetivo
elucidar as etapas que envolvem a biodisponibilidade e bioacessibilidade de compostos,
principalmente as fases oral, gastrica e entérica, e ocasionalmente o0s processos
fermentativos que ocorrem no intestino grosso. Vale ressaltar que, esses métodos levam em

consideragdo a presenca e concentracdo de enzimas digestivas, pH, temperatura, tempo de
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digestdo e concentragdes de sal, entre outros fatores (MINEKUS et al., 2014). Geralmente,
esses modelos sdo aplicados em temperaturas de 37°C, temperatura do trato
gastrointestinal; na fase gastrica o pH ¢ ajustado entre 1 ¢ 5 e sdo adicionadas as enzimas
pepsina e lipase; na fase entérica o pH ¢ ajustado primeiramente entre 4,5 e 5,5, em seguida
o ajuste ¢ realizado entre 6 e 7,5, nessa etapa sdo adicionadas a pancreatina e bile
(BEDANI; ROSSI; SAAD, 2013; COSTA et al., 2017; GUERRA et al., 2012; PADILHA et
al., 2016).

Para concluir que um alimento possui algum efeito benéfico a saude ¢
necessario avaliar o processo digestivo, analisando se as condigdes afetam os compostos de
interesse ¢ sua estabilidade, ou seja, se afetara sua bioacessibilidade e seus possiveis efeitos
benéficos ao hospedeiro (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). A biocessibilidade refere-
se a fracdo do nutriente ou composto bioativo ingerido que esta disponivel para uso em
fungdes fisioldgicas normais ou para ser armazenado e exercer seus efeitos potenciais ao
corpo humano (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ,
2009). A bioacessibilidade desses componentes depende da matriz alimenticia, dos
processamentos aplicados no alimento e dos parametros gastrointestinais (GUERRA et al.,
2012). A quantidade de compostos liberados da matriz alimenticia que passam pelo sistema
de digestivo e se encontram disponiveis para serem absorvidos ou metabolizados no célon €
chamado de fracao bioacessivel (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014).

Geralmente os termos “biodisponibilidade” e “bioacessibilidade” sdo usados
indistivamente, porém a biodisponibilidade pode ser definida como a soma da
bioacessibilidade e da bioatividade. A bioacessibilidade ¢ definida como a fra¢do do
componente bioativo liberado da matriz alimenticia, que ndo sofre modificacdes pelas
reagdes bioquimicas do trato gastrointestinal e, torna-se disponivel para a absorcdo
intestinal (MANZINI et al., 2015). Nesse conceito, levam-se em consideracdo as
transformagdes digestivas do alimento, tornando o um componente pronto para assimilagao
pelo corpo; a absor¢dao e assimilagdo nas células do epitélio intestinal, e por fim, o
metabolismo pré-sistémico (intestinal e hepatico). Por outro lado, a bioatividade oferece
informagdes de como o composto bioativo ¢ transportado e atinge o tecido-alvo, sua
interacdo com as biomoléculas, o0 metabolismo ou biotransformagao que pode sofrer. Essa
interacdo com as biomoléculas d4 origem a um metabolito, um sinal ou uma resposta
fisioldgica sistémica, que confere beneficios para a saude do hospedeiro. Uma aplicagdo
para o termo “bioatividade” baseia-se no comportamento de polissacarideos e

oligossacarideos, que sao ingredientes ndao digeriveis, que possuem efeitos potenciais a
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saude, porém ndo sdo absorvidos. Com isso, a biodisponibilidade envolve processos de
digestdo, absor¢do, metabolismo, distribuicdo tecidual e bioatividade (CARBONELL-
CAPELLA et al, 2014; FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-
GALVEZ, 2009).

Para a obtencdo de resultados rapidos e menos dispendiosos sobre a
digestibilidade dos alimentos, surgiram os modelos in vitro que simulam o sistema
digestivo e determinam o comportamento e a biodisponibilidade dos nutrientes durante a
digestao. Estudos estdo sendo realizados buscando modelos que cada vez se assemelhem ao
funcionamento real do corpo humano. Contudo, existem atualmente diferentes
metodologias para a realizacdo desses experimentos, o que dificulta no momento de
comparar resultados dos estudos (MINEKUS et al., 2014). Os modelos in vitro podem ser
classificados em estaticos e dinamicos. Os modelos estaticos simulam as diferentes regides
do trato gastrointestinal: boca, estomago ¢ intestino delgado, por meio da utilizagdo de
enzimas, tensoativos e reguladores de pH, além do controle de temperatura. Porém nao
reproduzem alguns processos fisicos e fisioldgicos, como os movimentos peristalticos,
corte, mistura, hidratagdo e a existéncia da microbiota intestinal (FERNANDEZ-GARCfA;
CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009; WICKHAM; FAULKS; MILLS, 2009).

Os modelos dindmicos de digestdo in vitro sdo os mais realistas e que conferem
resultados mais fidveis. Isso se deve ao fato de incluirem os processos fisicos € mecanicos
que permitem uma maior semelhan¢a com as condic¢des in vivo (GUERRA et al., 2012).
Esses modelos possuem mecanismos que podem reproduzir os movimentos peristélticos, as
forcas de cisalhamento e de mistura que ocorrem nas etapas da digestio (KONG; SINGH,
2010; WANG et al., 2018). Assim, podem representar as mudangas na viscosidade do
alimento digerido, reduzir o tamanho das particulas, avaliar a difusdo e distribuicdo de
nutrientes (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009). Por
fim, todas essas vantagens pode tornar o custo desse modelo mais elevado.

Alguns autores optam por usarem modelos semi-dinamicos, que possuem
menos critérios que os modelos dindmicos, porém sdo mais promissores que os estaticos.
DE CARVALHO et al. (2009) realizaram estudos com um simples modelo in vitro semi-
dindmico, que simulou a sobrevivéncia de microrganismos probioticos do género
Lactobacillus através do trato gastrointestinal, levando em consideragdes as condig¢des
ambientais do sistema digestivo humano, como pH, enzimas digestivas, residuos alimentos
e medicamentos terapéuticos. As simula¢des foram realizadas com a adi¢do de sucos

gastricos e intestinais, sob agitacao rotativa.



Os modelos dindmicos s3o aplicados em estudos sobre a resisténcia de
microrganismos ¢ sua capacidade de reduzir a biodispobilidade de toxinas no organismo
humano (RIVAS-JIMENEZ et al., 2016). Alguns autores destacam a importancia dos
modelos dindmicos e consideram aspectos geralmente desconsiderados na simulagdo do
sistema digestivo. JAIME-FONSECA et al. (2016) estudaram a digestdo do amido, levando
em consideragdo além dos pardmetros bioquimicos, as caracteristicas de engenharia, como
a motilidade intestinal. Além disso, considerou a taxa de fluxo enzimatica e viscosidade do
quimo na digestibilidade do amido e bioacessibilidade simulada da glicose.

As simulagdes in vitro também sdo executadas para avaliar o efeito prebidtico
de produtos. Estudos foram conduzidos por meio de um modelo gastrointestinal contendo a
digestao gastrica e duodenal. Verificou-se a resisténcia de cascas de améndoas as condigdes
do trato gastrointestinal e em seguida, foi realizada a fermentagdo no célon com culturas
bacterianas. Contudo, observou-se que a fibra alimentar das cascas de améndoa alterou a
composi¢ao das bactérias intestinais, apresentado efeitos potenciais prebidticos, bem como
foram resistentes ao processo digestivo, pois ndo houve alteragdo significativa em sua
composi¢do. Além disso, foi avaliada a biodisponibilidade de compostos fenolicos apos a
digestio (MANDALARI et al., 2010). MANZINI et al. (2015) realizaram experimentos in
vitro com o objetivo de avaliarem a digestdio de paes elaborados com inulina e
frutooligossacarideos, e observaram que esses prebiodticos reduziram a bioacessibilidade de
micotoxinas produzidas durante a fermentagdo do pdo. Portanto, a adi¢do de ingredientes
teve um efeito potencial a satde humana, pois reduz a exposi¢do do organismo a estas
micotoxinas € isso pode ser observado pelas simulagdes do sistema digestivo.

Os modelos in vitro possibilitam estudos relacionados a sobrevivéncia de
microrganismos no trato gastrointestinal e confirmam o efeito positivo da matriz
alimenticia na prote¢ao do probiotico, levando a menos alteragcdes morfologicas (BEDANI;
ROSSI; SAAD, 2013; COSTA et al., 2017). Além disso, alguns ingredientes prebioticos,
como frutooligossacarideos e inulina, podem promover um efeito protetor as bactérias
probioticas, melhorando a sobrevivéncia e atividade durante o armazenamento, bem como
durante a passagem pelo sistema digestivo (COSTA et al, 2017; HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2011; PADILHA et al., 2016).

Com o intuito de avaliar o efeito do adocante natural (extraido de folhas de
estévia) na formulacdo de bebidas exoticas de aveia, desenvolveu-se um modelo de
digestdo gastrointestinal in vitro, que possibilitasse avaliar a biodisponibilidade de

compostos bioativos, bem como a bioacessibilidade dos glicosideos de esteviol
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(CARBONELL-CAPELLA et al., 2015). A simulagdo foi realizada com diferentes etapas:
salivar, géstrica e duodenal, com o auxilio de uma membrana de dialise. A adigdo de stevia
contribuiu para a biodisponibilidade de compostos fenolicos, antocianinas, capacidade
antioxidante total e dos glicosideos de esteviol na bebida funcional a base de frutas e aveia.

BUNIOWSKA et al. (2017) estudaram a biodisponibilidade de compostos
bioativos e atividade antioxidante de sucos formulados com o adogante stevia e processados
por tecnologias ndo térmicas. Os experimentos foram realizados por meio de modelos in
vitro de digestdo e os resultados obtidos mostraram a eficiéncia das tecnologias elétricas
pulsadas e ultrassom na liberagdo da compostos bioativos da matriz alimenticia € aumento
da atividade antioxidante total apdés uma digestdo gastrointestinal simulada in vitro.
HODONICZKY; MORRIS; RAE (2012) avaliaram a resisténcia de oligossacarideos por
microrganismos orais e enzimas intestinais usando modelos in vitro de digestibilidade, com
0 objetivo de testar suas propriedades funcionais como um potencial substituto da sacarose.
Alguns oligossacarideos se mostraram resistentes as condi¢des estabelecidas e considerados
como adocgantes alternativos.

Na regido inferior do sistema digestivo ocorrem processos fermentativos, os
quais sdo provenientes do metabolismo de micro-organismo probidticos naturalmente
encontrados no colon. A microbiota intestinal € composta principalmente por micro-
organismos dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, com destaque para Lactobacillus
casei, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium animalis, Bifidobaterium bifidum e
Bifidobacterium infantis (ARBOLEYA et al., 2016; FERREIRA et al., 2019; TERPOU et
al., 2019).

Além dos efeitos que a microbiota col6nica e compostos bioacessiveis
desempenham na satude do hospedeiro, estudiosos apontam a existéncia de uma interagdo
positiva entre a fracdo bioacessivel desses compostos com os micro-organismos intestinais.
Segundo OZDAL et al. (2016) compostos fenolicos podem ser biotransformado pela
microbiota intestinal, assim como podem modular a composi¢ao da microbiota por meio da
inibicdo de bactérias patogénicas e estimulacdo do crescimento de bactérias benéficas
(probidticos).

Dessa forma, pode-se observar a relevancia de se avaliar a bioacessibilidade de
compostos e a integridade de ingredientes alimentares por meio de modelos de simulagdo in
vitro do trato gastrointestinal, pois permitem a obten¢do de resultados confidveis sobre a
quantidade de um composto bioativo ou ingrediente alimentar que estdo disponiveis para

gerar uma resposta fisioldgica positiva ao organismo humano. Vale ressaltar a importancia
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dessas metodologias para o controle de qualidade de alimentos funcionais, uma vez que
permitem a avaliacdo de bebidas prebidticas, probidticas e simbidticos, pois auxiliam nas
analises de sobrevivéncia de microrganismos vivos, assim como na resisténcia de

ingredientes ao sistema digestivo.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito prebidtico dos sucos de caju contendo glico-oligossacarideos e
dextrana, sintetizados pela dextrana-sacarase, e¢ adicionados ou ndo de tagatose, no
crescimento dos micro-organismos probidticos, Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve

e Bifidobacterium infantis, que compdem a microbiota intestinal.

3.2 Objetivos especificos

+ Sintetizar os oligossacarideos prebidticos e dextrana no suco de caju em condigdes
estaticas e com agitagdo magnética;

« Avaliar o efeito prebiotico do adogante tagatose;

* Avaliar a digestibilidade dos oligossacarideos, dextrana e tagatose nas etapas de digestao
gastrointestinal simulada in vitro;

* Avaliar o efeito dos glico-oligossacarideos, dextrana e tagatose presentes nos sucos, no
crescimento dos micro-organismos probioticos: Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve
e Bifidobacterium infantis;

» Avaliar a bioacessibilidade da vitamina C e sua concentragdo ao longo do processo

fermentativo dos probioticos.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo do suco de caju

Para a elaboracdo do suco de caju (Anacardium occidentale L.), foram
utilizadas polpas ndo pasteurizadas da fruta adquiridas em mercado local, na cidade de
Fortaleza (Brasil) (Ki Polpa®). As polpas foram armazenadas sob temperatura de
congelamento (-20 °C) até o uso. O suco de caju foi obtido pela diluicao das polpas em
agua potavel (1:3), para cada 100 mL de polpa foram adicionados 200 mL de agua,

conforme descrito pelo fabricante.

4.2  Caracterizacio fisico-quimica do suco de caju

Foram analisados dois tipos de sucos: ndo prebidtico “in natura” (Formulagao
1) e prebidtico (contendo oligossacarideos e dextrana sintetizados pela enzima dextrana-
sacarase). Ambos foram caracterizados quanto ao teor de agucares e vitamina C (4acido
ascorbico) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo metodologia
descrita por FONTELES et al. (2011), com adaptagdes. A metodologia das andlises ¢

descrita nos itens 4.9.1 e 4.9.2, respectivamente.

4.3 Producio da enzima dextrana-sacarase

A enzima dextrana-sacarase (E.C.2.4.1.5) foi produzida pela bactéria
Leuconostoc mesenteroides B512 F, por meio de processo fermentativo em batelada,
segundo metodologia descrita por RODRIGUES (2003). A enzima obtida foi estocada a -
20 °C. Para determinagdo da atividade enzimadtica tomou-se como referéncia a metodologia

descrita no item 4.9.3.

4.4 Sintese enzimatica de oligossacarideos prebioticos

A sintese de oligossacarideos prebioticos foi conduzida pela acdo da enzima
dextrana-sacarase, de acordo com a metodologia previamente estabelecida por DA SILVA;
RABELO; RODRIGUES, (2014).

A concentracdo dos actcares do suco de caju integral foi ajustada pela adigao

dos agucares redutores glicose e frutose, ou diluicdo do suco até atingir a concentracao
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estabelecida. Como o suco de caju ndo contém sacarose, esse carboidrato foi adicionado ao
meio para promover a sintese de oligossacarideos e atingir a concentragdo desejada de
agucares.

Primeiramente, meios reacionais com volume final de 10 mL foram elaborados,
variando a concentracdo de sacarose (25 a 75 g/L), agtcar redutor (25 a 75 g/L,
concentragdo equimolar de frutose e glicose) com e sem adi¢do de cloreto de calcio (0 a
0,05 g/L) — Tabela 1. O calcio ¢ fundamental para a estabilizacao da enzima. Sendo assim, a
adi¢do de Ca*" pode melhorar a estabilidade da enzima e aumentar a atividade enzimatica,
uma vez que esse mineral pode variar no suco.

Para a realizacdo da sintese, o pH foi ajustado para 5,2 com NaOH. A sintese foi
realizada em tubo conico tipo Falcon a 30 °C durante 17 h sem agitacdo, adicionando-se 1
UI/mL de enzima dextrana sacarase no suco (RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2009).
Apbs a sintese o pH foi ajustado para 4,2 com &cido citrico para inativagdo da enzima e

reestabelecimento do pH inicial do produto.

Tabela 1. Ensaios para a sintese enzimatica de oligossacarideos prebiodticos e dextrana em

suco de caju pela acdo da enzima dextrana-sacarase

Acucar Cloreto de
Sacarose
Ensaios Redutor Calcio
(g/L)

(g/L) (g/L)
1 25 25 0,00
2 25 25 0,05
3 50 50 0,00
4 50 50 0,05
5 75 75 0,00
6 75 75 0,05

O ponto com maior producao de oligossacarideos prebioticos foi selecionado.
Os experimentos foram prosseguidos em uma escala maior, a sintese foi conduzida em
frasco reagente Schott” com um volume total de 1 L de suco. No entanto, foram estudadas
duas condi¢des do sistema, sendo um suco sintetizado sem agitacdo (Formulagdes 2) e
outro sintetizado com agitacdo magnética constante (Formulagdes 3).

Decorrido o tempo de sintese (17 h), uma aliquota de 1 mL foi retirada e a

dextrana foi precipitada pela adi¢do de trés volumes de etanol a 96% (v/v). O sobrenadante



etandlico recuperado, contendo os glico-oligossacarideos, foi utilizado para analises
posteriores. As respostas foram a produgdo de oligossacarideos e dextrana e agucares

consumidos.

4.5 Formulagao do suco de caju prebidtico utilizando tagatose como adocante

Foi realizada uma mistura de suco de caju contendo oligossacarideos
prebioticos (1/3), suco de caju ndo prebidtico “in natura” (2/3) e tagatose (1% m/v), para se
avaliar o efeito da adicdo desse adogante nas propriedades prebidticas do produto em
estudo. As formulagdes foram realizadas seguindo os limites de ingestdo didria de fibras
alimentares e FOS, indicados pela ANVISA, e de tagatose. Se ingerida em grandes
quantidades, a tagatose pode ter efeito laxativo, dessa forma a ingestdo desse adogante nao
deve exceder 30 g por dose por por¢io (GUERRERO-WYSS; DURAN AGUERO;
ANGARITA DAVILA, 2018).

Além disso, a concentracao de tagatose foi baseada na quantidade de agticar que
foi consumido durante a sintese enzimatica, visando recompor a docura do suco. As
concentracdes finais de aglcares redutores e tagatose foram determinadas por CLAE,

segundo metodologia descrita no item 4.9.1.

4.6 Quantificacio de glico-oligossacarideos

Os acucares redutores totais, agucares totais, aclcares redutores totais
consumidos, agucares totais consumidos, oligossacarideos prebiodticos foram calculados por

balanco de massa, de acordo com as Equagdes 2 a 6 a seguir:

AR7 (/L) = ARs + AR ap 2)
AT (g/L) = ARr+ Sac 3)
ARcons (g/L) =ARr- ARg 4)
ATcons (g/L) = Sac + ARcons (5)
OLIGO (g/L) = ATcons— DEXT 6)
Onde,

ARt Acucares redutores totais
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ARg Acucares redutores do suco

ARap Agucares redutores adicionados ao suco

AT Acucares totais

Sac Sacarose

ARcons Acucares redutores consumidos

ARp Acgucares redutores no final do ensaio

ATcons Acucares redutores totais consumidos no ensaio

OLIGO Oligossacarideos
DEXT Dextrana

4.7 Sistema continuo de digestao in vitro

O sistema de digestdo simulada consistiu em 3 biorreatores de vidro sequenciais
acoplados a um controlador (BIO-TEC-PRO) composto por bombas peristalticas que
auxiliaram nas transferéncias de meio e solucdes de ajuste de pH, placa agitadora (TE-
2003-0,36-E1) e banho termostatico (TEC-BIO-T) para controle de temperatura.

Foram simuladas trés fases do trato gastrintestinal: gastrica, entérica I
(duodenal) e entérica II (jejunal). As amostras foram mantidas nos biodigestores a
temperatura de 37 °C sob agitacdo constante de 250 rpm, com transferéncias entre fases que
simulam o movimento peristaltico in vivo do trato gastrointestinal (TGI).

Em cada biorreator foram adicionadas as solugdes gastricas e entéricas,
referente as diferentes fases. Estas foram preparadas de acordo com LO CURTO et al.
(2011); MARTINEZ et al. (2011); MINEKUS et al. (2014) com adaptacdes. A solucio
gastrica foi formulada com cloreto de sédio (47,2 mmol/L), cloreto de potassio (6,9
mmol/L), fosfato de potassio monobasico (0,9 mmol/L), cloreto de magnésio hexahidratado
(0,1 mmol/L), bicarbonato de sdédio (25 mmol/L), cloreto de célcio (0,3 g/L), pepsina 2,4
g/l - 600 U/mL - (Sigma Aldrich). As solugdes duodenal e jejunal possuem a mesma
composi¢ado, cloreto de sddio (38,4 mmol/L), cloreto de potéssio (6,8 mmol/L), fosfato de
potassio monobasico (0,64 mmol/L), cloreto de magnésio hexa-hidratado (0,33 mmol/L),
bicarbonato de sodio (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 primeiro biodigestor ¢ alimentado com 150 mL do suco durante 10 min. Cada
reator foi preenchido com 100, 60 e 35 mL de solucdo gastrica, duodenal e jejunal,

respectivamente. As fases da digestdo tiveram duracdo de 2 h cada, sendo 60 min o tempo
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de residéncia nos biorreatores e 60 min de transferéncia, realizada pelo funcionamento das
bombas peristalticas. Apds o tempo de residéncia da primeira etapa, a fase seguinte foi
alimentada com 180 mL da fase I. Ao fim da fase II, a ultima fase recebeu 210 mL da fase
anterior.

O valores de pH foram adequados para cada fase da digestdo, os ajustes foram
feitos automaticamente seguindo a programacgao previamente estabelecida no sistema com
solucdes de NaOH 1M e HCI1 1M. Na fase gastrica, o pH foi ajustado para 2,3 = 0,2. Na
fase entérica I, para 5,0 £ 0,2 e na fase entérica II, os valores foram corrigidos para 7,0 +
0,2. O ensaio completo teve duragdo de 6 h. Amostras foram coletadas das trés fases (a cada
2h) da digestdo in vitro para avaliar a bioacessibilidade da vitamina C por HPLC (detector
UV), bem como a integridade dos glico-oligossacarideos e dextrana. Ao final da digestdo, o

suco digerido foi recuperado e microrganismos probioticos foram cultivados nesse meio.

4.8 Efeito dos prebioticos no crescimento de micro-organismos intestinais

Para avaliar o efeito prebiotico dos oligossacarideos, dextrana e tagatose
presentes no suco de caju, a ultima fase da digestdo de cada formulacao foi recuperada. Foi
inoculado uma concentragio de células da ordem de 10’ UFC/mL de cada micro-organismo.
As cepas probioticas cultivadas foram: Lactobacillus casei B-442, Bifidobacterium breve

B-41408 e Bifidobacterium infantis B-41661.

4.8.1 Ativacdo dos micro-organismos

Inicialmente, as cepas foram cultivadas em caldo MRS (Man Rogosa e Sharpe,
Himedia®), exceto a cepa de Bifidobacterium infantis, cujo meio utilizado foi caldo
bifidobacterium, especifico para esse microrganismo. O L. casei foi ativado inoculando-se
1,5 mL da cultura estoque em 100 mL de caldo adicionado de 10 mL de tampao fosfato de
potassio bibasico 200 mM pH 6,5. A ativagdo foi conduzida a 37 °C (aproximadamente 16
h), e em seguida fez-se o repique para atingir uma concentragao de células da ordem de 10°
UFC/mL (aproximadamente 4,5 h), equivalente a 0,600 de absorbancia a 590 nm. A
ativacdo e o repique das bifidobactérias foram realizados durante 24 h a 37 °C em

anaerobiose.
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4.8.2  Cultivo dos micro-organismos

Apo6s ativagdo das linhagens, um volume adequado do caldo fermentado foi
centrifugado (6000 g, 10 min, 20 °C). A biomassa precipitada foi ressuspensa em 40 mL do
suco digerido, para atingir uma contagem inicial de 7,0 log UFC/mL no suco. Os sucos
foram incubados a 37 °C estaticamente para o L. casei € em anaerobiose para as
bifidobactérias. As amostras foram coletadas nos tempos 0, 24, 48, 72 ¢ 96 h. Foram
realizadas analises de crescimento microbiano (item 4.9.5), bem como analises para a
quantificacdo de agucares, oligossacarideos prebiodticos, dextrana, acido citrico e latico a
fim de avaliar o crescimento de cada espécie frente aos substratos disponiveis para o

crescimento. As metodologias estdo descritas no item 4.9.

4.9 Meétodos analiticos

49.1 Determinacdo de acucares

Os acucares glicose, frutose e tagatose foram quantificados mediante um
sistema integrado por um cromatdgrafo modelo Infinity 1260 (Agilent®) e um detector de
indice de refragdo (IR) Prostar 345. A separacdo dos constituintes foi conseguida através de
uma coluna BIORAD HPX-87H (300x7,8 mm) a 60 °C. Uma solugdo de 4cido sulftrico
(H2SO4) SmM foi utilizada como fase movel, com um fluxo de 0,6 mL/min. A temperatura
do detector foi de 35 °C.

As amostras de suco sem oligossacarideos foram diluidas em 4gua Milli-Q
(Millipore) e filtradas com uma membrana de acetato de celulose (Millipore) com poros de
0,45 um, a fim de remover particulas em suspensao que pudessem interferir na analise. Para
as amostras de suco prebidtico, uma etapa foi realizada antes de proceder com a filtracao do
analito, a dextrana foi precipitada com etanol e a dilui¢do foi feita a partir do sobrenadante
etandlico. Uma curva de calibragdo foi elaborada com uma mistura de solugdes puras dos
acucares de interesse: glicose, frutose e tagatose. As concentragdes desses componentes
encontravam-se na faixa de 0,5 a 10g/L, exceto a tagatose, onde foi usada uma faixa de

0,25a5 g/L.

4.9.2 Determinacdo de dcidos orgdnicos

Para a determinacdo dos acidos organicos, ascorbico e latico, tomou-se como
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base o procedimento descrito no item anterior. Contudo, a temperatura da coluna foi de
50 °C e o detector utilizado foi UV 210 nm. Os valores de concentragdo dos acidos nas
curvas de calibragdo variaram de 10-200, 40-800 ¢ 80-1600 mg/L para acido ascorbico,

citrico e latico, respectivamente.

4.9.3 Determinacdo da atividade enzimadtica

A atividade da enzima dextrana-sacarase foi determinada através da
quantificagdo da frutose liberada em meio reacional contendo sacarose como substrato
(HEINCKE et al., 1999). E expressa em unidade internacional de dextrana-sacarase (UI),
que corresponde a quantidade de enzima que produz 1 pmol de frutose a partir da sacarose
por minuto (TANRISEVEN; DOGAN, 2002).

Para a determinacao da atividade enzimatica obtida, foram preparados 100 mL
de uma solucao de atividade contendo 18,2 mL de uma solugdo estoque de sacarose (600
g/L) em tampao acetato de s6dio 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,. O pH da solugdo foi ajustado para 5,2. Uma
aliquota de 450 pL desta solu¢do de atividade foi adicionada a dois tubos de ensaio e em
seguida, foi acrescentado uma aliquota de 50 pL da enzima livre em cada tubo de ensaio
identificados como tempo 0 e tempo 10. No tubo de tempo 0 foram adicionados 500 uL do
reagente de DNS, ambos os tubos foram incubados a 30 °C durante 10 min. Transcorrido o
tempo de reagdo, foram adicionados 500 pL do reagente de DNS no 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. Em seguida, foram adicionados 9,0 mL de H,O destilada em cada
tubo, e a densidade oOtica foi obtida em espectrofotometro UV-visivel (Global Trade
Technology), no comprimento de onda de 540 nm. Nesse método, o branco foi feito

substituindo o volume de enzima por agua. Para calcular a atividade enzimatica utilizou-se

a Equacao 1:
(ABS10-ABS50) x d x 10° 1
Atividade (UI/mL) = ( xdx10%) 1
ax180xt
Sendo:
o coeficiente angular da curva de calibracdo de DNS (mg/ABS.ml)
ABSI10 valor médio das leituras de absorbancia no tempo 10 minutos

ABSO valor médio das leituras de absorbancia no tempo zero
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d diluicao da amostra

t tempo de reag¢ao

49.4 Determinacdo de dextrana

A dextrana precipitada pela adicdo de etanol (como descrito anteriormente) foi
ressuspensa em agua destilada e determinada segundo o método fenol acido sulfurico para

determinagao de carboidratos totais (DUBOIS et al., 1956).

4.9.5 Avaliacdo do crescimento microbiano nos sucos apos digestdo in vitro

O crescimento foi monitorado pela medida de densidade 6tica a 590 nm e 620
nm para o L.casei e bifidobactérias, respectivamente. As leituras foram conduzidas em
espectrofotometro UV-visivel (Global Trade Technology). Para isso, diluiu-se uma aliquota
do suco contendo o indculo em agua destilada (1:10) e utilizou-se 4gua como branco. Os
resultados foram expressos em absorbancia relativa (ABS/ABSO0). Foram feitas medidas do
pH por meio de leitura direta, em potencidmetro Marconi®, modelo PA200, calibrado com

solugdes tampao de pH 4,0 ¢ 7,0.

410 Analises estatisticas

As andlises foram realizadas em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia ao nivel de confianca de 95 % utilizando o programa Statistica versao

10, quando necessario. Os resultados foram expressos como média =+ desvio padrao.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
As formulagdes estudadas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Formulagdes elaboradas para o estudo.

Formulacgoes Descriciao
1 Suco de caju ndo prebidtico (in natura)
2 Suco de caju prebidtico sintetizado sem agitacao
3 Suco de caju prebidtico sintetizado com agitacdao
4 Suco elaborado pela diluicao da Formulagao 3 na Formulagado 1 (1:3)
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5 Formulagdo 4 adicionada de tagatose (1% p/v)

5.1 Caracterizacio do suco de caju

O suco de caju utilizado como matéria-prima para a produg¢ao dos sucos
prebidticos continha 18,73 g/L de glicose, 18,43 g/L de frutose e 637,98 mg/L de acido
ascorbico (Formulagdo 1). As concentragdes elevadas de glicose e frutose no suco de caju
favorecem a formacao de oligossacarideos prebidticos por sintese enzimatica, uma vez que

sdo acucares aceptores da reagdao (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014).

5.2  Sintese enzimatica dos oligossacarideos

Foram realizados ensaios preliminares variando as condi¢cdes de sintese
enzimatica. Os ensaios foram realizados com 10 mL de meio reacional, durante 17 h pela
acdo da enzima dextrana-sacarase. As condi¢cdes experimentais dos ensaios e os valores de

acuUcares totais consumidos, oligossacarideos e dextrana estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Condigdes experimentais e resultados de produgdo de glico-oligossacarideos e

dextrana no suco de caju in natura utilizando a enzima dextrana-sacarase.

CONDICOES EXPERIMENTAIS RESPOSTAS
SAC* AR* CaClL,*  OLIGO* DEXT*
Ensaios
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 25 25 0,00 17,65 4,32 +0,14°
2 25 25 0,05 31,74 3,23 +0,22¢
3 50 50 0,00 44,74 8,23 +0,90°
4 50 50 0,05 49,29 11,57 + 0,60
5 75 75 0,00 91,43 10,24 + 0,46®
6 75 75 0,05 94,49 8,80+ 0,10°

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p <0,05)

*Significado das siglas: SAC-Sacarose; AR-Agucares Redutores; CaCl,-Cloreto de Calcio;
OLIGO-Oligossacarideos prebidticos e DEXT-Dextrana.

Pode-se observar que, as formulagdes que propiciaram uma maior produgdo de

oligossacarideos prebioticos foram as com maiores valores de AR e SAC (75 g/L de cada).



Mesmo com maiores concentragdes de agucares, os pontos 5 ¢ 6 ndo obtiveram valores de
dextrana superiores as preparagdes contendo 50 g/L de AR e SAC. Resultados semelhantes
foram obtidos por DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, (2014) que sintetizaram
oligossacarideos em suco de caju clarificado e atingiram maior producao desses
ingredientes prebiodticos com 75 g/L de sacarose em combinacdo com 75 g/L de agucares
redutores.

A adicdo de calcio nos meios pode melhorar a atividade e estabilidade da
enzima, permitindo uma maior sintese enzimatica de oligossacarideos. Nesse estudo foi
possivel observar esse efeito, pois todos os pontos acrescidos de cloreto de calcio

apresentaram maior producao de oligossacarideos.

5.2.1 Scale-up

ApoOs avaliar os resultados obtidos nos ensaios preliminares, realizados com
volume de 10 mL, tomou-se a melhor condi¢do (ponto 6) e a sintese foi conduzida numa
escala maior, com um volume de 1L de meio reacional. A Tabela 4 mostra os resultados
obtidos a partir da sintese enzimatica em 1 L de suco de caju ndo prebiodtico (in natura),

com énfase na quantidade de oligossacarideos prebioticos, dextrana e vitamina C.

Tabela 4. Caracterizagdo dos sucos sintetizados com e sem agitagdo, quanto a concentragao

de glico-oligossacarideos, dextrana e vitamina C.

OLIGO DEXT VITAMINA C
Formulacgoes
(g/L) (g/L) (mg/L)
2 20,91 20,00 £ 0,48 581,77 +£11,63*
3 23,50 8,99 +0,20° 578,84 + 17,36

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de

acordo com o teste de Tukey (p < 0,05)

As formulagdes apresentam condig¢des diferentes, um suco foi produzido sem
agita¢do (Formulagdo 2) e o outro suco com agitagdo magnética constante (Formulagado 3).
A escolha de executar ensaios estaticos ou com agitacdo visou reduzir os impactos dos
efeitos difusionais sobre a matriz alimenticia, evitando as limitagdes externas de
transferéncia de massa (GONCALVES; GIORDANO; GIORDANO, 1997). Ao aumentar o

volume de reacdo, se torna mais dificil o acesso do substrato ao sitio da enzima devido ao
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impedimento estérico causado pela cadeia de dextrana e isso pode ocasionar uma menor
taxa de reagdo, ou direcionar a reagdo para a sintese de outro produto.

A Formulagdo 3 produziu 12,39 % mais oligossacarideos em comparagdo a
Formulacdo 2. Enquanto nessa houve uma producdo de dextrana 55,05 % maior que na
Formulacao 3. Os resultados obtidos apontaram que a sintese estatica propiciou uma maior
producdo de dextrana que oligossacarideos prebiodticos. A falta de agitagdo permitiu que as
moléculas de glicose fossem mais fortemente atraidas para a cadeia de dextrana, produto
principal da enzima dextrana-sacarase, em vez de serem desviadas e se ligarem aos
aceptores encontrados no meio, dando origem aos oligossacarideos.

O resultado obtido sugere que a agitacdo pode ter ocasionado mudangas
conformacionais na estrutura tridimensional da enzima, facilitando o acesso do aceptor ao
sitio ativo da dextrana-sacarase e favorecendo a producdo de glico-oligossacarideos. Além
disso, com a agitacdo as unidades de glicose, provenientes da molécula de sacarose, se
ligaram mais facilmente ao aceptor, desviando a cadeia de dextrana (GUTTERIDGE;
THORNTON, 2004; RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2011) .

Além dessas formulagdes, duas outras foram feitas a fim de manter as
quantidades de prebidticos recomendadas de ingestdo diaria. A Tabela 5 mostra a
caracterizacao dessas bebidas. Essas preparagdes, uma sem tagatose (Formulagdo 4) e outra
com a adi¢do de 1 % (p/v) de tagatose (Formulagdo 5) foram avaliadas quanto o efeito
prebidtico desse adogante. Esse adogante apresenta propriedades prebidticas e pode ser uma
alternativa saudavel ao wuso de agucares convencionais, como a sacarose

(JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017b).

Tabela 5. Caracterizagdo dos sucos quanto a concentracdo de glico-oligossacarideos,

dextrana, tagatose e vitamina C.

OLIGO DEXT TAGATOSE VITAMINA C
Formulag¢oes™
(g/L) (g/L) (g/L) (mg/L)
4 7,83 2,87 £0,08" - 380,47¢
5 7,83 2,99 +£0,17* 10,40 + 0,48 376,64"

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p <0,05)

* Sucos elaborados pela diluigdo da Formulag@o 3 em suco de caju ndo prebidtico (Formulagao 1).
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Atualmente, ndo existe uma legislacdo referente ao consumo especifico de
glico-oligossacarideos e dextrana, para promover o efeito prebidtico. No entanto, tendo
como base os valores sugeridos pela legislagdo para compostos com propriedades similares,
como fibras alimentares e fruto-oligossacarideos (FOS), sugere-se que os compostos desse
estudo podem conferir efeitos benéficos nas mesmas concentragdes e todas as formulagdes
apresentam as concentragdes indicadas pela legislagdo para fibras.

As formulagdes 2, 3, 4 e 5 elaboradas nesse estudo apresentaram concentragdes
de 10,22; 8,12; 2,68 ¢ 5,30 g/250 mL de componentes conhecidos por suas propriedades
prebidticas. Contudo, faz-se necessario confirmar se esses valores promovem o efeito

prebiotico favorecendo o crescimento de micro-organismos probioticos.

5.3 Efeito da digestio in vitro nos ingredientes com propriedades prebidticas

A simulagdo da digestdo in vitro permite uma melhor abordagem sobre a
concentracdo de compostos que alcancam a regido inferior do trato digestivo, e ficam
disponiveis para serem absorvidos ou participarem de reagcdes metabdlicas (AGUDELO et
al., 2018).

No presente trabalho, foi estudada a integridade dos glico-oligossacarideos e

dextrana sintetizados nos sucos de caju, e da tagatose adicionada.

5.3.1 Glico-oligossacarideos e dextrana

Os prebiodticos sao definidos como substratos usados seletivamente por micro-
organismos do trato gastrointestinal (TGI) do hospedeiro, conferindo efeitos benéficos a
sua saude (GIBSON et al., 2017). Para tanto, precisam atravessar o TGI e atingirem o
intestino grosso intactos. Amostras dos sucos prebiodticos e as formulagdes com e sem
tagatose passaram pelo sistema de digestdo dindmico e os resultados da concentracdo de

oligossacarideos e dextrana a cada fase estdo expostos na Figura 2.



Figura 2. Comportamento dos glico-oligossacarideos e dextrana do suco de caju prebiodtico

durante a simulagdo dinamica da digestao in vitro
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Pode-se observar que, durante as fases da digestdo ndo houve hidrdlise dos
oligossacarideos, ou seja, isso confirma que esses ingredientes funcionais produzidos no
suco de caju, por via enzimatica, sdo resistentes ao TGI. Os prebidticos sdo quimicamente
estaveis a ampla faixa de temperatura e pH, além disso sdo resistentes as agdes hidroliticas
das enzimas intestinais (SINGH et al., 2017).

E importante lembrar que, o controle refere-se a cada formulagio antes de
passar pela digestdo simulada in vitro. Além disso, os valores de oligossacarideos presentes
nas formulagdes 4 € 5 estdo sobrepostos pois estas foram preparadas a partir da diluigdo da
formulagdo 3 e apresentam a mesma composi¢do com relagdo a concentragdo de glico-
oligossacarideos.

Durante a sintese, parte da glicose liberada pela quebra da molécula de sacarose
se liga, dando origem a dextrana (DA SILVA; RABELO; RODRIGUES, 2014; FONTES et
al., 2015). No decorrer da digestdo in vitro, a dextrana pode sofrer hidrdlise acida e dar
origem aos glico-oligossacarideos, aumentando a concentragdo desses prebiodticos nas fases
da digestao. Na Figura 2A, pode-se observar que as amostras apresentaram um aumento da
concentracao de glico-oligossacarideos, nas fases entéricas (duodenal e/ou jejunal). Esse
aumento pode estar associado a reducdo da concentragdo de dextrana, mostrada na Fugira
2B.

A integridade dos oligossacarideos pode ser justificada por suas ligacdes
glicosidicas. Durante a digestdo, o suco entra em contato com as solugdes gastrica e
entérica, onde se encontram enzimas como: pepsina, bile e pancreatina. Apesar da presenga

dessas enzimas digestivas, os oligossacarideos prebidticos permanecem intactos, pois as
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ligagcdes glicosidicas caracteristicas desses componentes ndo sao clivadas pela acdo dessas
enzimas.

Alguns autores associam o efeito prebidtico de glico-oligossacarideos,
produzidos via glicosilacdo, as ligacdes glicosidicas dessas moléculas, destacando a
presenca de ligacdes a-1,6 e B-1,6 bem como o/B-1,1, a-1,2 e a-1,3 (LI et al., 2019). E
importante ressaltar que os oligossacarideos sintetizados no presente estudo apresentam
ligacdes glicosidicas a-1,6. Isso se deve ao fato da enzima dextrana-sacarase sintetizar
carboidratros complexos com liga¢des a-1,6 na cadeia principal e essas ligacdes sao menos
susceptiveis a agdo de enzimas digestivas humanas (HUANG et al., 2020; KOTHARI;
TINGIRIKARI; GOYAL, 2015).

Avaliando a Figura 2B, na formulacdo 2, a concentracdo de dextrana ndo sofreu
alteracdo significativa durante a digestdo. Por outro lado, o contetido de dextrana da
Formulagdo 3 apresentou uma redugdo de 10,82 % com relagdo ao controle. Ao verificar a
Figura 2, nota-se que, a medida que houve uma reducdo da concentragdo de dextrana na
Formulacdo 3, a quantidade de oligossacarideos da amostra aumentou, isso infere que parte
dos oligossacarideos pode ter sido obtido pela hidrolise 4cida e/ou enzimatica da dextrana
(IQBAL et al., 2017; LEEMHUIS et al., 2013).

As formulacdes 4 e 5 apresentaram uma redugdo no contetdo de dextrana de
27,25 % e 31,00 %, respectivamente, em relacao ao suco ndo digerido. Pode-se notar que, a
maior redugdo nos teores de dextrana ocorreu nas amostras com um menor conteudo desse
carboidrato. Esse resultado sugere que, a formulacao sintetizada com agitacao (Formulacao
3) e as formulagdes 4 e 5 obtidas a partir desta, tenham em sua composi¢do dextrana de
menor peso molecular e menor tamanho, favorecendo o efeito da acidez e da agdo de
enzimas digestivas na hidrélise da molécula. Pode-se considerar que, quanto menor a
cadeia de dextrana, mais acessivel a degradagdo, devido a melhor difusividade da molécula
(OLANO-MARTIN et al., 2000).

Assim, as formulacdes 2 e 3 atingiram a parte final do trato digestivo, para
coloniza¢do bactérias intestinais em concentracdes de dextrana superiores a 80 % do
conteudo inicial. Por outro lado, as formulagdes 4 e 5 mantiveram intactos
aproximadamente 70% do seu contetido inicial.

Contudo, a formulagdo 2 apresentou maior resisténcia durante a passagem pelo
sistema simulado do trato gastrointestinal, isso pode ser justificado pela presenga

predominante de ligagdes glicosidicas a-1,6, que ndo sdo clivadas pelas enzimas do lumen,
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e também pelo alto peso molecular que dificulta sua digestdo por dissacaridases presentes

no intestino delgado (KOTHARI; DAS; PATEL, 2014; OLANO-MARTIN et al., 2000).

5.3.2 Tagatose

Nesse estudo, foi avaliada a aplicagdo da tagatose, um adocante com potencial
efeito prebiotico. Os resultados obtidos mostraram que a concentragdo de tagatose nao
reduziu durante as fases da simulacdo da digestdo gastrointestinal, atingindo a ultima fase
da digestdo simulada in vitro numa concentragdo de 10,59 + 0,52 g/L. Lembrando que o
valor inicial de tagatose na formulacdo foi de 10,40 + 0,48 g/L. Logo, esse adocante
apresenta um dos critérios para ser considerado como prebiotico: ndo foi degradado mesmo
em condi¢des acidas e exposi¢do as enzimas digestivas encontradas em cada fase da
digestao (GIBSON et al., 2017).

A estrutura da tagatose ¢ responsavel pela sua dificil absor¢do ao logo do trato
gastrointestinal, isso acontece devido a diferenga na configuragdo espacial da molécula na
posicao C-4. Com isso, a maior parte da tagatose ingerida alcanga o intestino grosso e serve

como substrato para microflora intestinal (ROY et al., 2018).

5.4  Efeito da digestio in vitro na bioacessibilidade vitamina ¢

A bioacessibilidade ¢ um conceito de grande importancia quando avaliamos
compostos bioativos. Geralmente, mensura-se a concentracao dos constituintes no alimento
propriamente dito, porém, a fracdo disponivel para absor¢do no colén € que reflete os
efeitos benéficos a saude. Contudo, a bioacessibilidade pode ser definida como a
quantidade de nutriente ingerido que ¢ liberado da matriz alimenticia e se encontra
disponivel para absor¢do no instestino apos a digestdo (GALANAKIS, 2017). A Figura 4
mostra o efeito da digestdo na concentragdo de vitamina C, expressa em mg/L, das amostras
de suco de caju nao prebidtico, prebiodtico e prebidtico adogado com tagatose.

A vitamina C ¢ um poderoso antioxidante (KALLIO et al., 2012). Durante a
digestdo, o teor de vitamina C das amostras apresentou comportamento diferente. O suco
ndo prebidtico mostrou uma elevada redu¢do no conteudo de vitamina C, perdendo cerca de

30 % desse componente em comparagdo a amostra ndo digerida.



Figura 4. Concentragdo de vitamina C dos sucos de caju ndo prebidtico (in natura) e

prebidticos durante a simulag¢do dindmica da digestdo in vitro
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A degradagdo da vitamina C pode ser atribuida principalmente a influéncia do
oxigénio (ALVES FILHO et al., 2018). A oxidacdo desse composto no trato gastrointestinal
pode ocorrer devido a sua acdo como doador de elétrons, onde mantem os ions no estado
reduzido, regenerando a forma ativa de outros constituintes da alimentagdo (FONTELES et
al., 2016).

Os resultados indicam que, os sucos contendo oligossacarideos prebidticos
mantém o conteudo de vitamina C preservado ao longo da digestdo in vitro. Pode-se
observar que durante a digestdo também ocorre um aumento na concentragdo de Vitamina
C. Alguns componentes dos sucos podem sofrer hidrolise 4cida ou enzimatica liberando o
conteudo intracelular para o meio, como por exemplo, as fibras do caju. Varios fatores
podem influenciar a bioacessibilidade de compostos, dentre eles se destacam: a matriz
alimenticia, a forma quimica do nutriente e a interagdo com outras moléculas presentes no
alimento (GALANAKIS, 2017). Uma aten¢do especial deve ser dada as bebidas, pois sdao
meios complexos que permitem interagdes entre compostos bioativos, nutrientes € / ou
outros constituintes dos alimentos (RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2015).

Esses ingredientes funcionais diminuem o efeito do processo digestivo na
composi¢do no suco. Isso pode ser atribuido ao efeito protetor contra a oxidagdo do
composto bioativo em estudo. Segundo CORONA-HERNANDEZ et al. (2013), alguns
prebioticos, tais como, inulina e oligossacarideos sdo usados para microencapsulagdo como

o objetivo de proteger certos compostos ou micro-organismos de condi¢des adversas.
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Diante disso, sugere-se que o efeito protetor ocorra devido a capacidade dos prebidticos
revestir outras moléculas do suco.

Alguns estudiosos explicam o efeito de carboidratos complexos, como a fibra
dietética, na digestdao de moléculas antioxidantes. As fibras podem retardar as taxas de
liberagdo de nutrientes ou antioxidantes no intestino delgado, diminuindo a absor¢ao desses
compostos ao longo da digestdo. Esse efeito pode ser explicado pelo aprisionamento fisico
dessas moléculas em conjuntos estruturados, como o tecido do alimento. Esse fator pode
ser aplicado ao efeito dos glico-oligossacarideos na digestao da vitamina C presentes no
suco de caju prebiodtico. Porém, pode haver também a liberagdo de compostos, dependendo
do tempo de exposicdo ao ambiente digestivo, o tamanho e estrutura das particulas durante
a simulacdo da digestdo in vitro (PALAFOX-CARLOS; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-
AGUILAR, 2011).

Para tanto, os antioxidantes ndo absorviveis atingem o intestino grosso e

permanecem no limen do c6lon, onde podem contribuir para a saude do hospedeiro.

5.5  Avaliacio do efeito prebidtico dos sucos de caju

Para um ingrediente alimenticio ser classificado como prebidtico,
necessariamente ele deve atender alguns atributos, como ser fermentado pela microbiota
intestinal e estimular o crescimento de microrganismos probioticos. Apos a digestdo in
vitro, os sucos digeridos foram incubados na presenca de microrganismos probidticos, a
37 °C durante 96 h. Algumas espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium sao
caracterizadas como potencialmente probidticas e sdo as mais comumente estudadas.
Ambos os géneros foram caracterizados como “geralmente reconhecidos como seguros”
(GRAS) e compdem a microbiota do intestino humano (TERPOU et al., 2019).

Os resultados a seguir, mostram o comportamento das bactérias: Lactobacillus
casei, Bifidobacterium breve e Bifidobacterium infantis, frente aos constituintes que
alcancaram a parte inferior do intestino. Segundo ENDO et al. (2016), o potencial
prebiotico de cada oligossacarideo ¢ diferente, portanto cada ingrediente prebidtico pode
ser metabolizado de modo distinto pelos varios micro-organismos que compdem a

microbiota intestinal.
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5.5.1 Crescimento de probidticos na ‘Formulagdo 1’

A medida de crescimento dos micro-organismos nas amostras de suco de caju
nao prebiodtico (Formulagao 1) foi verificada pela densidade otica e os resultados expressos
em crescimento relativo (ABS/ABSO0). A Figura 5 mostra os resultados do crescimento dos
probidticos Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve e Bifidobacterium infantis,
relacionando com as medidas de pH, produg¢do de acido latico, concentracao de vitamina C
e consumo de agucares simples no processo fermentativo.

Observando os graficos da primeira coluna da Figura 5 (A,C e D), ¢ possivel
notar que o crescimento microbiano modifica as condigdes do meio pelo decaimento do pH,
resultante da producdo de acido latico. A fase lag do L. casei apresenta uma curta duragao
se comparada a B. breve. No tempo de 24 h, o L. casei apresentou absorbancia relativa de
1,21, que corresponde a 20 % do crescimento, enquanto a B. breve apresentou
aproximadamente 10 % no mesmo tempo. O crescimento da populagdo microbiana de L.
casei atingiu maiores valores de absorbancia relativa (1,54) com 72 h. Ap6s determinado
momento, a populagdo entrou na fase de declinio. Isso pode ocorrer devido a escassez de
nutrientes ou pelo pH &cido proveniente dos metabdlitos secundarios do processo
fermentativo, como o acido latico.

O pH ¢ um dos fatores que pode influenciar o crescimento de micro-
organismos. Diante disso, a faixa de crescimento adequada para esse género se compreende
no pH neutro, sendo pH 6,5, o valor 6timo para manuten¢do da viabilidade e crescimento
dos lactobacilos (TERPOU et al., 2019). O acido latico € o principal produto do processo
fermentativo de bactérias acido-laticas (NOVIK; MEEROVSKAYA; SAVICH, 2017), por
isso torna-se importante conhecer a concentra¢do desse composto na parte inferior do
sistema digestivo.

Na Figura 5A, ¢ possivel observar o decaimento do pH com 24 h de
fermentacdo (pH inicial 7,38 e pH com 24h 4,19), aliado a isso houve uma producdo de
4,80 g/L de 4cido latico nesse tempo, atingindo uma concentracdo de 5,15 g/L com 72 h de
processo.

Em concordancia com os resultados do crescimento, na Figura 5B pode-se
observar as concentracdes relativas da glicose, frutose e vitamina C ao logo do processo
fermentativo. A multiplicacdo celular pode estar relacionada ao consumo dos agtcares
simples e a morte celular pode também ser justificada pela auséncia desses nutrientes apds

algumas horas de incubagao.
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Figura 5. Crescimento relativo de Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium infantis em suco de caju nao prebiotico (Formulagao 1), medidas de pH,
producao de acido latico (g/L) e concentragao relativa (C/Cy) de glicose, frutose, vitamina

C durante o processo fermentativo.
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Os agucares simples, glicose e frutose, apresentam comportamento semelhante
durante o processo fermentativo do L. casei. O consumo desses agucares esta relacionado

diretamente com a multiplicagdo celular, pois a medida que a concentracdo desses
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nutrientes reduz durante a fermentagdo, ocorre o aumento do crescimento microbiano.
Percebe-se que, em 24 h de incubacdo o L. casei utiliza a glicose e a frutose como
substrato, consumindo aproximadamente 13 % do contetido inicial dessas moléculas. Com
72 h houve um consumo acentuado desses acgucares redutores, onde o contetido total de
glicose foi consumido e a concentragdo relativa de frutose foi de 0,04, que corresponde ao
consumo de 95,88 % desse carboidrato. Diante disso, com 96 h de fermentagdo ndo havia
mais agucares simples disponiveis para o consumo.

Neste estudo foi avaliada a interagdo da fracao bioacessivel da vitamina C com
o L. casei, B. breve e B. infantis. A composicdo do ambiente intestinal e os micro-
organismos nele presentes exercem funcdes relevantes na saide do hospedeiro (CHEN et
al., 2019; SABATER et al., 2019). Logo, compreender a interagdo dos probidticos com a
fracdo bioacessivel desse composto ¢ de grande importancia tanto para a comunidade
cientifica, quanto para os consumidores.

A Figura 5B, mostra o perfil da vitamina C durante o processo fermentativo. E
possivel observar que a concentragdo desse composto foi reduzida durante o tempo de
incubagdo com o L. casei. O conteudo de vitamina C reduziu 40 % durante 24 h de
fermentagdo, e no tempo de 72 h esse composto estava ausente no suco fermentado.

Essa reducao pode ser ocasionada por reagdes de degradacao térmica, devido ao
tempo de exposicao a temperatura de 37 °C. Outra possibilidade € o consumo da vitamina
C pelo probidtico, dado que, esse composto bioativo pode ser usado como substrato e
melhorar a viabilidade de Lactobacillus (OLIVARES et al., 2019). Alguns autores reforcam
que, vitaminas sdo componentes que atuam promovendo o crescimento de micro-
organismos probioticos (TERPOU et al., 2019).

Além do crescimento do Lactobacillus casei, foram avaliados duas
bifidobactérias. Conforme ilustrado na Figura 5C, € possivel observar que a B. breve
apresenta um fase de adaptagdo maior ao meio, onde o crescimento relativo se intensificou
com 72 h de incubagdo, com um aumento de 21 % da populagdo microbiana inicial. Os
valores maximos de crescimento foram alcangados com 96 h de fermenta¢ao, mostrando
um aumento de 42 %.

Os resultados de crescimento relativo mostraram que a B. breve apresentou uma
menor multiplicagdo celular no tempo de incubacao estudado, quando comparado ao L.
casei. Pode-se observar também que a producao de acido latico pela bifidobactéria ¢ menor
durante a fermentagcdo e os valores de pH reduzem, porém ndo atingem nimeros baixos

conseguidos pelo L. casei. Entretanto, as bifidobactérias sdo classificadas como



heterofermentativas e produzem além do 4cido latico, outros produtos secundérios, como o
acetato. Para cada mol de glicose fermentada essas bactérias heterofermentativas produzem
1 mol de &cido latico e 1,5 mols de acetado. Por outro lado, o L.casei, um micro-organismo
homofermentativo, produz 2 mols de acido latico a partir de 1 mol de glicose pela via
metabolica Embden-Meyerhof-Parnas (NOVIK; MEEROVSKAYA; SAVICH, 2017;
POKUSAEVA; FITZGERALD; VAN SINDEREN, 2011). Isso justifica os menores valores
de concentracao de acido latico durante a incubagdo de B. Breve nos sucos de caju
digeridos.

O crescimento dos probioticos reflete na producdo de acido latico e pH, bem
como esta relacionado com os substratos disponiveis no meio para serem consumidos
durante o periodo de incubacdo. Na Figura 5D, € possivel verificar que durante os tempos
de 24 e 48 h, a B. breve consumiu pequenas quantidades de glicose (7,64 %) e frutose
(16,33%), isso justifica o crescimento reduzido nesses tempos de fermentacdo. Como dito
anteriormente a multiplicacdo celular desse micro-organismo ocorreu entre 72 € 96 h e isso
pode ser explicado pelo aumento do consumo de agucares simples nesse periodo, onde a
concentracdo relativa em 72 h correspondia a 0,23 para a glicose e 0,39 para a frutose. No
final do processo (96 h), a frutose residual foi 3 % e a glicose foi totalmente consumida.

O crescimento da B. infantis também foi avaliado, as medidas de absorbancia
relativa encontram-se na Figura 5E. Comparando os resultados obtidos no crescimento
dessa bactéria com os micro-organismos anteriormente citados, € possivel observar que a B.
infantis apresentou um maior crescimento que a B. breve e a fase lag ndo foi extensa,
semelhante a0 comportamento do L. casei. Os maiores valores de densidade dtica foram
obtidos com 72 h de incubagdo, onde o numero de células aumentou 63 %. As medidas de
pH indicaram uma reducdo de valor para 5,54 com 24 h de processo, confirmando que a
multiplicagdo celular ocorria nesse momento. E possivel observar uma maior produgio de
acido latico no tempo de 24 h (0,9 g/L), apds esse periodo a concentragao de acido latico
apresenta uma redugdo. Esse fato pode ser justificado pela escassez de nutrientes no meio e
possivelmente a B. infantis utilizou o acido latico como substrato.

Na Figura 5F, pode-se verificar que houve reducdo nas quantidades de glicose e
vitamina C nas primeiras 24 h de fermentagdo, com isso acredita-se que o crescimento
bacteriano esteja relacionado ao uso desses componentes. No tempo de 48 h, os sucos
fermentados ndo apresentavam glicose e vitamina C em sua composi¢do, porém havia 4,8 g

de frutose que foram totalmente consumidas com 72 h de incubacdo. Portanto, pode-se
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assumir que a redugdo rapida das concentracdes dessas moléculas, favoreceu o consumo de
acido latico pelo micro-organismo.

De maneira geral, observa-se que a B. infantis assimila melhor os actcares
simples glicose e frutose, ocasionando uma maior multiplicagdo celular que pode ser notada

pelos valores de absorbancia obtidos.

5.5.2 Crescimento de probioticos na ‘Formulagdo 2’

Além do cultivo de micro-organismos no suco de caju ndo prebidtico, foi
avaliado também a fermentacao de sucos prebidticos (Formulagao 2) por L. casei, B. breve
e B. infantis. Os resultados de crescimento celular, pH, agucares simples, oligossacarideos
prebioticos, dextrana, vitamina C e produ¢ao de acido latico estdo dispostos na Figura 6.

E possivel observar um crescimento mais acentuado do L. casei e B. breve nos
sucos que contém oligossacarideos prebidticos e dextrana, comparados com o Formulagdo
1. Esse resultado implica que, os ingredientes funcionais presentes nos sucos atendem a
outro critério necessario para serem classificados como prebidticos: estimular o
crescimento de micro-organismos probioticos.

Na Figura 6A, pode-se notar que o L. casei apresenta um alto crescimento com
24 h de fermentacado, alcancando um aumento de 42 % do numero de células iniciais, isso
corresponde ao dobro do valor obtido quando o meio a ser fermentado era a Formulacao 1.
O maior crescimento celular se deu no tempo de 72 h, onde o crescimento relativo foi de
1,76 (76 %).

Os resultados de pH e produgdo de acido latico seguem a mesma discussao do
item anterior, onde quanto maior o crescimento microbiano, maior a producdo de acido
latico e menores os valores de pH do suco digerido. No inicio do processo o pH era 7,17,
apresentando um decaimento para 3,84. Com relagdo a concentracao de acido latico, houve
uma produ¢do maxima de 5,15g/L. Vale salientar que, o crescimento microbiano reduziu
com 96 h de fermentacdo, porém o suco digerido ainda apresentava 19,76 % de glico-
oligossacarideos e 13,74 % de dextrana. Dessa forma, pode-se concluir que a elevada
acidez do meio tornou as condicOes adversas ao crescimento do L.casei.

Nas primeiras horas de fermentagdo, podemos observar na Figura 6B que o L.
casei nao consumiu os ingredientes prebidticos, o micro-organismo utilizou apenas os

acucares simples e houve uma reducao no conteudo de vitamina C.



Figura 6. Crescimento relativo de Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium infantis em suco de caju prebiodtico sintetizado sem agitacdo (Formulagao
2), medidas de pH, produgdo de acido latico (g/L) e concentragdo relativa (C/C0O) de
glicose, frutose, glico-oligossacarideos, dextrana e vitamina C durante o processo

fermentativo.
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Alguns autores relataram que, espécies do género Lactobacillus consomem
preferencialmente os residuos de frutose, em seguida comegam a utilizar os prebidticos
como substrato (ENDO et al., 2016). LI et al. (2019) também verificou o consumo parcial
de glico-oligossacarideos apos 24 h de incubacgao, indicando que os microrganismos usaram
esses ingredientes para seu crescimento. Os autores afirmam que inicialmente o
crescimento ndo se deu pelo consumo de oligossacarideos, visto que nos tempos iniciais
nao houve reducao da concentragdo desses carboidratos. Diante disso, sugeriram que nas
primeiras horas a glicose residual pode ter sido consumida.

Por outro lado, com 48 h de incubagdo o L. casei havia consumido 16 % do
contetdo inicial de glico-oligossacarideos e 23 % da dextrana encontrada na formulagado 2
apos digestdo. No tempo de 72 h, houve consumo de todos os ingredientes presentes no
suco, com destaque para os aglcares simples, havia apenas 23 e 31% do contetido de
glicose e frutose, respectivamente.

Observando a Figura 6B, ¢ possivel notar que o L. casei utilizou a dextrana
como potencial substrato para seu crescimento, quando comparada ao consumo de
oligossacarideos prebioticos. Ao final do processo, foram consumidos 34,23 % do contetdo
inicial de dextrana, enquanto o L. casei utilizou 25,57 % do glico-oligossacarideos
presentes no suco digerido. Esse resultado confirma a capacidade da dextrana ser
fermentada por bactérias intestinais humanas (OLANO-MARTIN et al., 2000). A glicose e
frutose do meio foram quase totalmente consumidas pelo micro-organismo durante a
fermentagao.

Com relacdo a vitamina C, vale ressaltar que ao final do processo esse
composto estava ausente na formulagdo, uma parte do contetido de vitamina C pode ter sido
degradada, mas acredita-se que esse composto tenha alguma interagdo com o L. casei,
utilizando esse acido como fonte de energia para a reprodu¢do microbiana. Vale ressaltar
que, comparando as formulagdes 1 e 2, a formulacdo 1 apresentou maiores perdas de
vitamina C nas primeiras horas do processo. Isso pode ser explicado pelo efeito protetor
que os prebidticos conferem aos compostos presentes na matriz alimenticia (ALVES
FILHO et al., 2018).

Na Figura 6C, pode-se verificar que a B. breve apresentou maior sintese celular
em 72 h de incubagdo, quando aumentou 50 % o ntimero total de células. Podemos notar
que o L. casei mostrou um crescimento relativo maior que a B. breve nos sucos de caju
digerido. Isso pode ser justificado com base nos resultados de concentragdo relativa dos

constituintes ilustrados na Figura 6D. A frutose havia sido consumida 100 % pelo L. casei,
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mas apenas 16,35 % da frutose foi metabolizada pela B. breve. Entretanto, a glicose
comegou a ser consumida com 24 h de fermentacdo, onde a concentragao residual nesse
momento era 76 % do contetdo inicial. No tempo de 72 h a glicose estava ausente no meio.

Com relagdo a acidez do meio e a reducao do pH, a acidez pode ser justificada
pela producdo de acidos organicos durante o processo fermentativo, pois a0 metabolizar
ingredientes prebidticos, as bifidobactérias produzem écidos graxos de cadeia curta, como:
acetato, butirato e propionato (EHARA et al., 2016; MORENO et al., 2017). Dessa forma, a
sintese desses produtos metabolicos levam a redugdao do pH. Os baixos valores de pH
induzem a producdo de mucina pelos colondcitos, de citocinas imunomoduladoras e
promove amonia e excre¢do de amina (KRUMBECK et al., 2016). Sabendo-se que, as
mucinas sdo glicoproteinas que atuam protegendo as mucosas e potenciais moléculas de
adesdo para microrganismos.

A B. breve apresentou a capacidade de consumir tanto oligossacarideos
prebioticos, quanto a dextrana, contudo, os resultados mostram que os glico-
oligossacarideos sdo metabolizados preferencialmente pela B. breve. Foi possivel observar
que as bactérias usaram a dextrana como fonte de carbono apenas com 48 h de incubagao,
consumindo 17,56 % do conteudo inicial desse carboidrato, por outro lado, em 24 h de
incubagao havia consumido 8 % dos glico-oligossacarideos.

A concentragdo de vitamina C reduziu no decorrer do processo fermentativo,
entretanto 37 % do contetdo total de vitamina C se encontravam no suco digerido e
fermentado durante 96 h.

A  multiplicagdo celular de Bifidibacterium infantis apresentou um
comportamento diferente dos outros micro-organismos estudados, pois o suco de caju ndo
prebidtico promoveu maior crescimento relativo (1,63). Diante dos resultados obtidos, ¢
possivel observar que essa espécie assimila melhor os agucares simples disponiveis no
suco, glicose e frutose, do que os demais ingredientes, glico-oligossacarideos e dextrana.

No entanto, a formulagdo 2 também estimulou a multiplicacdo das células de B.
infantis, com destaque para 96 h de fermentagcdo. Nesse tempo a populacdo bacteriana
aumentou em 50 %. De maneira geral, quando comparados ao outros probidticos em
estudo, a B. infantis apresentou crescimento menor frente a presenca de ingredientes
prebidticos sintetizados nos sucos, implicando que os oligossacarideos prebidticos e a
dextrana ndo sdo considerados os substratos ideais a serem metabolizados por essa espécie

de bifidobactéria. Entretanto, sdo consumidos mesmo em pequena concentracao.



Contudo, apesar dos oligossacarideos ndo serem consumidos durante todo o
processo fermentativo, esses ingredientes podem melhorar o ambiente intestinal e
influenciar na manutengdo da viabilidade dos microrganismos benéficos. Autores
confirmam que, o uso de ingredientes prebidticos como protetores de probioticos tem
recebido consideravel interesse (TERPOU et al., 2019).

De maneira geral, ¢ possivel observar que a dextrana apresenta efeitos
prebidticos (KOTHARI; DAS; PATEL, 2014), pois além de serem resistentes as condigdes
adversas do TGI, modulam a microbiota intestinal. Isso se deve possivelmente a estrutura
da dextrana, que € caracterizada por uma estrutura linear formada por residuos de glicose
ligados por a-1,6 com ramifica¢des ligadas a a-1,2, a-1,3 ou a-1,4. Portanto, as liga¢des a-
1,2 sdo representativas das propriedades prebidticas (BOUNAIX et al., 2009). Estudiosos
também reportaram que a dextrana favoreceu o crescimento de espécies de bifidobactérias e
lactobacilos em modelo de fermentacdo in vitro, confirmando seu efeito como potencial
prebiotico (KOTHARI; DAS; PATEL, 2014).

Os resultados obtidos nesse estudo estdo em conformidade com o descrito por
(LT et al, 2019). Esses autores relataram que glico-oligossacarideos produzidos por
glicosilagdo apresentaram caracteristicas prebidticas, pois estimularam o crescimento de
microrganismos probidticos do género Lactobacillus e Bifidobacterium, dentre eles o L.
casei. LEE et al. (2019) também relatou o crescimento de L. casei e bifidobactérias em
meios contendo glico-oligossacarideos produzidos por Leuconostoc lactis CCK940.

Os micro-organismo do género Bifidobacterium degradam agucares (hexoses)
através de uma via metabolica especifica, chamada de “bifid shunt”, onde a enzima
frutose-6-fosfocetolase exerce um papel importante e ¢ considerada um marcador
taxondmico desse género (POKUSAEVA; FITZGERALD; VAN SINDEREN, 2011).
Diante disso, ¢ interessante destacar que a B. breve e B. infantis podem metabolizar uma
ampla gama de agucares formados por o / B-glicose (MILANI et al., 2015), mondmeros que
compdem a estrutura dos oligossacarideos e dextrana.

Diante do exposto, foi possivel observar que a proliferacdo microbiana esta
ligada diretamente a composi¢cdo do meio onde o micro-organismo foi inoculado e cada
probidtico tem preferéncia por consumir determinado composto. Nesse estudo, o L. casei
usou preferencialmente dextrana como fonte de energia, a B. breve apresentou maior
afinidade e consumiu maiores porcentagens de oligossacarideos prebioticos e a B. infantis
consumiu pequenas quantidades desses prebioticos, dando preferéncia ao consumo de

acucares simples, como glicose e frutose.
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5.5.3 Crescimento de probioticos na ‘Formulagdo 3’

Os micro-organismos probidticos em estudo foram inoculados em outra
amostra, a formulagdo 3, a fim de simular e conhecer os processos fermentativos que
ocorrem no colon. A diferenca principal entre a formulacdo 2 e 3 foi a quantidade de
dextrana sintetizada e trata-se também de um suco prebiotico. Os resultados obtidos para o
crescimento celular do L. casei, B. breve e B. infantis na Formulagao 2, os valores de pH,
producao de acido latico e concentragao de glicose, frutose, glico-oligossacarideos,
dextrana e vitamina C estao disponiveis na Figura 7.

Ao avaliar o crescimento relativo do L. casei, pode-se observar que esse micro-
organismo apresentou menor multiplicagdo celular na Formulagdo 3, em comparagdo a
Formulacdo anteriormente discutida. Similar aos dados obtidos para o L. casei, o
crescimento da B. breve foi mais acentuado para a Formulagdo 2. Na Figura 7A, podemos
notar que houve um crescimento constante do L. casei, 0 mesmo atingiu o crescimento
maximo com 72 h de fermentacdo e se encontrou na fase estacionaria com 96 h, quando em
ambos os tempos apresentou crescimento celular referente a 62 %. Vale ressaltar que, os
valores de pH reduzem intensamente logo apds as primeiras 24 h de incubacdo e a
producdo de acido latico ¢ mais intensa nesse momento, onde foram produzidos 6,78 g/L
desse acido.

Na Figura 7B, ao passo que o L. casei consome glicose e frutose, essa bactéria
utiliza também os prebidticos como substrato. Nas primeiras 24 h houve consumo de todos
os constituintes estudados do suco digerido, e a partir de 48 h de fermentacdo o consumo
dos substratos e a redu¢do do conteido de vitamina C foram mais intensos que nas
primeiras horas do processo, exceto para os oligossacarideos que tiveram sua concentracao
reduzida principalmente no tempo de 96 h, quando foram consumidos aproximadamente
22 % do conteudo inicial. Os resultados inferem que o L. casei utiliza maiores quantidades
de dextrana para seu metabolismo celular, visto que, no final do processo 39,07 % da

dextrana foram consumidas.



Figura 7. Crescimento relativo de Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium infantis em suco de caju prebidtico sintetizado com agitagdo (Formulagdo
3), medidas de pH, producdo de acido latico (g/L) e concentracdo relativa (C/CO) de

glicose, frutose, glico-oligossacarideos, dextrana e vitamina C durante o processo

fermentativo.
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Os micro-organismos entéricos sdo capazes de produzir enzimas, como forma
de defesa as condi¢des adversas e o ambiente rico em bile. Essas enzimas hidrolisam os sais
biliares em dacidos biliares. O metabolismo desses acidos no intestino ¢ realizado por
algumas espécies, dentre elas as do género Lactobacillus e podem promover efeitos
benéficos ao hospedeiro (GIBSON et al., 2017). Estudos conduzidos em camundongos
demonstraram que a atividade da hidrolase do sal biliar pode reduzir o ganho de peso dos
animais, atua sobre o metabolismo lipidico, ritmo cardiaco periférico, sistema imunoldgico
e funcao de barreira intestinal (JOYCE; GAHAN, 2016).

Portanto, como os lactobacilos tem efeito no metabolismo dos acidos biliares,
isso confirma sua importancia na manutengdo do estado de saide do hospedeiro e o
possivel efeito dos prebidticos no metabolismo humano. Haja vista que, os prebioticos
favorecem o crescimento L. casei e consequentemente influenciam na composi¢do do
ambiente intestinal por meio da produg¢ao de metabolitos.

Analisando os resultados ilustrados na Figura 7C, nota-se que o maior
crescimento da B. breve se deu em 72 h de fermentagdo, porém a proliferacdo bacteriana
nao foi muito elevada, atingindo um valor maximo de 1,32, que corresponde ao aumento de
32 % das células dessa bifidobactéria. Os resultados da Figura 7D, refletem nos valores
obtidos na Figura 7C, o crescimento celular ndo atinge niveis elevados, porque o consumo
de substratos disponiveis ndo sdo altos o suficiente. Diferente do L. casei, a B. breve nao
assimila o conteudo total de frutose disponivel (cerca de 10 %) no suco digerido e a
concentracao de vitamina se mantém em 76 %. Com esse resultado de vitamina C residual,
pode-se inferir que a reducdo desse composto na incubagdo dos outros micro-organismos
pode ser explicada pelo consumo desse substrato como fonte de energia. Visto que, essas
amostras inoculadas com B. breve foram submetidas as mesmas condig¢des de temperatura e
tempo e ndo tiveram o conteido de vitamina C totalmente degradado. Alguns autores
afirmam que essa vitamina pode ser usada como substrato e melhorar a viabilidade de
Lactobacillus (OLIVARES et al., 2019).

Figura 7D, podemos concluir que o conteudo total de glicose foi consumido
pela bactéria. A concentracdo de glico-oligossacarideos e dextrana ao final do processo sdo
altos, foram consumidos um total de 14,50 g/L de oligossacarideos e 12,06 g/L de dextrana
durante as primeiras horas do processo fermentativo.

O crescimento da B. infantis pode ser observado na Figura 7E, nas primeira 24
h as células se multiplicam e aumentam em 20 %. Ao longo da fermentagdo a bactéria

continua a crescer, porém em niveis baixos, atingindo crescimento maximo de 31 % em 96



h de fermentacdo. Esse resultado reflete na produgdo de acido latico, que se torna mais
intensa nas primeiras horas de incubagdo, levando a producao de 3,80 g/L desse metabolito.

Os baixos valores de crescimento da B. infantis esta relacionado ao baixo
consumo dos substratos disponiveis. A Figura 7F mostra o consumo mais acentuado dos
componentes presentes na formula¢do durante as primeiras 24 h de incubagdo, exceto para
a frutose, que ndo teve seu conteudo total reduzido ao longo da fermentagdo. O consumo de
glicose e oligossacarideos prebidticos apresentaram perfis similares, a B. infantis consumiu
14,01 e 15,36 % dos componentes, respectivamente. Houve também uma redugdo de
14,72 % do conteudo total de vitamina C, ou seja, resultado semelhante ao encontrado nos
sucos incubados com B. breve, onde a concentragdo de vitamina C nao reduziu em niveis
altos.

Observando as formulagdes contendo prebioticos, € possivel observar que a B.
infantis consumiu uma concentracdo maior de dextrana da formulagdo 3, se destacando
também dentre os outros componentes encontrados na composi¢do do suco. O micro-
organismo consumiu cerca de 50 % do contetido inicial de dextrana disponivel no suco
digerido. Vale ressaltar, que mesmo em concentragdes baixas a B. infantis consumiu mais
oligossacarideos da formulagio 3 em comparacdo a formulagio 2. Os glico-
oligossacarideos e dextrana presentes na Formulagdao 3 foram sintetizados sob agitagao,
esse procedimento pode ter conduzido a formacdo de prebidticos de cadeia curta, que
facilitou a assimilacdo dos componentes pelo micro-organismo.

E importante salientar que, esse consumo de oligossacarideos durante a
fermentacdo pode se dar devido a presenca de proteinas enzimdticas na membrana ou
parede celular dessas bactérias acido-laticas. Essas proteinas desempenham um papel
importante na adesdo desses micro-organismos ao trato intestinal e sdo responsaveis pelo
catabolismo de agucares e pela degradacdo de varios carboidratos complexos (XU et al.,
2019; ZHANG et al.,, 2017). Contudo, algumas enzimas metabdlicas que atuam na
conversdao de oligossacarideos sdo intracelulares e podem limitar o metabolismo desses
carboidratos pelo transporte (GANZLE; FOLLADOR, 2012).

O conteudo génico do genoma de bifidobactérias pode refletir sua adaptacdo ao
trato gastrintestinal humano. Foi evidenciada a presenga de genes que codificam uma
variedade de enzimas modificadoras de carboidratos, como glicosilhidrolases,
hexosiltransferases, isomerase e fosfotransferases. A sequéncia do genoma da B. breve
codificou pelo menos uma cépia de um gene que caracterizam as seguintes enzimas: 4-alfa-

glucanotransferase, fructoquinase, galactoquinase, glicose-6-fosfato isomerase, alfa-
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glucosidase, beta-glucosidase, alfa-galactosidase, beta-galactosidase, com destaque para a
oligo-1,6-glucosidase e as a-glucosidases sdo as enzimas ativas que possivelmente atuam
nos glico-oligossacarideos. Essas enzimas atuam no metabolismo de carboidratos ¢ podem
estar relacionadas com o consumo de oligossacarideos durante a incubacdo dos sucos na

presenca de B. breve (POKUSAEVA; FITZGERALD; VAN SINDEREN, 2011).

5.5.4 Crescimento de probidticos na ‘Formulagao 4’

A formulagdo 4 foi elaborada visando atender os critérios para ser classificada
como uma bebida prebiodtica, bem como para auxiliar na comparagao de resultados obtidos
com a formulagdo 5, acrescida de Tagatose. O suco prebidtico foi diluido em suco nao
prebiotico, com isso a concentragdo dos compostos com propriedades funcionais se
encontram em quantidades reduzidas na formulag¢do. A Figura 8 fornece informagdes sobre
o crescimento dos probidticos em estudo, a producdo de acido latico, acompanhado das
medidas de pH e das concentracdes relativas dos compostos de interesse da formulagao
durante o processo fermentativo.

A densidade otica no suco fermentado aumenta com 24 h de incubacao,
mostrando que a fase de adaptacdo do L. casei ao meio nao foi muito extensa. No primeiro
tempo analisado, as células microbianas aumentaram em 28 %, entre 24 ¢ 48 h o
crescimento foi menos acentuado, possivelmente devido a um consumo menor de nutrientes
nesse tempo. O maior valor de crescimento relativo (1,50) se deu com 72 h de fermentagao,
o que corresponde a um aumento de 50 % da populagdo bacteriana. No entanto, com 96 h
cessou o crescimento celular. O pH do meio apresentava caracteristica acida, com medida
valores de pH igual a 3,89. Essas condi¢des adversas do meio s3o decorrentes da producao
de metabdlitos provenientes do crescimento, como o acido latico, que ao final do processo
encontrava-se no suco numa concentracao de 6,24 g/L.

No inicio do processo fermentativo o L. casei consumiu preferencialmente os
acucares simples, glicose e frutose, conforme indicado na Figura 8B. A partir de 48 h esse
micro-organismo reduziu o consumo de frutose e os resultados evidenciaram a preferéncia
desse microrganismo por dextrana, pois a degradagdo desse carboidrato foi observada com
48h de reacdo (3,76 %), ou seja, antes do consumo de oligossacarideos prebidticos que
ocorreu com 96 h (6,99 %). O consumo final de dextrana da Formulagao 4 foi cerca de 20%
ao final do processo fermentativo. Os resultados de concentracdo relativa estdo condizentes

com o exposto na Figura 8A, dado que com 72 h de incubagdo houve maior crescimento
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microbiano e aliado a isso observa-se que houve maior consumo dos substratos disponiveis

no suco digerido.

Figura 8. Crescimento relativo de Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium infantis em suco de caju elaborado com 1/3 de suco prebiodtico e 2/3 de
suco nao prebiodtico (Formulagdo 4), medidas de pH, producdo de acido latico (g/L) e
concentracao relativa (C/C0O) de glicose, frutose, glico-oligossacarideos, dextrana e

vitamina C durante o processo fermentativo.
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Além disso, o contetdo de vitamina C reduziu com 24 h de experimento,
encontrando-se disponivel 69 % do contetido inicial e com 72 h esse composto estava
ausente na formulacdo. Alguns autores reforcam que, vitaminas sao componentes que
atuam promovendo o crescimento de micro-organismos probidticos (TERPOU et al., 2019).
Assim, os resultados obtidos nesse estudo sugerem que, existe uma interagdo positiva entre
a microbiota intestinal e a vitamina C bioacessivel.

Para avaliar o efeito bifidogénico dos prebidticos presentes no suco, o
crescimento da B. breve também foi avaliado, os resultados estao ilustrados na Figura 8C.
O resultado de crescimento sugere que essa bactéria apresentou uma maior fase lag, onde
ndo houve multiplicagdo celular, mas houve consumo de ingredientes disponiveis no meio,
mesmo em baixas concentragdes. Semelhante a maioria dos casos estudados, o crescimento
microbiano se destacou com 72 h de fermentacdo, quando a B. breve cresceu 16 %.

De acordo com a Figura 8D, a glicose foi totalmente consumida em 48 h de
processo. E possivel observar que esse micro-organismo consome todos os ingredientes
simultaneamente. Diferente das formula¢des anteriormente descritas, Na formulacao 4, a B.
breve a concentracdo relativa dos oligossacarideos ao longo da fermentagcdo foram maiores
que a concentracao de dextrana, ou seja, nesse meio a B. breve consumiu preferencialmente
a dextrana. Esses carboidratos com fung¢do prebiotica foram utilizados como substrato até
72 h de fermentagdo, sendo consumidos 26,99 e 51,92 g/L de oligossacarideos prebidticos e
dextrana, respectivamente. A vitamina C foi totalmente degradada ou consumida em 72 h
de incubagdo, nesse mesmo tempo houve maior consumo de todos os constituintes do suco.
Essa redugdo também pode ser explicada pelo fato da formulagdo 4 ter sido preparada com
2/3 de suco ndo prebidtico, dessa forma a quantidade de dextrana e oligossacarideos no
suco era reduzida, podendo afetar o possivel efeito protetor oferecido por esses ingredientes
e permitindo o uso da vitamina C no metabolismo e atividade da B. breve.

Ao avaliar a Figura 8E, de forma geral, pode-se verificar que a B. infantis nao
obteve uma boa adaptagdao ao meio, pois seu crescimento ocorreu apds 72 h de incubagdo e
aumentou 28 % do nimero inicial de células. Os valores de pH reduziram lentamente ao
longo do tempo, bem como a producdo de 4cido latico foi aumentando gradativamente, até
atingir 2,35 g/L no final do processo.

Na Figura 8F, conseguimos verificar que o consumo dos substratos nas
primeiras 24 h ¢ reduzido, confirmando a auséncia de crescimento microbiano nesse tempo
de incubagdo. A glicose ¢ consumida lentamente ao longo do processo e tem 85 % do seu

contetido consumido com 96 h de fermentacao, contudo a redugdo mais acentuada se deu a
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partir de 72 h. A concentragdo de frutose reduziu pela metade no final do processo
fermentativo. Com relacdo aos prebidticos, os glico-oligossacarideos foram consumidos
pela B. infantis no tempo 48h, onde foram metabolizados 10 % do contetdo inicial desses
ingredientes alimentares. Para a dextrana, os resultados mostraram um maior destaque, pois
com 48 e 72 h apresentaram menor concentragao relativa dentre os componentes estudados,
mostrando um consumo de 15,84 e 24,53 %, respectivamente. Assim, no final do processo
41,56 % da dextrana foram utilizados como substrato pela B. infantis. Por outro lado, a
concentracao de vitamina C na formulagdo teve uma lenta reducao no inicio do processo e

com 72 h ndo havia mais a presenca desse composto na formulagdo.

5.5.5 Crescimento de probiéticos na ‘Formulagdo 5’

A tagatose ¢ um adogante, conhecido por suas propriedades prebidticas. A
presenca desse agucar raro desempenha um papel importante na microbiota humana. Diante
disso, a Tagatose se encontra presente nessa formulagao e os resultados de crescimento dos
micro-organismos probioticos, producdo de acido latico, pH e concentragdo de substratos e
da vitamina C estdo expostos na Figura 9.

Analisando a Figura 9A, pode-se notar que a tagatose possibilitou um ambiente
mais propicio ao crescimento do L. casei, em comparagdo aos resultados obtidos com a
formulacdo 4. Os maiores valores de crescimento relativo se deram com 72 h de
fermentagdo (65 %), sendo que, em todos os tempos a formulacdo 5 favoreceu um
crescimento igual ou maior que os sucos elaborados sem a tagatose. E importante salientar
que, em 24 h de incubagdo o L. casei apresentou um crescimento acentuado, onde a
multiplicagdo celular foi de 50 %.

O perfil de crescimento desse micro-organismo na formulacdo 5 ¢ caracteristico
da presenga de varios substratos no meio, primeiramente o L. casei consumiu um tipo de
composto, se multiplicou, em seguida apresentou um crescimento retardado e comecou a
utilizar outra fonte de energia para seu metabolismo, como por exemplo a Tagatose.
Autores relatam que, no intestino grosso, a d-tagatose ¢ catabolizada pelo Lactobacillus
casei, por meio da via tagatose-6-fosfato, uma via do metabolismo da galactose (ROY et

al., 2018).



Figura 9. Crescimento relativo de Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium infantis em suco de caju elaborado com 1/3 de suco prebiodtico e 2/3 de
suco ndo prebiotico (Formulagdo 4) e adicionado de tagatose (1 % p/v), medidas de pH,
producao de acido latico (g/L) e concentragdo relativa (C/CO0) de glicose, frutose, glico-

oligossacarideos, dextrana e vitamina C durante o processo fermentativo.
Lactobacillus casei

2,0 8

—a— ABS —A— pH —— Acido l&tico(g/L
A) 1,9 P o] 17 B) 1,04
S 1.8+ r
@ L ~ 084
2 171 6 5 08
- r o [&]
2 16- Ls o e
[4a] ) [v] @
< o> 2 06+
o 159 N i, kel
£ 5 o
& 1,44 r = Q
e L3 & 3. 041
2 134 8] @
@ 1 [, @ I
£ 1.2+ r2 8 024
b 1 S 7 |[m-cieose
§ 119 L1 (ST [y
&) 1 i
101 0,0 -0k
FO ——Ta
097 ; ; ; . — : ; . .
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tempo (h) Tempo (h)

Bifidobacterium breve

~
[=]
o

| —m— ABS —&— pH —e— Acido latico |
C) ] D) 1o
L7
g 1,8 .
g 1,74 r . g 0,84
8 164 L5 T =
< > Z 064
o 154 =3 ©
= r4 o @
= o -
% 1,44 i o S 04
—- 1 L —3 oo 44
g 1,34 \! : ,§ )
g g g
2 42 2 C S 02
5 c —B—Glicose
3 1.1 8 —e—Frtose
5 -1 —h—\itamina C|
1,04 '/’—’_’_*\._—' 004770
i = Dext
0 ——Tag
019 T T T T T T T T T L T T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tempo (h) Tempo (h)
Bifidobacterium infantis
E 2,0 8
[—m— ABS —+— pH —e— Acido latico F)
1,94 1,0
’ L7
g 1’8i
2 174 -6 T gc\ 0,8
Pl I3 ]
@ 16 L5 > =
< g 2 06+
5 154 g £
e 4= o
T 1,44 = s
g ] ., 8 R 04-
g 13- g g
g = k=
£ 124 L2 § 02-
b1 5 —&—Glicose
1] 1,14 L4 3 —e—Frutose
(] ».
1,07‘ o 0,0
0 24 48 72 96 0 24 48 72 9
Tempo (h) Tempo (h)

Nas primeiras horas de fermentacao, a glicose, frutose e dextrana apresentaram
concentracdes relativas similares, entre 86 ¢ 89 %. Por outro lado, houve consumo minimo

de glico-oligossacarideos e tagatose. O consumo relativo da dextrana foi similar ao da
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glicose at¢ 48 h de reagdo, apos isso a glicose foi totalmente consumida, enquanto
aproximadamente 30% do contetido de dextrana foi consumido. Em vista do exposto, ¢
sugerido que essa bactéria apresenta maior afinidade pela dextrana, pois seu consumo
recebeu destaque na maioria das amostras.

No tempo de 72h, houve um maior consumo de frutose e o L. casei metabolizou
quantidades maiores de Tagatose (aproximadamente 15%). E importante enfatizar que, o
crescimento da L. casei na formulacao 5, pode ter sido influenciado pela adi¢do desse
adogante no suco. Isso pode ser confirmado pelo menor consumo de oligossacarideos
prebidticos e dextrana, quando comparada a formulacdo 4. Além disso, nesse tempo de
fermentagdo o crescimento microbiano foi favorecido pelo consumo da tagatose, tendo em
vista que ndo houve hidrélise dos oligossacarideos prebiodticos nesse periodo e a quantidade
de dextrana consumida entre 48 ¢ 72 h foi minima, aproximadamente 2,5 % da
concentragao inicial.

Com relagdo a vitamina C, esse composto teve seu conteudo reduzido nas
primeiras 24 h (concentragdo relativa 77%) e depois foi totalmente degradado apds 72 h de
incubacao.

A avaliacdo do crescimento de B. breve na formulagdo 5 indicou que a adi¢ao
de tagatose apresenta um efeito pronunciado na proliferacdo desse probiodtico. Foram
verificados maiores valores de crescimento em 72 h de processo, alcangando valores de
1,42, enquanto a formulagdo 4 apresentou valor de 1,16. O perfil de crescimento do L. casei
e da B. breve se assemelha, devido ao crescimento acentuado em 24h, inibi¢do da sintese
celular e em 72 h ocorre novamente a proliferacdo dos micro-organismos. A producao de
acido latico e os valores de pH seguem a mesma discussao dos itens anteriores.

Para entender o perfil de crescimento da B. breve deve-se observar a Figura 9D,
onde estdo dispostos as concentragdes relativas dos ingredientes presentes no suco digerido.
E possivel observar que o contetido de vitamina C foi totalmente consumido ou degradado
durante as primeiras 24 h de fermentacdo e a glicose com 48h. Por outro lado, a frutose
comegou a ser consideravelmente consumida a partir de 24 h. Com rela¢do aos compostos
com propriedades prebidticas, 8,33 % dos oligossacarideos foram consumidos em 24h,
depois somente com 72 h foram consumidos novamente (consumo total de 9,85 %).
Entretanto, a dextrana foi metabolizada pela B. breve somente a partir de 72 h, quando foi
consumido 10,53 % do contetido inicial, atingindo um consumo méaximo no final do
processo de 13,16%. Diante do exposto, ¢ importante ressaltar a importancia da Tagatose

nas formulagdes, pois ao comparar as formulagdes 4 ¢ 5, ¢ notério o consumo de mais
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ingredientes no suco sem adi¢do da Tagatose. Dessa forma, a presenga de outro carboidrato
no meio, como a tagatose, favoreceu maior crescimento microbiano, mesmo com um
consumo reduzido dos outros ingredientes pelos probidticos.

O consumo desse adocgante se deu até 72 h de incubagao, concluindo o processo
com 86 % do conteudo inicial de tagatose. Esse resultado ¢ consistente com os dados de
crescimento relativo e consumo dos outros componentes presentes na amostra,
evidenciando a capacidade da B. breve metabolizar a tagatose (aproximadamente 14 %),
estimulando a multiplicacao celular.

Avaliando a Figura 9E, podemos observar que o crescimento da B. infantis tem
inicio em 72h de fermentacdo (19 %), continuando o crescimento no tempo de 96h (28 %),
quando o consumo de tagatose foi intenso. Em contrapartida o crescimento da formulagado 4
teve inicio apds 72 h. As 2 formulagdes apresentavam a mesma composi¢ao, exceto pela
adi¢do de tagatose na ultima. Contudo, esse crescimento antecipado pode ter ocorrido
devido ao consumo de tagatose pelo micro-organismo e favorecimento da multiplicacao
celular.

Com base nos resultados de concentragdo relativa dispostos na Figura 9F,
podemos observar que a B. infantis ndo utilizou os oligossacarideos como substrato para
sua reproducdo. O consumo de agucares simples se deu principalmente com 72 ¢ 96 h de
fermentacdo. A dextrana foi consumida nas primeiras 24 h, aproximadamente 13% do
conteudo inicial, em seguida foi utilizada pelo micro-organismo apenas em 72 h de
incubacdo, apresentando um consumo maximo de 27,26 %.

E possivel observar que a B. infantis se destacou frente aos outros micro-
organismos em relacdo a utilizacdo da tagatose como substrato, esse agiicar foi consumido
lentamente durante o processo e no final do processo apresentou uma reducdo de 27,05 %
do conteudo inicial, inferindo que este aglicar raro ¢ um bom ingrediente prebidtico para
essa bactéria.

LIANG et al. (2019) relataram que o consumo da tagatose permite restaurar a
diversidade da microbiota intestinal e melhora a composi¢do da microbiota. Afirmam
também que esse adogante pode ser utilizado pela microflora intestinal para aumentar a
concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (SCFAs), reduzindo o pH intestinal e
tornando o ambiente intestinal mais harmonioso.

A tagatose, como ingrediente prebidticos, promove a sobrevivéncia de
probidticos do grupo Lactobacillus casei (RAD et al., 2018). Estudiosos afirmam o efeito

benéficos oferecidos pela ingestdo desse adocante, além disso, descrevem a habilidade da
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tagatose afetar positivamente a microbiota intestinal dos consumidores (GUERRERO-
WYSS; DURAN AGUERO; ANGARITA DAVILA, 2018). Assim, os resultados
evidenciaram o potencial desse acucar raro de ocasionar mudangas benéficas no

crescimento dos probidticos em estudo.

6 CONCLUSOES

O presente estudo confirmou as propriedades prebioticas dos sucos contendo
glico-oligossacarideos, dextrana e tagatose. Esses ingredientes se mostraram resistentes as
condi¢des do TGI e atingiram a parte final do processo digestivo, onde cada micro-
organismo em estudo apresentou um perfil de crescimento diferente, frente aos substratos
com propriedades prebidticas estudados.

Foi demonstrado que todos os probioticos avaliados consumiram a tagatose,
com destaque para a Bifidobacterium infantis. Tanto o Lactobacillus casei quanto a
Bifidobacterium breve, consumiram concentragdes satisfatorias de oligossacarideos
prebidticos e dextrana. No entanto, o L. casei mostrou uma preferéncia pela dextrana e a B.
breve apresentou maior afinidade pelos glico-oligossacarideos. E importante ressaltar que
os dados obtidos nesse estudo, permitem concluir que a Formulagdo 2 estimulou maior
crescimento dos probioticos, exceto para a B. infantis.

Os sucos prebidticos melhoraram a bioacessibilidade da vitamina C, devido ao
efeito protetor observado dos ingredientes prebidticos sobre esse composto bioativo. E
valido ressaltar a interagdo positiva da vitamina C com a microbiota intestinal, esse estudo
sugere que essa vitamina pode se apresentar como substrato favorecendo o crescimento das
bactérias probidticas estudadas.

Por fim, os sucos de caju prebidticos sintetizados nesse trabalho apresentaram-
se como potenciais alimentos funcionais, visto que a variedade e as concentracdes dos
componentes prebidticos presentes nos sucos estimularam o crescimento dos micro-

organismos intestinais avaliados.
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