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RESUMO

Diante dos diversos beneficios a saude que o consumo regular de alimentos
funcionais proporciona, a demanda por alimentos prebidticos vem crescendo nos
ultimos anos e com ela, as pesquisas envolvendo este produto. O presente estudo
obteve sucos de acerola prebidticos sintetizando glico-oligossacarideos e dextrana
diretamente no suco usando glicose, frutose e sacarose como substrato. A sintese
de glico-oligossacarideos e dextrana foi realizada pela enzima dextrana-sacarase
(30 °C/ 6 h/100 rpm). Os sucos prebidticos foram processados por ultrassom de alta
intensidade (500 W, 2 min, 6 min e 10 min) para avaliar seus efeitos no metabolismo
do probiotico. Foram realizadas digestdes in vitro (37 ° C/6 h/150 rpm) para avaliar a
bioacessibilidade dos compostos bioativos e a resisténcia dos ingredientes
prebioticos as condigbes gastrointestinais. Os efeitos dos glico-oligossacarideos e
da dextrana foram avaliados na cepa probidtica Lacticaseibacillus casei (37 °C/ 24 h/
150 rpm /pH 7). Este estudo gerou o conhecimento necessario para indicar o suco
de acerola contendo glico-oligossacarideos e dextrana como um possivel prebidtico.
Os (glico-oligossacarideos e dextrana resistiram as condigdes gastrointestinais
simuladas, enquanto os compostos bioacessiveis, vitamina C e compostos fendlicos,
aumentaram suas concentragdes ao final da digestao in vitro. O processamento por
ultrassom de alta intensidade aumentou a concentragdao de glico-oligossacarideos
em detrimento da dextrana. O processamento por ultrassom também aumento a
concentragéo de vitamina C e compostos fendlicos. Os carboidratos, pos digestao in
vitro, foram usados como substratos pela bactéria probiotica, Lacticaseibacillus casei.
O probidtico apresentou alto consumo de glico-oligossacarideos e dextrana,
diferentes perfis de multiplicagcado de células viaveis e producédo de acidos organicos
e acidos graxos de cadeia curta com base nas fontes de carbono disponiveis para
consumo. Além disso, o processamento de ultrassom causou mudangas fisico-
estruturais na dextrana, o que aumentou sua fermentabilidade. O suco contendo
glico-oligossacarideos e dextrana processado por ultrassom por 6 minutos provocou
as melhores respostas ao metabolismo do Lacticaseibacillus casei.

Palavras-chave: ultrassom de alta intensidade; glico-oligossacarideos; dextrana;

Lacticaseibacillus casei.



ABSTRACT

Given the health benefits that the regular consumption of functional foods provides,
the demand for prebiotic foods has been growing in and with it, research involving
this product. The present study obtained a prebiotic acerola juice by synthesizing
oligosaccharides directly into the juice using sugars as substrate. The gluco-
oligosaccharides and dextran synthesis were carried out by dextransucrase enzyme
(30 °C / 6 h / 100 rpm). The prebiotic juices were processed by high-intensity
ultrasound (500 K / 2 min, 6 min and 10 min) to evaluate their effects on probiotic's
growth. In vitro digestion was performed (37 °C / 6 h / 150 rpm) to evaluate the
bioaccessibility of bioactive compounds and the prebiotic effect on the growth of the
probiotic strain Lacticaseibacillus casei (37 °C /24 h /150 rpm / pH 7). The gluco-
oligosaccharides and dextran resisted the simulated gastrointestinal conditions, while
the bioaccessible compounds, vitamin C and phenolic compounds, increased their
concentrations at the end of in vitro digestion. High-intensity ultrasound processing
increased the concentration of gluco-oligosaccharides at the expense of dextran.
Ultrasound processing also increases the concentration of vitamin C and phenolic
compounds. Carbohydrates, after in vitro digestion, were used as substrates by the
probiotic bacteria, Lacticaseibacillus casei. The probiotic showed high consumption
of gluco-oligosaccharides and dextran, different profiles of viable cell multiplication
and production of organic acids and short-chain fatty acids based on carbon sources
available for consumption. In addition, ultrasound processing caused physico-
structural changes in dextran, which increased its fermentability. The juice containing
gluco-oligosaccharides and dextran processed by ultrasound for 6 minutes caused

the best responses to the metabolism of Lacticaseibacillus casei.

Keywords: high-intensity ultrasound; gluco-oligosaccharides; dextran;

Lacticaseibacillus casei
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1 INTRODUGAO

A inovacdo na industria de alimentos esta focada em abordagens
cientificas e técnicas no processamento de alimentos, juntamente com a introdugao
de novos alimentos funcionais (HURTADO-ROMERO et al., 2020). Os alimentos
funcionais sao alimentos que apresentam propriedades benéficas ao organismo,
além das nutricionais basicas do alimento. Os prebidticos sao substratos que sao
utilizados seletivamente por alguns microrganismos, conferindo beneficios a saude
do hospedeiro (GIBSON et al., 2017).

Os prebidticos apos ingeridos sédo direcionados ao intestino e devem
resistir a digestdo, incluindo o baixo pH do estdmago, hidrdlise por enzimas
intestinais e absorg¢ao gastrointestinal (GIBSON et al., 2017). Os prebidticos podem
ser consumidos como suplementos ou incorporados como ingredientes funcionais
em muitos tipos de produtos alimenticios, incluindo leites e sucos de frutas. Em
termos de producado, esses prebidticos sao obtidos por extracdo de plantas; por
hidrolise enzimatica ou quimica de polissacarideos vegetais; ou por sintese
enzimatica usando dissacarideos ou outros substratos (CUNNINGHAM et al., 2021).
Diante dos diversos beneficios a saude que o consumo regular de alimentos
funcionais proporciona, a demanda por alimentos prebidticos vem crescendo nos
ultimos anos e com ela, as pesquisas envolvendo este produto.

A enzima dextrana-sacarase (E.C.2.4.1.5) de Leuconostoc mesenteroides
B-512 é uma glicosiltransferase tradicionalmente aplicada para produzir dextrana em
um meio contendo apenas sacarose como fonte de carbono. Quando, além da
sacarose, outro carboidrato também esta presente no meio reacional, as unidades
de glicose se desviam da cadeia de dextrana e sao transferidas por transglicosilagcao
para uma molécula aceitadora, e assim, os oligossacarideos prebidticos sao
sintetizados (ARAUJO et al., 2015).

Porém, os beneficios a saude dependem da maneira de como sao
metabolizados, e as analises envolvendo a bioacessibilidade sao essenciais para
validar a maioria das alegagdes a saude alimentar (CAICEDO-LOPEZ et al., 2019).
Modelos de digestédo in vitro constituem um campo de pesquisa que vem mostrando
grande promessa em facilitar o desenvolvimento de alimentos e formulacbes orais
com base na melhor compreensao dos seus efeitos a microbiota intestinal (SHANI-
LEVI et al., 2017).
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A definicho de probidticos estabelece a necessidade de os
microrganismos estarem vivos apés a ingestao (sobreviver ao trato gastrointestinal e
colonizar o cdlon). O género Lacticaseibacillus esta entre os microrganismos
probidticos mais estudados devido ao seu potencial comercial, industrial e aplicado a
saude. Comercialmente, eles sdo usados para fermentar laticinios, geralmente
produzindo alimentos com melhor sabor e textura. Também foi encontrado que eles
produzem muitos metabdlitos bioativos que podem conferir beneficios ao hospedeiro
quando consumidos, seu poder probidtico (HILL et al., 2018).

Nosso grupo investigou o metabolismo do Bifidobacterium e
Lacticaseibacillus em sucos prebioticos de diferentes matrizes contendo glico-
oligossacarideos e dextrana, e demostraram a estimulacdo do metabolismo dos
probidticos (FONTES et al., 2015; LEITE et al., 2021; VERGARA et al., 2010). LEITE
et al. (2021) mostraram que glico-ligossacarideos, dextrana e tagatose foram
resistentes as condi¢cdes gastrointestinais simuladas e estimularam o metabolismo
das cepas probidticas em sistema estatico sem o controle de pH e agitagdo. Porém,
cada microrganismo teve um comportamento diferente e preferencias no consumo
de carboidratos. Lacticaseibacillus casei apresentou taxas maximas de multiplicagao
de células associadas a altas taxas de consumo de dextrana e oligossacarideos.

Os sucos de frutas sado naturais, apresentam um alto valor nutricional e
diversos sabores, desta forma, € um produto que abrange um amplo grupo de
consumidores (YILDIZ, 2019). A acerola (Malpighia glabra L.) é uma espécie nativa
da Ameérica tropical e € considerada um fruto funcional devido ao seu alto teor de
vitamina C e a presenca de outros compostos bioativos como compostos fendlicos
(HORTA et al., 2016).

Recentemente, o ultrassom tem sido estudado na modificagdo das
propriedades funcionais e fisico-quimicas de alguns compostos, 0 que pode
potencialmente aumentar seu potencial prebidtico. Em um estudo recente, avaliou-se
o efeito da extracdo de frutanos de cadeia longa. Os resultados mostraram que os
frutanos semelhantes a inulina podem ser obtidos com um grau de polimerizagao
entre 32 e 42. Além disso, os compostos extraidos foram incubados com algumas
cepas probiodticas de Bifidobacterium e Lacticaseibacillus , onde foi observado que a
proliferagdo de ambas as cepas bacterianas (ZEAITER et al., 2019). No entanto, os
estudos sobre o efeito de alimentos prebidticos processados por ultrassom sobre a

sua fermentabilidade por probidticos, ainda sao subestimados e escassos



16

(CANTU-JUNGLES et al., 2021; SILVA et al., 2020).
Este estudo teve como objetivo investigar o efeito do suco de acerola
processado por ultrassom de alta intensidade contendo glico-oligossacarideos e

dextrana, pos a digestéo in vitro, no metabolismo do Lacticaseibacillus casei.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Oligossacarideos prebioticos

Os alimentos funcionais estdo se tornando mais relevantes devido a uma
demanda crescente derivada do aumento dos custos dos cuidados a saude, o
aumento constante da expectativa de vida e o desejo de um melhor bem-estar fisico
e mental (HURTADO-ROMERO et al., 2020). De acordo com o Functional Food
Center, alimentos funcionais sdo definidos como alimentos naturais ou processados
que contém compostos biologicamente ativos e fornecem um beneficio para a saude
clinicamente comprovado e documentado para a prevencéo, gestdo ou tratamento
de doencas crénicas (MARTIROSYAN; SINGH, 2015).

Esses alimentos podem ser consumidos em dietas convencionais e
demonstram a aptiddo para regular as fungdes corporais de forma a auxiliar na
protecdo contra algumas doengas como hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose
e coronariopatias ( MANACH et al., 2017).

Nos ultimos anos houve um consideravel aumento no numero de
publicagdes a respeito de alimentos funcionais e espera-se que o mercado global de
prebidticos cresca cerca de 12,7% até 2025, obtendo um lucro de aproximadamente
U $ 10,55 bilndes (CEZAR et al., 2018). Neste campo de pesquisa, os
oligossacarideos prebiodticos tém sido cada vez mais estudados como alimentos
funcionais, e por isso, esforcos de pesquisa significativas estdo atualmente se
concentrando na busca, produgdo ou sintese de ingredientes com potencial
prebidtico.

Os prebidticos sado definidos como substratos utilizados seletivamente
pelos microrganismos do hospedeiro, resultando em beneficios para a saude
metabdlica, sistema gastrointestinal, saude 6ssea e saude mental. Algumas fibras
dietéticas, especialmente oligossacarideos sdo bem reconhecidas na literatura como
prebioticos (GIBSON et al., 2017). Prebidticos fazem parte da tendéncia de
alimentos funcionais com novos nutrientes ou componentes adicionais que ndo sao
normalmente encontrados em um alimento especifico (rotulados como “produtos
enriquecidos”). Inulina, fruto-oligossacarideos (FOS), galacto-oligossacarideos
(GOS) e xilo-oligossacarideos (XOS) séo os prebioticos a base de carboidratos mais
estudados e bem estabelecidos (ZHONG et al., 2020).
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Os prebidticos exercem um impacto positivo na saude por meio de
mecanismos especificos que consistem principalmente na fermentagao do substrato
no colon e alteragbes na microbiota intestinal relacionadas a esse processo.
Mecanismos importantes sdo: (i) a competicdo de microrganismos intestinais por
prebidticos, resultando na colonizacao seletiva de bactérias benéficas e na exclusao
de patdgenos em células epiteliais intestinais; (ii) a produgédo de acidos graxos de
cadeia curta (SCFAs); e (iii) a modulagdo da resposta imune, potencializando a
funcdo de barreira intestinal (GIBSON et al., 2017; HURTADO-ROMERO et al.,
2020).

Os beneficios para a saude associados a esses mecanismos sao bem
documentados em varios estudos, sugerindo que a ingestao de prebidticos pode
aumentar a biodisponibilidade e a absor¢dao de minerais, reduzir a inflamagao e os
sintomas associados a disturbios gastrointestinais, reduzir a prevaléncia e a duragao
da diarreia infecciosa e associada a antibidticos e até mesmo prevenir o Cancer de
célon. Além disso, os prebidticos tém mostrado potenciais efeitos terapéuticos contra
a obesidade e disturbios metabdlicos relacionados, além de uma fungéo imunoldgica
melhorada por meio da regulagao da expresséao de citocinas (SHOKRYAZDAN et al.,
2017).

Os prebidticos sao utilizados em diversas formulagdes de alimentos, como
bebidas, panificacdo, carnes e laticinios, para potencializar seu potencial saudavel
ou para melhorar suas propriedades tecnoldgicas. Eles melhoram as caracteristicas
sensoriais, como o frescor, e fornecem uma composi¢gao nutricional mais bem
balanceada porque séo frequentemente usados como fibra alimentar e adicionados
como um ingrediente de volume de baixo teor energético (FERREIRA-LAZARTE et
al., 2019).

Em termos de producgdo, esses prebidticos sdo obtidos por extracdo de
plantas; por hidrolise enzimatica ou quimica de polissacarideos vegetais; ou por
sintese enzimatica usando dissacarideos ou outros substratos (CUNNINGHAM et
al., 2021). As enzimas mais utilizadas s&o as hidrolases de glicosideos,
glicosiltransferases e transglicosilases. A enzima dextrana-sacarase (E.C.2.4.1.5) de
Leuconostoc mesenteroides B-512 é uma glicosiltransferase tradicionalmente
aplicada para produzir dextrana em um meio contendo apenas sacarose como fonte
de carbono. Quando, além da sacarose, outro carboidrato também esta presente no

meio reacional, as unidades de glicose se desviam da cadeia de dextrana e sao
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transferidas por transglicosilagdo para uma molécula receptora. Essa reagdo é
chamada de reacdo do aceptor e o principal aceptor estudado para a dextrana-
sacarase € a maltose, que forma isomalto-oligossacarideos com um grau de
polimerizacdo de 1 a 10 (ARAUJO et al., 2015; HEINCKE et al., 1999). A figura 1

esquematiza a reacao catalisada pela enzima dextrana-sacarase.

Figura 1. Mecanismo de sintese de dextrana e reagcdo do aceptor da

dextrana-sacarase.

Sacarose .‘{[D sitio de llgagau da sacarose frutose

grupns

| @-@i_}@ @-9 :@ @5 :@
T elub€r s

ace ptor
d—o aceptor

s T%i @ @ 2 E @_,9

produto do aceptor

Fonte: Adaptado de PLOU et al. (2002).

Diante dos efeitos benéficos apresentados pelos alimentos funcionais, a
busca por alimentos adicionados de prebidticos vem crescendo, e com ela, as
pesquisas envolvendo o assunto. Recentemente, o foco vem sendo em veiculos
alternativos ao leite para oligossacarideos prebidticos, tais como, os sucos de frutas
(ALMEIDA et al., 2015; COELHO et al., 2015).

Atualmente, os oligossacarideos prebidticos sado incorporados, em sua
maioria, em produtos lacteos. No entanto, alguns consumidores evitam produtos
lacteos devido a alergia ao leite, intolerancia a lactose ou vegetarianismo. Por outro
lado, o consumo de sucos de frutas vem aumentando devido ao seu valor nutricional
e diversidade de sabores (ALVES FILHO et al., 2018; YILDIZ, 2019). Os sucos de

frutas sdo caracterizados pelo alto conteudo de compostos bioativos, especialmente
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polifendis (principalmente flavonoides e acidos fendlicos) (NOWAK et al., 2018). A
insercdo de compostos prebidticos como fibra alimentar soluvel tem sido relatada
como uma forma de melhorar os efeitos benéficos dos sucos de frutas para a saude
humana (COELHO et al., 2015; RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2009; VERGARA
et al., 2010).

Foi evidenciado em um trabalho do nosso grupo que o uso do suco de
acerola (adicionado de agucares externos e pH ajustado para 5,2) como substrato
para a sintese de oligossacarideos prebioticos através da enzima dextrana-sacarase
€ uma boa alternativa, pois foi encontrada alta conversdo de agucar em
oligossacarideos (>80%), oligossacarideos com alto grau de polimerizagéo e baixo
rendimento de dextrana (ARAUJO et al. 2015).

Durante a sintese de oligossacarideos com dextrana-sacarase pela
reacdo do aceptor, a formacdo de dextrana é minimizada, mas nao evitada. A
dextrana pode ser utilizada como espessante de alimentos e também pode ser
atraente também como um suplemento funcional com efeitos benéficos para a
saude. A dextrana pode desempenhar um papel como prebidtico, mas as
informagdes ainda ndo sdo conclusivas. Além disso, pouco se sabe sobre a
capacidade da dextrana em promover o metabolismo de bactérias intestinais que
produzem acidos graxos de cadeia curta, como acetato, propionato e butirato
(AMARETTI et al., 2020).

Os prebiodticos sao caracterizados pela resisténcia a digestdo e as
condigbes acidas do trato gastrointestinal e a capacidade de atingir o célon sem

alteracdo em sua estrutura fisica.

2.2 Suco de acerola como um alimento funcional

Malpighia glabra, popularmente chamada de “acerola” no Brasil, € uma
espécie nativa da América tropical. A acerola é considerada um fruto funcional
devido ao seu alto teor de vitamina C ou acido ascérbico (2.000 a 3.000 mg/100g de
suco). Entretanto, além da vitamina C, a acerola apresenta outros compostos
quimicos com potencial benéfico a saude, entre eles tiamina, riboflavina, niacina,
fibras, minerais, carotenoides, flavondides e antocianinas. As quantidades desses
compostos dependem das cultivares, das condi¢cdes ambientais e do estadio de
maturacéo das frutas (HORTA et al., 2016; SERAGLIO et al., 2018). O Brasil é
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pioneiro na comercializagdo e exportagdo de produtos processados a partir de
acerola, como frutas congeladas, suco, melados, concentrado congelado, geleia e
licor (DELVA; SCHNEIDER, 2013).

O &acido ascérbico € um potente composto bioativo antioxidante presente
naturalmente em alimentos de origem vegetal, em especial, na acerola. O ser
humano € incapaz de produzir acido ascoérbico, pois ndo possui a enzima L-glucono-
1,4-lactona, devendo-se adquirir esse composto através da alimentacéo,
principalmente de vegetais. A Food and Agriculture Organization (FAO, 2001)
determina que a recomendacao de ingestdo diaria de vitamina C adequada & 90
mg/dia para homens e 75 mg/dia para mulheres (BELWAL et al., 2018). A vitamina C
tem multiplas fungbes no organismo: € necessaria para a produ¢cao € manutencao do
colageno; é responsavel pela cicatrizagcdo de feridas, fraturas, contusbes e
sangramentos gengivais; e reduz a suscetibilidade a infeccdo, desempenha papel na
formacao de dentes e ossos, aumenta a absorcao de ferro (DU et al., 2013). Extratos
de acerola podem proteger contra o dano oxidativo através da diminui¢do do
apoptose e dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio e melhorar a
atividade de enzimas antioxidantes (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2017).

Outra classe de constituintes principais dos frutos de acerola sao os
compostos fendlicos, incluindo derivados do acido benzoico (acido galico e acido
siringico), fenilpropanoides (acido cafeico, acido ferulico, etc.), flavondides e
antocianinas (BELWAL et al., 2018). Os compostos fendlicos sdo metabdlitos
secundarios que desempenham diversas fungbes nos organismos e 0 consumo
regular de produtos ricos nestes compostos tem sido associado a redugéo dos riscos
de cancer, obesidade, doengas cardiovasculares e outras doencgas cronicas
(AHMAD et al., 2016; BOEING et al., 2014).

Os carotenoides sao pigmentos naturais encontrados na natureza. Nas
frutas como acerola, estes pigmentos naturais, tais como o 3-caroteno e o licopeno,
estdo envolvidos nas cores amarela e vermelho dos frutos. Além disso, alguns
carotenoides podem ser convertidos em vitamina A e atuam como agentes
antioxidantes (BELWAL et al., 2018).

Sucos de frutas sdo fontes de compostos bioativos tais como vitaminas,
compostos fenodlicos e carotenoides, que podem reduzir os riscos de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e neurodegenerativas, e alguns tipos

de cancer. Entretanto, apenas a presenca desses biocompostos nos alimentos nao é
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o bastante para atribuir as propriedades funcionais. E necessario saber a proporcao
desses compostos que esta disponivel para exercer a fungao biologica (Y. ABOUL-
ENEIN; BERCZYNSKI; KRUK, 2013) e analisar como o processo de digestdo afeta
os compostos bioativos e sua estabilidade, o que consequentemente, afetara sua
biodisponibilidade e seus possiveis efeitos benéficos (CARBONELL-CAPELLA et al.,
2014).

2.3 Tecnologias nao térmicas de processamento de alimentos

Atualmente, os processamentos térmicos sdo as tecnologias de
processamentos mais utilizadas na industria de alimentos para inativar enzimas e
microrganismos que podem comprometer a qualidade e seguranca do produto.
Entretanto, o processamento térmico tradicional pode apresentar varios efeitos
indesejaveis em produtos alimenticios, como desnaturagdo de proteinas, lactose,
perda de vitaminas e certos compostos bioativos (SALVE; PEGU; ARYA, 2019;
SILVA; ROSA; MEIRELES, 2015).

Nos ultimos anos, varias tecnologias de processamento nao térmico
foram desenvolvidas para satisfazer as necessidades da industria e do consumidor,
tais como ultrassom, alta pressao, processamento éhmico, luz UV pulsada, plasma
frio e ozbnio, dentre outras. Os processamentos ndo térmicos parecem ser menos
prejudiciais aos produtos do que os processamentos térmicos, entretanto, seus
efeitos variam consideravelmente de uma matriz alimentar para outra (ALMEIDA et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018).

O conhecimento sobre os compostos que sofrem alteragdes apds o
processamento de alimentos € uma parte importante do desenvolvimento de
produtos alimenticios. A composi¢ao dos alimentos pode influenciar sob diversos
fatores como: sabor, aroma, cor e propriedades bioativas (ALVES-FILHO et al.,
2018).

Diante disso, faz-se necessario estudos dessas tecnologias emergentes
para determinar seus efeitos sobre compostos bioativos e como a bioacessibilidade

desses compostos pode ser afetada pelo processamento desses produtos.
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2.3.1 Ultrassom

O ultrassom é uma onda sonora com frequéncia de > 16-20 kHz, superior
ao que o ser humano pode perceber. Dispositivos de ultrassom funcionam com
frequéncias de 20 kHz até varios GHz. O ultrassom de baixa intensidade é
caracterizado por frequéncias superiores a 100 kHz e intensidade abaixo de 1 W/cm?,
enquanto o ultrassom de alta intensidade é caracterizado por frequéncias entre 20 e
500 kHz e intensidade superiores a 1 W/cm? (DOLAS; SARAVANAN; KAUR, 2019;
ZHENG; GUIMARAES et al., 2019).

Uma das principais formas de se classificar o ultrassom é em baixa
poténcia e alta poténcia. No ultrassom de baixa poténcia, o principio basico implica
que quando o som €& propagado através da matriz alimentar como ondas mecanicas,
ele causa compressdao e descompressao alternadas, provocando variacdées na
velocidade e atenuagdao do som. Ja no ultrassom de alta poténcia, principio basico
utilizado € quando em intensidades mais altas sao aplicadas € induzido a cavitagao
acustica devido a geragao, crescimento e colapso de grandes bolhas, 0 que causa
um aumento localizado de temperatura e pressao. A sonicagao pode estar associada
a outras tecnologias tais como: termosonicacéo, manosonicagao,
manotermosonicacdo (ALZAMORA, 2011; AWAD et al, 2012). A figura 2
esquematiza o fenébmeno de cavitagao acustica.

O ultrassom vem sendo estudado como uma técnica inovadora no
processamento nao térmico de matrizes alimenticias, que promete aprimorar os
atributos de qualidade do produto sem diminuir o teor de compostos bioativos
(CHEOK et al., 2013; GUIMARAES et al., 2019). Nos ultimos anos, extragbes
assistidas por ultrassom tém sido amplamente estudadas para isolar polissacarideos,
como fibras, de diferentes matrizes vegetais. Em comparagédo com outros métodos
convencionais, essa tecnologia facilita a transferéncia de massa e aumenta a
eficiéncia de extracao, reduzindo o tempo de extragao e energia, tendo a vantagem
de obter compostos termolabeis (CHEMAT et al., 2017).
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Figura 2. Fendmeno de cavitagao acustica. Bolhas de gas sao formadas e implodem
violentamente, criando ondas de choque, resultando na liberagdo de alta energia
pontual na forma de temperatura (500 K) e pressdo (1000 atm). O fenédmeno de

cavitagao ocasiona mudangas quimicas, térmicas e mecanicas.

e

Liberagéo dos

compostos no solvente
Solvente
Compostos

Bolha de

Diregéo da propagagéo cavitagéo

Pressdo acustica

R
Transiente 'O .,

K A
Estavel '.’ “‘
v
v

Distribui¢céo molecular da agua na dire¢éo da
propagacéo de ondas ultrassonicas

Fonte: adaptado de FU et al. (2020)

Liberagéo de altas
energias (500 K e
1000 atm)

Formagé&o das i . Colapso das bolhas
bolhas de cavitagéo Amplificagéo de cavitagéo

Alta forga de
cisalhamento

Além disso, o uso do US na extracao de fibras pode oferecer o beneficio
de diminuir a massa molecular dos compostos isolados. Além disso, o US tém sido
explorado para modificar fisicamente os polissacarideos (quebrando as ligagdes
quimicas) para melhorar suas propriedades funcionais sem o uso de produtos
quimicos potencialmente toxicos. Essa quebra pode alterar a hidrofilicidade da
superficie, o que aumenta a solubilidade e a capacidade de retengcdo de agua e
aumenta a bioatividade apds a liberagdo de compostos bioativos (SPOTTI;
CAMPANELLA, 2017).

O uso do US tem mostrado modificar as propriedades funcionais e fisico-
quimicas de alguns compostos, 0 que pode potencialmente aumentar seu potencial
prebidtico. Em um estudo recente, avaliou-se o efeito da extragdo de frutanos de
cadeia longa, em combinagdo com precipitagcdo convencional com etanol. Os
resultados mostraram que os frutanos semelhantes a inulina podem ser obtidos com
um grau de polimerizagao entre 32 e 42. Além disso, os compostos extraidos foram
incubados com algumas cepas probiéticas de Bifidobacterium e Lacticaseibacillus,
onde foi observado que a proliferagao de ambas as cepas bacterianas (ZEAITER et
al., 2019).

O processamento por ultrassom (28 kHz/420 W/20 °C/30-90 min) em

suco de toranja aumentou significativamente a concentragdo de acido ascoérbico
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(28%), compostos fendlicos totais (9%) e flavonoides equivalentes a quercetina e
catequina (8%-30%). O aumento do acido ascorbico se deve ao processo de
extracdo por ruptura de membrana e a remogao do oxigénio devido a cavitagao,
evitando-se assim a oxidagdo do acido ascorbico. O aumento dos compostos
fendlicos pode ser atribuido a liberagdo da forma ligada do conteudo fendlico devido
a quebra da parede celular pela pressédo de cavitacdo exercida sobre ela durante a
sonicagdo. Também pode ser devido a adicao do grupo hidroxila produzido por
sonicag&o ao anel aromatico de compostos fenolicos (AADIL et al., 2013).

O processamento por ultrassom de uma solugdo de fruto-
oligossacarideos (FOS, 70 g/L; 600-1200 W por 5 min) ndo apresentou mudancgas
significativas na sua concentragdo ou grau de polimerizagdo. Ao contrario do que é
relatado para os tratamentos térmicos, essas tecnologias nao térmicas foram
consideradas adequadas para o processamento de FOS. Ao contrario do que é
relatado para os tratamentos térmicos, essa tecnologia ndo térmica foi considerada
adequada para o processamento de FOS (ALVES FILHO et al. 2016).

Diante disso, podemos afirmar que a eficiéncia do ultrassom, e as
mudancas nos compostos bioativos dos sucos de frutas apos os processamentos,
variam de matriz para matriz e dependendo dos parametros operacionais aplicados,
e por isso, se faz necessario mais estudos. Além disso, a maioria dos trabalhos com
ultrassom frio sdo focados no controle microbiolégico. Ha poucos estudos que
mostrem que o ultrassom pode ser usado para melhorar o efeito prebidtico do suco,

além da estabilidade dos compostos bioativos.

2.4 Sistema digestério humano

O sistema digestorio € o sistema do corpo humano responsavel pelo
processamento dos alimentos ingeridos, absorgédo de nutrientes e a eliminagdo do
que nao sera utilizado pelo corpo. Esse processamento € garantido gracas a agao
de varios 6rgédos que compdem o canal alimentar (boca, a faringe, o esoéfago, o
estbmago, o intestino delgado, o intestino grosso e o anus), bem como pela
presencga de glandulas acessoérias (glandulas salivares, o pancreas e o figado), que
sintetizam substancias que s&o essenciais no processo de digestdo (FERREIRA-
LAZARTE et al, 2019). A Figura 3 esquematiza o trato digestivo e suas

caracteristicas distintivas.
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Figura 3. Visdo geral da densidade de colbnias bacterianas ao longo do trato
digestivo e caracteristicas distintivas do intestino delgado e do célon.
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Fonte: Adaptado de KASTL et al. (2020).

O estdbmago € o 6rgao dilatado do sistema digestoério e esta localizado
logo abaixo do diafragma. Nesse 6rgdo, o bolo alimentar sofre a agdo do suco
gastrico com o auxilio da atividade muscular do 6rgdo. O suco gastrico € composto
pela pepsina, que atua na digestao de proteinas, e o acido cloridrico, que torna o pH
do estbmago baixo e promove a ativagao da pepsina (KASTL et al., 2020).

O intestino delgado é por¢do mais longa do sistema digestério, dividida
em trés segmentos: o duodeno, o jejuno e o ileo. Nessa porgdo do sistema
digestorio, a digestéo é finalizada e ha o inicio da absorg¢ao de nutrientes. O érgao é
responsavel pela maior parte do processo de digestdo. Na primeira por¢gao, chamada
de duodeno, o quimo, alimento digerido pelo estémago, sofre a acdo do suco
pancreatico, da bile e do suco entérico. A secregao pancreatica, rica em bicarbonato,
ajuda a neutralizar a acidez. Além disso, apresenta enzimas diversas, como a
tripsina e a quimiotripsina, que atuam nas proteinas. A bile, produzida pelo figado e

armazenada na vesicula biliar, atua como emulsificante, facilitando a digestdo dos
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lipidios. Ja o suco entérico é rico em enzimas, como a aminopeptidase (atua nos
aminoacidos), nucleosidases e fosfatases (agem nos nucleotideos). O jejuno e ileo,
as porgdes seguintes do intestino delgado, atuam, principalmente, na absorgéo de
nutrientes, gracas a presenca de vilosidades e microvilosidades. As vilosidades sao
dobras no revestimento do intestino, enquanto as microvilosidades sdo projegdes
nas células epiteliais da vilosidade (KASTL et al., 2020).

O intestino delgado € um ambiente hostil para a vida microbiana devido
ao curto tempo de transito, ao influxo de enzimas digestivas e bile e ao fornecimento
intermitente de substrato alimentar. Como resultado, as populagdes bacterianas
nesta regido do trato intestinal ttm uma populagdo menor, sdo menos diversificadas,
mas sao mais dinamicas, dada a necessidade de responder as mudangas rapidas
das condigdes luminais (KASTL et al., 2020). A Figura 4 esquematiza os géneros de

bactérias comumente encontrados no intestino delgado e produg¢éo de acidos graxos

Figura 4. Géneros de bactérias comumente encontrados no intestino delgado e

producado de acidos graxos de cadeias curtas.
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O intestino grosso € orgao responsavel pela absor¢cdo de agua e
formagdo da massa fecal. Além disso, divide-se em ceco, célon e reto. No ceco,
observa-se uma projecao chamada de apéndice, bastante conhecida por sua
inflamacéao (apendicite). O reto termina em um estreito canal, chamado de canal anal,
0 qual se abre para o exterior no anus, por onde as fezes sao eliminadas. O colén é
onde se localiza a microbiota intestinal. A microbiota intestinal pode ser definida com
um ecossistema complexo composto por diversos microrganismos simbioticos (102
a 10™ UFC/mL) que é essencial para a saude por estar associada a varios
mecanismos nutricionais, metabdlicos, endocrinos, imunoldgicos e psicologicos.
Suas principais fungdes sdo de manutengao da barreira intestinal, imunomodulagao,
metabolismo de nutrientes, sintese de compostos bioativos e vitaminas e
fermentagdo de carboidratos néo digeriveis (CLARK; MACH, 2016; RODRIGUES et
al., 2019)

Os mecanismos pelos quais a microbiota intestinal afeta a saude dos
individuos podem ser parcialmente mediados pelos acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs), que sao os produtos mais abundante da fermentagao bacteriana de fibras
alimentares nao digeridas. Os acidos graxos de cadeia curta podem ativar
receptores acoplados a proteina G, incluindo os receptores de acidos graxos livres 2
e 3, inibem a histona desacetilase e podem ser usados como substrato energético,
afetando positivamente os processos fisioldégicos dos individuos. Niveis intestinais
reduzidos de AGCCs ou de bactérias intestinais produtoras de AGCCs sao
frequentemente encontrados em pacientes com doenca inflamatéria intestinal,
obesidade, diabetes tipo 2 e doengas autoimunes (NAGPAL et al., 2018; SUN et al.,
2017).

Devido a importancia da microbiota intestinal na manutencédo da saude do
consumidor, empresas no ramo de alimentos e farmacéuticas vem langando novos
produtos contendo culturas probidticas, associadas ou ndo a prebidticos. Para que
uma unica cepa atinja o status probidtico, € necessario avaliar sua resisténcia ao
processo de digestdo e sua capacidade de promover beneficios a saude. A
resisténcia aos processos de fabricagao industrial também é muito importante para a
selecao de linhagens probidticas (TRIPATHI; GIRI, 2014; VINDEROLA et al., 2017).

Lacticaseibacillus e Bifidobacterium estdo entre 0s microrganismos
probiéticos mais encontrados. Existem mais de 200 espécies de Lacticaseibacillus, o

maior e mais diversos géneros de bactérias acido laticas, fazendo parte da
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microbiota de humanos e animais onde podem colonizam o trato gastrointestinal. O
grupo Lacticaseibacillus casei, composto principalmente pelas espécies
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei e Lacticaseibacillus rhamnosus,
estdo entre as espécies mais encontradas devido ao seu potencial comercial,
industrial e aplicado a saude. Comercialmente, eles sdo usados para fermentar
laticinios, geralmente produzindo alimentos com melhor sabor e textura. Também foi
encontrado que eles produzem muitos metabdlitos bioativos que podem conferir
beneficios ao hospedeiro quando consumidos, seu poder probiotico (HILL et al.,
2018; ZHENG et al., 2020).

241 Digestao in vitro

A digestao in vitro € um campo de pesquisa que vem mostrando grande
promessa em facilitar o desenvolvimento de alimentos e formulagdes orais com base
na melhor compreensdo de seu destino digestivo no estdbmago e no intestino
delgado, bem como seus efeitos a microbiota intestinal. Métodos in vitro simulando
processos de digestdo sdo amplamente utilizados para estudar o comportamento de
alimentos ou produtos farmacéuticos (SHANI-LEVI et al., 2017).

A eficacia dos compostos funcionais dos produtos alimentares pode ser
assegurada por meio de modelos de digestao in vitro, avaliando a bioacessibilidade
e a biodisponibilidade desses compostos. A bioacessibilidade corresponde a fragcéo
de substancia bioativa que é liberada da matriz alimentar apés a digestédo e
solubilizada no Ilumen intestinal para captagdo na mucosa intestinal. A
biodisponibilidade é definida como a fracdo de nutrientes secretados na circulagao
que esta disponivel para absorgdo e metabolismo dos tecidos. E necessario que os
biocompostos sejam liberados da matriz alimentar pela agdo de enzimas digestivas
(intestino delgado) e microbiota bacteriana (intestino grosso) para que se tornem
bioacessiveis e, portanto, potencialmente biodisponiveis (FERRUZZI, 2010).

Embora os estudos nutricionais em humanos ainda estejam sendo
considerados o “padrao ouro” para abordar questdes relacionadas a dieta, os
métodos in vitro tém as vantagens de serem mais rapidos, mais baratos, menos
trabalhosos e n&o apresentar restricdbes éticas. Isso permite que um numero
relativamente grande de amostras seja medido em paralelo para fins de triagem. A

reprodutibilidade, a escolha de condigbes controladas e a amostragem facil no local
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de interesse tornam os modelos in vitro muito adequados para investigar as
mudangas fisico-quimicas luminais nos alimentos, questbes de bioacessibilidade e
alguns aspectos de biodisponibilidade. (ASCHOFF et al., 2015; BRODKORSB et al.,
2019; MINEKUS et al., 2014; STINCO et al., 2012).

Isso levou a uma grande variabilidade nos esforgos cientificos e estimulou
o esforgo recente da rede INFOGEST de cientistas para desenvolver um modelo de
digestdo in vitro estatico e consensual harmonizado com base em condi¢des
fisiologicamente relevantes obtidas de humanos. Com base nesse modelo, vem-se
buscando desenvolver e aplicar modelos mais sofisticados que se destinam a ser
mais realistas, abrangendo varios aspectos da dinamica da digestdo (ALMADA-ERIX
et al., 2021). Apesar do crescente aumento nas pesquisas no campo da
compreensao da digestdo dos alimentos, ainda ha muito espago para novos avangos
(BRODKORSB et al., 2019; MULET-CABERQO et al., 2020; SHANI-LEVI et al., 2017).

Tendo em vista os aspectos observados, as modificacdes causadas pelos
processamentos podem alterar significamente a liberacdo, transformagdo e
absor¢ao de certos nutrientes e biocompostos durante a digestdo, assim como,
afetar a composicao da microbiota intestinal. J& se sabe que o processamento
térmico modifica a matriz alimentar, por outro lado, ha poucos trabalhos sobre a
influéncia dos processamentos nao térmicos sobre os compostos funcionais dessas
matrizes. Além disso, sabe-se ainda menos sobre o efeito prebidtico pos
processamento nao térmico e digestdo in vitro no metabolismo de culturas
probidticas, o que fez dessa dissertacdo ter de grande importancia nas areas de

alimentos funcionais e tecnologias de processamento ndo térmicas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito dos sucos de acerola contendo glico-oligossacarideos e
dextrana e o efeito do ultrassom de alta intensidade no metabolismo do

microrganismo Lacticaseibacillus casei.

3.2 Objetivos especificos

v’ Sintetizar os prebidticos, glico-oligossacarideos e dextrana no suco de
acerola;

v' Avaliar o efeito do ultrassom de alta intensidade sob a digestibilidade dos
ingredientes prebidticos e bioacessibilidade dos compostos funcionais nas
etapas de digestao gastrointestinal in vitro;

v' Avaliar o efeito dos glico-oligossacarideos e dextrana presentes nos sucos
prebioticos, no metabolismo do microrganismo probiotico: Lacticaseibacillus
casei;

v' Avaliar a produgédo de acido latico e acidos graxos de cadeia curta pelo

Lacticaseibacillus casei.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Preparo e caracterizagao do suco de acerola

A matéria-prima utilizada foi a polpa congelada de acerola (Malpighia
emarginata) adquirida de um produtor local (Frute, Fortaleza-CE, Brasil). O produto
foi mantido congelado (-20 °C) até a utilizacdo. A diluicdo realizada foi utilizando
agua destilada na proporgéo 1:3 (v/v), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Foram analisados 3 tipos de sucos: nao prebidtico “in natura”, prebidtico
(contendo oligossacarideos e dextrana sintetizados pela enzima dextrana-sacarase)
nao processado e processado por ultrassom. Ambos foram caracterizados quanto ao
teor de agucares e vitamina C (acido ascérbico) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), segundo metodologia descrita por FONTELES et al. (2016) com
adaptacdes.

As formulagdes dos sucos estudados estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos sucos de acerola estudados para avaliar o efeito do
ultrassom no suco prebittico de acerola.

SUCOS DESCRIGAO
1 Suco in natura
2 Suco contendo glico-oligossacarideos e dextrana
3 Suco contendo glico-oligossacarideos e dextrana

processado por ultrassom 500 W por 2 minutos
4 Suco contendo glico-oligossacarideos e dextrana
processado por ultrassom 500 W por 6 minutos
5 Suco contendo glico-oligossacarideos e dextrana

processado por ultrassom 500 W por 10 minutos

4.2 Producgao 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
previamente estabelecido por nosso grupo de pesquisa, segundo metodologia
descrita por (RODRIGUES, S.; LONA; FRANCO, 2003). A enzima obtida foi

estocada a - 20 °C.
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4.3 Sintese dos glico-oligossacarideos e dextrana prebioticos

A sintese de oligossacarideos no suco de acerola foi desenvolvida de
acordo com o protocolo previamente estabelecido por nosso grupo utilizando a
enzima dextrana-sacarase (ARAUJO et al., 2015; COELHO et al., 2015). Devido ao
baixo teor de agucar, sacarose e acgucares redutores (frutose e glicose) foram
adicionados ao suco para alcangar a concentragdo desejada de 75 g/L. Os
aceptores (glicose e frutose) foram ajustados para atingir propor¢gées equimolares
(1:1). O pH do suco foi ajustado para 5,2 (6timo para a sintese enzimatica) com
NaOH 1 M e a atividade enzimatica foi ajustada para 1 Ul/mL. A sintese foi realizada
a temperatura ambiente por 6 h sob agitagcdo. Apos a sintese o pH foi ajustado para

o seu valor inicial foi mantido congelado (-20 °C) até a utilizag&o.

4.4 Processamento por ultrassom

Amostras de 200 mL do suco foram postas em um reator de vidro
encamisado de 250 mL e processadas em um Desruptor/Sonicador Ultrassénico
(Ultronique QR500) de 500 W com frequéncia constante de 19 kHz e macro ponta de
titdnio de 13 mm de diametro a 25 °C. A macro ponta de titanio foi submersa no suco
em uma profundidade de 1,5 cm. A intensidade de energia ultrassOnica dissipada
pela ponta de titdnio é calculada de acordo com a Equagédo 1 (LI; PORDESIMO;
WEISS, 2004).

Figura 5. Equipamento de ultrassom.

I = Pl (1)

Onde,

i
|
- r € o raio (cm) da macro ponta de titanio e P (Watt) € a poténcia
ﬂ aplicada. A temperatura foi controlada durante todo o processamento
I

em 25 °C.

A poténcia aplicada foi de 500 W e intensidade de energia ultrassénica
dissipada durante o processamento foi de 376 W/cm2. Os tempos de

processamentos dos sucos foram de 2, 6 e 10 minutos (OLIVEIRA et al., 2018).
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4.5 Ensaios de digestdao semi-dinamica in vitro e fermentagdao com o
Lacticaseibacillus casei

Figura 6. Sistema semi-dindmico de digestdo in vitro e de fermentagcdo com o

Lacticaseibacillus casei.

451 Ensaios de digestao in vitro

O sistema de digestdo semi-dinamico in vitro consistiu em trés fases
sequenciais: digestdo gastrica e entérica, a qual é dividida em duas etapas
(duodenal e jejunal) seguindo o protocolo de (BRODKORB et al., 2019; MINEKUS et
al., 2014) com adaptacdes. O sistema de digestdo simulada foi composto por trés
biorreatores de vidros termostatizados de 350 mL (BIO-T-PRO) acoplados a um
controlador (BIO-TEC-PRO), placas agitadoras, bombas peristalticas, banho
termostatico, pHmetro e termémetro portateis. As amostras durante o processo de
digestdo foram mantidas nos biorreatores em temperatura constante de 37 °C,
agitacao de 150 rpm e pH ideal, seguindo a programagao previamente estabelecida
para cada fase da digestao.

A solugdo gastrica simulada foi composta por Cloreto de Sdédio (NaCl)
47,2 mmol, Cloreto de Potassio (KCI) 6,9 mmol, Hidrogeno Fosfato de Potassio
(KH2PO4) 0,9 mmol, Cloreto de Magnésio hexahidratado (MgCl2(H20)s) 0,1 mmol,
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 25 mmol, Cloreto de Calcio (CaClz) 0,3g/L, pepsina
2,4 g/L - 600 U/mL (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).

As solugdes duodenal e jejunal foram compostas por Cloreto de Sdédio
(NaCl) 38,4 mmol, Cloreto de Potassio (KCl) 6,8 mmol, Hidrogeno Fosfato de
Potassio (KH2PO4) 0,64 mmol, Cloreto de Magnésio hexa-hidratado (MgCl2(H20)s)
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0,33 mmol, Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 85mmol, Cloreto de Calcio (CaClz2) 0,37
g/L, pancreatina 0,9g/L - 100 U/mL (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e bile
6,0 g/L (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).

Na fase gastrica, 190 mL de suco foi bombeado para o primeiro biorreator,
contendo 100 mL da solug&o gastrica simulada. O pH foi ajustado automaticamente
para 2,3 + 0,2 com HCI 3 M. Na fase duodenal, 240 mL do suco digerido na fase
gastrica foi bombeado para o segundo biorreator contendo 60 mL da solugéo
duodenal. O pH foi ajustado para 5,0 + 0,1 com NaOH 3 M. Na fase jejunal, 250 mL
do suco digerido na fase duodenal foi bombeado para o terceiro biorreator contendo
nele 50 mL da solugao jejunal. O pH foi aumentado para 7 £ 0,1 com NaOH 3 M.

O ensaio completo (fase gastrica + fase duodenal + fase jejunal) durou 6
h. As fases da digestdo tiveram duracdo de 2 h cada, sendo 60 min de tempo
permanéncia no biorreator e 60 min de transferéncia para o biorreator seguinte
(simulando o movimento peristaltico do trato gastrointestinal), auxiliado pelo
funcionamento das bombas peristalticas. Para analises posteriores, 10 mL do suco
foi reservado para servir como controle (produto ndo submetido a digestao simulada).
Durante as 6 h de digestdo, foram coletadas 10 mL de cada fase da digestdo nos
tempos (0, 1 e 2 h),

Fiaiira 7. Amonstras do siien de acernla ands cada fase da dinestan in vitro
!

Fase gastrica Fase duodenal Fase jejunal

4.5.2 Ativagao do Lacticaseibacillus casei

A cepa foi cultivada em caldo. O L. casei B-442 foi ativado inoculando-se
1,5 mL da cultura estoque em 100 mL de caldo MRS, adicionado de 10 mL de

tampao fosfato de potassio bibasico 200 mM pH 6,5 para manutencdo do pH. A
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ativacdo foi conduzida a 37 °C (aproximadamente 16 h) para atingir uma
concentragdo de células da ordem de 10% UFC/mL (aproximadamente 6 h),

equivalente a aproximadamente 0,9 de absorbancia a 590 nm.

4.5.3 Fermentagao com o Lacticaseibacillus casei

O metabolismo do microrganismo foi realizado no mesmo sistema onde
ocorreu a digestao, utilizando apenas um dos biorreatores. O suco digerido obtido no
final da digestao foi utilizado como meio de propagacgao. Para avaliar o metabolismo,
foi adicionado 3 mL do in6culo do probidtico L. casei (centrifugado e ressuspendido
em 3 mL de agua destilada) na concentragédo de 1% do suco. As condigdes foram as
mesmas da fase jejunal da digestao: temperatura constante de 37 °C, agitacdo de
150 rpm e pH 7. A avaliagdo da propagacgéo do L. casei durou 10 h para o suco in
natura e 24 h para o prebiético, uma vez que a fase lag no suco prebiotico se
mostrou maior. Para analises posteriores, 10 mL das amostras foram coletadas a
cada 2 horas no suco in natura, no prebiético, as amostras foram coletadas a partir
das 16 h. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g, 10 min, 10 °C e

armazenadas.

4.5.4_ ] _Viabilidade do Lacticaseibacillus casei por contagem de células
viaveis
Para avaliar a viabilidade do probidtico nos sucos apés a digestédo, foram
feitos plagueamentos pelo método da gota em placas de Petri contendo meio MRS
com agar a cada 2 h de cultivo no biorreator apods a digestao da fase enterica Il. O
material foi incubado a 37 °C durante 24 h. Decorrido o tempo de incubacgao, foi feita
a contagem das colénias do microrganismo. Os resultados foram expressos em

logaritmo de unidades formadoras de coldnias por mL (log UFC/ mL).

4.6 Métodos analiticos
4.6.1 Compostos fenolicos totais

A concentragdo de compostos fendlicos foi determinada seguindo o
método de Folin-Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927) com modificacbes de
(ALMEIDA et al., 2015). A analise foi realizada com uma mistura reacional de 10 pL
da amostra, 200 yL de reagente de Folin-Ciocalteau (d = 1:10). A reagéo foi

interrompida com 100 pyL de carbonato de sddio a 20% apds 3 min de reacdo. A
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absorbancia foi lida a 765 nm em espectrofotbmetro Epoch ELISA. Uma curva
padréao de acido galico (10 — 800 mg/L) foi feita para expressar os resultados em mg

de acido galico/L de suco.

4.6.2 Determinacgao de acidos e agucares por HPLC-UV

A determinacao por HPLC dos agucares, dos glico-oligossacarideos e do
acido ascorbico foi realizada pelo método relatado por ALMEIDA et al. (2015). As
amostras foram filtradas em membrana de éster de celulose de membrana de 0,45
mm HA (13 mm de didmetro, branco, liso) antes da injegdo. As analises por HPLC
foram realizadas em um sistema LC quaternario 1260 Infinity (Agilent technologies,
EUA) equipado com um sistema quaternario de bombas e detector de indice de
refragdo e UV-VIS. Os compostos foram separados na coluna Aminex HPX-87H (300
~ 7,8 mm) (BIORAD) termostatizada a 50 °C. O volume de injecdo foi de 20 uL. A
fase movel foi uma solugdo de H2SO4 5 mM. A determinagdo do acido ascorbico,
sacarose, glicose e frutose foi baseada nas curvas de calibracdo obtidas, em
diferentes concentragdes. O pico dos glico-oligossacarideos foi identificado e suas
concentracdes foram obtidas com base nos resultados encontrados nos balangos de
massa da digestdo e pela curva de calibragdo da glicose, pois ndo ha um padrao
disponivel para eles. A deteccgao foi realizada a 240 nm.

As concentracdes de acido organicos e acidos graxos de cadeia curtas
foram determinadas como descrito para agucares e oligossacarideos. Contudo, a
temperatura da coluna foi de 65 °C, o detector utilizado foi UV 210 nm e o volume de
injecao foi de 60 uL. A identificacdo do acido organicos foi realizada comparando o
tempo de retengdo e o espectro de absorcédo visivel no UV com o padrédo de
referéncia do acido propibnico, butirico, isobutirico e latico a 99% (Sigma). A

quantificag&o foi realizada por uma curva de calibragéo de cada acido (R?>=99%).

4.6.3 Quantificagao de glico-oligossacarideos durante a digestao

Os oligossacarideos prebidticos durante a digestao foram calculados por
balanco de massa, de acordo com as equagdes a seguir:

Ar (g/L) = Glit+ Frutr + Sacar (1)

Oligor (g/L) = ATr— Dextr (2)

Onde,
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At - Acucares totais; Sacar — Sacarose final; Frutr — Frutose final; Glics —
Glicose final; Oligot — Oligossacarideos totais; Dextr — Dextrana total.

Os oligossacarideos foram calculados em cada uma das 3 fases da
digestao, nos tempos 0 h, 1 h e 2 h. A determinagédo dos oligossacarideos durante o
metabolismo do probidtico foi determinada por HPLC como descrito no topico

anterior.

4.6.4 Atividade enzimatica da Dextrana-Sacarase

Para a determinacdo da atividade da enzima dextrana sacarase, o
substrato foi uma solu¢cdo 10% de sacarose (600 g/L) dissolvida em um tampao de
acetato de sodio 20 mM (pH 5,2) contendo CaClz (0,05 g/L e 1,2 g/L) (RODRIGUES
et al., 2005). A atividade enzimatica foi determinada pela quantificagdo da taxa inicial

de liberagéo de agucares redutores pelo método DNS de MILLER (1959).

4.6.5 Determinacao da dextrana

A dextrana foi precipitada pela adi¢gao de trés volumes de etanol 96% (v/v)
e determinada segundo o meétodo fenol acido sulfurico para determinacdo de
carboidratos totais (DUBOIS et al., 1956).

4.6.6 Analises estatisticas

As anadlises foram realizadas em ftriplicata. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia ao nivel de confianga de 95 % utilizando o
programa Statistica versdo 10, quando necessario. Os resultados foram expressos

como média + desvio padrao.



39

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizagao dos sucos de acerola

O suco de acerola utilizado como matéria prima para os sucos prebioticos
continha 1,77 g/L de glicose e 1,94 g/L de frutose. Devido a baixa concentracdo de
agucares, foram adicionados sacarose e agucares redutores até atingir a
concentracao de 75 g/L cada Os agucares redutores foram ajustados em proporgdes
equimolares de glicose e frutose (1:1). Essas concentragdes foram escolhidas a
partir do trabalho de ARAUJO et al. (2015), pois foi encontrada alta conversdo de
acucar em oligossacarideos (>80%) apos 24 h de sintese enzimatica. Entretanto, se
observou também que apds 6 horas toda a sacarose ja havia sido consumida, dessa
forma neste trabalho a sintese foi realizada em 6 horas para evitar a exposicéo da
vitamina C. ApoOs a sintese, a concentragdo nos sucos de glico-oligossacarideos
variou entre 64 g/L — 75 g/L e de dextrana variou entre 15 g/L — 19 g/L.

Atualmente, ndo existe uma legislacado referente ao consumo especifico
de glico-oligossacarideos e dextrana, para promover o efeito prebidtico. No entanto,
utilizando como base os valores sugeridos pela legislacdo para compostos com
propriedades prebioticas, como fibras alimentares e fruto-oligossacarideos (FOS), os
sucos produzidos nesse estudo estdo acima das concentragdes indicadas pela
legislacao para fibras e, assim, poderiam conferir efeitos benéficos a saude se
consumidos regularmente. De acordo com as alegagdes de propriedades funcionais
e/ou de saude, da ANVISA, os FOS podem ser utilizados desde que a
recomendagao de consumo diario do produto pronto para consumo fornega, no
minimo, 5 gramas de FOS, sendo que a por¢cao deve fornecer, no minimo, 2,5
gramas (Agéncia Nacional de Vigilanica Sanitaria, 2019).

Entretanto, como dito anteriormente, apenas a presenca dos prebidticos
no suco nao € suficiente para afirmar sobre os seus efeitos benéficos, é necessario
avaliar sua resisténcia ao processo de digestdo e sua capacidade de promover o

metabolismo de linhagens probidticas.
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5.2 Efeitos da digestdao dinamica nos compostos dos sucos de acerola

Modelos de digestéo in vitro permitem avaliar a resisténcia de compostos
funcionais e prebioticos as diversas condigdes do trato digestivo (acidez gastrica,
acidos biliares e enzimas digestivas). Os métodos semi-dinadmico de digestao in vitro
se destinam a serem mais realistas e permitem a analise de importantes eventos
que ocorrem durante a digestao gastrointestinal por exemplo, gradientes de pH e a
adicdo gradual de fluido gastrico, como bem como esvaziamento gastrico continuo
(SHANI-LEVI et al., 2017). Neste tépico foi avaliado a integridade dos glico-
oligossacarideos, dextrana, vitamina C e compostos fendlicos. A Fig. 8 mostra a
resisténcia dos compostos funcionais e ingredientes prebidticos do suco de acerola

ao longo dos estagios de digestdo simulada.

5.21 Resisténcia dos glico-oligossacarideos e dextrana

Os oligossacarideos sao ingredientes seletivamente fermentados pelas
bactérias intestinais que alteram especificamente a composi¢ao e/ou atividade da
microbiota gastrointestinal, conferindo beneficios a saude do hospedeiro (GIBSON et
al., 2017). Entre os polissacarideos, as dextranas sao homopolissacarideos de
unidades de D-glicose com ligagdes a-1,6 nas cadeias principais e cadeias
ramificadas com ligagbes a-1,2, a-1,3 ou a-1,4. Espera-se, que a dextrana se
comporte como ingrediente prebidtico, assim como os oligossacarideos (AMARETTI
et al., 2020). Para que esses ingredientes possam exercer efeitos prebidticos, é
necessario que seja mantida sua integridade ao longo do trato digestivo.

Amostras de sucos de acerola contendo glico-oligossacarideos e dextrana
e processadas por ultrassom, foram submetidas a ensaios de digestéo in vitro, em
um sistema semi-dinamico com temperatura, agitagdo e pH controlados. Os
resultados das concentragdes relativas de glico-oligossacarideos e dextrana, ao

longo da digestao, estdo evidenciados na figura 8.
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Figura 8. Concentragcédo relativa de A) Glico-oligossacarideos, B) Dextrana, C)
Glicose, D) Frutose, E) Acido ascérbico e F) Compostos fendlicos nos sucos de
acerola através da digestéo in vitro. De acordo com o teste de Tukey, os valores da
coluna com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes em relagao as fases
da digestao (p <0,05).
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A Fig. 8A mostra os resultados para a concentracao relativa de glico-
oligossacarideos ao longo do processo de digestdo. O conteudo de dglico-
oligossacarideos apresentou alteragdes ao longo do processo de digestao (p <0,05).
Esse carboidrato resistiu as condi¢cdes gastrointestinais simuladas, como mudangas
no pH, acidez gastrica, acidos biliares e enzimas digestivas (HU et al., 2020). Os
sucos 3 e 5 apresentaram as maiores concentragdes relativas, enquanto que os
sucos 2 e 4 apresentaram as menores concentragdes relativas de glico-
oligossacarideos ao final da digestao simulada (p <0,05). As concentragdes relativas
de glico-oligossacarideos no final da digestdo foram (96%), (100%), (90%) e (103%),
para os sucos 2, 3, 4 e 5, respectivamente. A manutengdo da concentragcdo dos
glico-oligossacarideos pode ser atribuido a hidrélise de dextrana (AMARETTI et al.,
2020).

A Fig. 8B mostra os resultados para a concentragdo relativa de dextrana
ao longo do processo de digestdo. Dextrana também manteve a maior parte de sua
concentracdo apresentando boa resisténcia as condigbes gastrointestinais
(GRUNDY et al., 2016). Todas as amostras apresentaram reducdes no conteudo de
dextrana ao longo do processo de digestao (p <0,05). Os sucos 3 e 5 apresentaram
as menores concentragbes de dextrana ao final da digestdo (p <0,05). As
concentracdes relativas finais foram (90%), (81%), (85%) e (81%) para os sucos 2, 3,
4 e 5, respectivamente.

A importancia dos prebidticos manterem sua integridade vem do fato de
alguns autores apontarem que os efeitos prebidticos sdo devido a presenga das
ligacdes glicosidicas a/B-1,6, a/p-1,1, a-1,2 e a-1,3 (LI et al., 2019; PLOU et al.,
2002). Os glico-oligossacarideos e dextrana deste trabalho foram sintetizados pela
enzima dextrana-sacarase de Leuconostoc mesenteroides com ligagoes glicosidicas
majoritariamente a-1,6. Essas ligagdes glicosidicas podem ser as responsaveis pela
integridade dos glico-oligossacarideos e dextrana ao final da digestdo, por essas
ligagdes serem menos suscetiveis a agdo de enzimas digestivas e sofrerem hidrolise
mais lenta (HU et al., 2020).

Os processamentos por ultrassom de alta intensidade utilizados nesse
trabalho aumentaram as concentragdes de glico-oligossacarideos nos sucos ao final
da digestao in vitro. O processamento por ultrassom por 10 minutos apresentou o
maior aumento de concentracdo em relagdo ao controle (p <0,05). Esse resultado

esta em concordancia com os resultados das concentragdes de dextrana, onde o



43

ultrassom reduziu as concentragdes de dextrana nos sucos ao final da digestao in
vitro. O processamento por ultrassom por 10 minutos apresentou a maior reducéo da
concentragdo em relagao ao controle (p <0,05).

A premissa funcional dos oligossacarideos prebidticos sao dificeis de ser
hidrolisados por enzimas no aparelho digestivo, mas podem ser metabolizados por
bactérias benéficas no cdélon, incluindo algumas espécies de Lacticaseibacillus casei
e géneros associados. Ainda assim, as enzimas digestivas tendem a hidrolisar
primeiramente polissacarideos, por apresentarem cadeias mais longas. Além disso,
0 processamento por ultrassom de alta poténcia, em sistemas alimentares fluidos,
como sucos, pode causar efeitos estruturais como: alteragcdes na conformacao de
polissacarideos do suco, moléculas com alto grau de polimerizagcdo (AMARETTI et
al.,, 2020; JOVANOVIC-MALINOVSKA; KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2015;
ZINOVIADOU et al., 2015). Isso pode explicar a maior hidrolise da dextrana em
comparagao aos glico-oligossacarideos ao longo da digestdo. Além disso, uma vez
que a dextrana € hidrolisada em cadeias menores, pode formar glico-
oligossacarideos (Fig. 8A), glicose (Fig. 8C) e frutose (Fig. 8D), o que é responsavel
pela manutengéo de suas concentragoes.

As modificagbes estruturais obtidas podem ou ndo ser desejaveis no
processamento de alimentos, muitas sao as variaveis podem influenciar como o tipo
de processamento, aumento ou diminuicdo da consisténcia/textura, presenca de

fibras, matriz alimentar, entre outras.

5.2.2 Bioacessibilidade da vitamina C, compostos fendlicos e atividades
antioxidantes

O acido ascorbico e os compostos fendlicos sdo abundantes em vegetais

e frutas e sdo fontes naturais de antioxidantes, protegendo as células de danos

oxidativos. Para isso, € necessario que tais compostos estejam bioacessiveis. A

bioacessibilidade refere-se a quantidade liberada de compostos bioativos

disponiveis para serem absorvidos pelo trato intestinal apds a digestdo. Compostos

funcionais, como vitamina C e compostos fendlicos, podem ser degradados e/ou

convertidos em outros compostos devido a variagao do pH e a atividade enzimatica

durante a digestdo gastrointestinal, o que pode afetar sua atividade bioldgica (XIE;
CHEN; FU, 2021).
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A Fig. 8E mostra os resultados da concentracdo relativa de acido
ascorbico ao longo do processo de digestdo. O acido ascorbico resistiu as condigbes
gastrointestinais simuladas. Ao longo da digestao, ocorreram aumentos significativos
nas concentracdes de acido ascorbico em todas as amostras de suco (p <0,05). Os
sucos 1 e 4 apresentaram as maiores concentracoes relativas de acido ascorbico em
todas as fases da digestédo (p <0,05). As concentracgdes relativas finais foram (144%),
(125%), (120%), (138%) e (119%) para os sucos 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente, de
sua concentracao inicial.

A Fig. 8F mostra os resultados para a concentracdo relativa de compostos
fendlicos ao longo do processo de digestdo. Os compostos fendlicos também
resistem a condigdes gastrointestinais simuladas. Ao longo da digestdo, ocorreram
aumentos significativos nas concentracbes de compostos fendlicos em todas as
amostras de suco (p <0,05). O suco 4 apresentou a maior concentragéo relativa de
compostos fenodlicos (p <0,05) em todas as fases da digestdo. As concentragdes
relativas finais foram (111%), (130%), (107%), (156%) e (123%) para os sucos 1, 2, 3,
4 e 5, respectivamente, de sua concentragao inicial.

Os processamentos por ultrassom de alta intensidade utilizados nesse
trabalho aumentaram as concentragdes de vitamina C nos sucos ao final da digestao
in vitro. O processamento por ultrassom por 6 minutos apresentou o maior aumento
de concentracdo em relacdo ao controle (p <0,05). Esse resultado esta em
concordancia com os resultados das concentracdes de compostos fendlicos, onde o
ultrassom aumentou as concentracdes de compostos fendlicos nos sucos ao final da
digestao in vitro. O processamento por ultrassom por 6 minutos apresentou o maior
aumento da concentragdo em relagao ao controle (p <0,05).

O aumento do acido ascérbico e dos compostos fendlicos pode ser
atribuido a atividade de enzimas digestivas em macromoléculas e alguns flavondides
de alto peso molecular degradados a outros compostos bioacessiveis, aumentando
sua concentragdo (AGUILLON-OSMA et al., 2019). Também é possivel atribuir o
aumento do acido ascorbico e dos compostos fendlicos ao aumento da eficiéncia da
extragao por ultrassom, causando rompimento das paredes celulares e liberagao de
compostos polifendlicos ligados. Outra explicagéo poderia ser a possivel ligagao de
radicais hidroxila ao anel aromatico de compostos fendlicos produzidos durante o
ultrassom (SANTOS; RODRIGUES; FERNANDES, 2018; WANG; VANGA;
RAGHAVAN, 2019).
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Vitamina C e compostos fendlicos sdo abundantes em frutas citricas como
a acerola, e sao fontes naturais de antioxidantes que atuam na protegédo das células
contra o dano oxidativo. Os resultados encontrados neste trabalho evidenciam que a
dextrana e os glico-oligossacarideos podem atuam na protegdo de compostos
bioativos como encapsulantes, favorecendo a atividades antioxidantes, o que explica
a resisténcia e aumento da vitamina C e compostos fendlicos ao longo da digestao
(ZABOT et al., 2016).

5.3 Efeito dos sucos de acerola no metabolismo do Lacticaseibacillus casei

Como ja mencionado anteriormente, para que um carboidrato seja
considerado prebidtico ele ndo dever ser digerido por enzimas digestivas, ndo ser
absorvido na porgdo superior do trato gastrointestinal e ser seletivamente
fermentado pela microbiota do colon (HU et al., 2020).

Uma vez observado que os glico-oligossacarideos e dextrana resistiram
bem as condi¢gbes gastrointestinais simuladas, foi avaliado seu efeito sob a cultura
probidtica, Lacticaseibacillus casei. A avaliagcdo dos efeitos dos sucos no L. casei
ocorreu em um sistema semi-dinamico composto por um biorreator de vidros
termostatizados acoplado a um controlador (BIO-TEC-PRO). Os sucos digeridos
foram incubados a 37 °C por 24 h a 150 rpm na presenca do probiético
Lacticaseibacillus casei 1% (v/v). Os resultados a seguir mostram o comportamento
do L. casei na presenca dos ingredientes prebioticos que alcangaram a simulagao da

parte inferior do intestino.

5.31 Efeito do suco integral no Lacticaseibacillus casei

A avaliacao dos efeitos do suco no L. casei foi avaliado pela contagem de
células viaveis e expresso em (log UFC/mL) e producéao de latico. A figura 9 mostra o
metabolismo do L. casei na presenga do suco integral digerido em relagdo ao

consumo de agucares.



46

Figura 9. Contagem de células viaveis do Lacticaseibacillus casei (log UFC/mL),
consumo de substrato (%) e concentracédo de acido latico e ascérbico (g/L) no suco

1 (suco de acerola n&o prebiotico apds digestéo in vitro).
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O metabolismo de probidticos pode ser estimulado por agucares,
carboidratos complexos (poli — polissacarideos) e condigdes ideais de temperatura e
pH. A Figura 9 mostra o Contagem de células viaveis do Lacticaseibacillus casei (log
UFC/mL), consumo de substrato (%), acido latico e ascorbico (g/L) no suco 1 (suco
de acerola nao prebidtico). Ambos os agucares (glicose e frutose) foram consumidos
simultaneamente e esgotados apdés 8 horas de incubagdo. No mesmo tempo, a
maior estimulagdo da multiplicacdo de células viaveis foi de 8,01 log UFC/mL
(contagem inicial = 5,85 log UFC/mL), o que equivale a um aumento de 37%.

O microrganismo probiético produziu 1,74 g/L de acido latico apés 10 h de
incubacdo. A bactéria L. casei produz 2 mol de acido latico/mol de glicose
fermentado pela via Embden-Meyerhof-Parnas (RODRIGUES et al.,, 2019). Este
resultado nos diz que L. casei pode crescer e produzir acido latico mesmo com
baixas concentragdes de agucar. Nenhum acido graxo de cadeia curta (acido acético,
propidnico, butirico e isobutirico) foi detectado no caldo fermentado. O &cido
ascorbico permaneceu estavel em 4,6 g/L durante toda a incubagdo (10 h). A
incubacao foi finalizada em 10 horas devido ao esgotamento total de glicose e
frutose.
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5.3.2 Efeito dos sucos contendo glico-oligossacarideos e dextrana
processados por ultrassom de alta intensidade no Lacticaseibacillus
casei nos sucos processados

Os demais sucos estudados sdo compostos por fontes alternativas de
substratos que podem apresentar potencial prebidtico estimulando o metabolismo do
probiotico (glico-oligossacarideos e dextrana). Além disso, o ultrassom foi utilizado
nos sucos prebidticos para avaliar seu efeito na modulagdo da atividade probidtica. A
Fig. 10 mostra o Contagem de células viaveis do Lacticaseibacillus casei (log
UFC/mL), consumo de substrato (%), concentracdo de acido ascorbico (g/L), acido
latico e produgao de SCFAs (g/L) em sucos prebidticos processados por ultrassom.

Os sucos contendo glico-oligossacarideos e dextrana, carboidratos
complexos, e maiores concentragdes de glicose e frutose aumentaram o tempo de
incubacado do probidtico para 24 h, o que tornou necessario fazer a incubagao pr
overnight. A Fig. 10A mostra os resultados para o suco 2 (suco prebiotico), composto
por acucares simples (glicose e frutose), glico-oligossacarideos e dextrana. O L.
casei apresentou uma contagem de células maxima igual a 15,67 log UFC/mL, as 18
h de incubacao (contagem inicial = 7,68 log UFC/mL), o que equivale a um aumento
de 100%. A estimulagéo do metabolismo do probiético foi associado ao consumo dos
quatro substratos simultaneamente. Porém, apesar do consumo simultéaneo, L. casei
consumiu preferencialmente glico-oligossacarideos (VERGARA et al., 2010). Apos
24h de incubagao, o consumo final foi de 63% de glico-oligossacarideos, 35% de
glicose, 29% de dextrana e 15% de frutose. O consumo de glico-oligossacarideos e
dextrana durante a fermentacdo pode ser explicado pela atividade de proteinas na
membrana ou parede celular de bactérias lacticas.

Em um estudo recente, avaliou-se, em sistema in vitro de fermentacao,
que a glicose residual foi metabolizada inicialmente pelo L. casei e os glico-
oligossacarideos contribuiram posteriormente para a multiplicagdo do microrganismo.
Os resultados corroboram com os encontrados e demonstram o potencial dos glico-

oligossacarideos como eficientes prebidticos (LI, NING et al., 2019).
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Figura 10. Contagem de células viaveis do Lacticaseibacillus casei (log UFC/mL),
consumo de substrato (%), concentragdo de acido ascérbico (g/L), acido latico e
producdo de SCFAs (g/L) em sucos de acerola prebidticos processados por
ultrassom de alta intensidade. A) Suco 2 (suco prebidtico), B) Suco 3 (suco
prebiotico HIUS 2 min), C) Suco 4 (suco prebidtico HIUS 6 min) e D) Suco 5 (suco
prebidtico HIUS 10 min).
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Um estudo recente publicado pelo nosso grupo, observou-se que o suco
de caju contendo glico-oligossacarideos, dextrana e tagatose foi resistente a
condicbes gastrointestinais simuladas e estimulou o metabolismo de cepas
probidticas em um sistema estatico sem controle de pH e agitacdo. No entanto, cada
microrganismo teve um comportamento e preferéncias diferentes no consumo de
carboidratos. Lacticaseibacillus casei consumiu os glico-oligossacarideos e dextrana

simultaneamente até que a taxa maxima de multiplicagdo de células viaveis foi
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atingida (24 h). O presente estudo confirma o efeito prebidtico dos glico-
oligossacarideos e dextrana (que ainda sdo poucos estudados), sua capacidade de
induzir o metabolismo bacteriano e melhorar a multiplicagdo de células do
Lacticaseibacillus casei (LEITE et al., 2021).

Como dito anteriormente, o acido latico € o principal metabdlico produzido
pela L. casei. Porém, além dele, também sao produzidos outros metabdlitos como os
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). OS AGCCs sao os produtos da
fermentagao bacteriana de fibras alimentares nao digeridas no trato superior e séo
mediadores de um dos mecanismos pelos quais a microbiota intestinal afeta a saude
dos individuos (NAGPAL et al., 2018).

A figura 10A mostra que o L. casei no suco prebidtico produziu uma
concentracdo maior de acido latico em comparacao ao integral, devido a maior
concentracao de diferentes fontes de carbono e maior quantidade de células viaveis
microbiano. A concentracdo maxima foi de 10,83 g/L de acido latico em 24 h de
incubacéao. Diferentemente do suco integral, no prebidtico foi observado a presenca
dos AGCCs, acido acético e propidnico. Nao foi possivel detectar os acidos butirico e
isobutirico. A concentragdo maxima encontrada foi de 7,03 g/L de acido acético e
1,47 g/L de acido propidnico, em 24 h de incubagao.

Esses dois AGCCs desempenham papeis importantes na saude humana.
A produgao de acido propidnico pode influenciar o peso corporal e 0 metabolismo,
uma vez que foi demonstrado que o aumento da entrega de propionato ao célon
modula a liberagdo de horménio intestinal, reduz a ingestdo de alimentos em
individuos saudaveis e previne o ganho de peso a longo prazo. O acetato é
responsavel por promover a lipogénese e a colesterogénese, que por sua vez sao
inibidas pelo propionato. A proporgao acetato-propionato (75:15 em dietas ricas em
fibras dietéticas) no colon foi proposta como um determinante util da contribuigéo
desses dois AGCCS para a taxa metabdlica e os estoques de lipidios (MORRISON,;
PRESTON, 2016).

Os valores de acido ascorbico (vitamina C) ao longo da fermentagao do L.
casei foram afetados no suco 2, isso se deve ao maior periodo de fermentagéo do L
casei e degradagao por temperatura (ASCHOFF et al., 2015; TIAN et al., 2020). O
teor do acido ascérbico sofreu reducao de 12,4% apds 24h de fermentacéao.

Diante dos resultados obtidos, € possivel concluir que a multiplicacdo de
células do L. casei e a producdo de metabdlicos como acidos organicos e acidos
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graxos de cadeia curta s&o fortemente afetados pela composigdo do suco e fontes
de carbono disponiveis para consumo. Além disso, é possivel afirmar que os glico-
oligossacarideos e dextrana foram parcialmente fermentados pelo L. casei, o que faz
deles ingredientes prebidticos.

Foi evidenciado o potencial do processamento por ultrassom para
aumentar a suscetibilidade dos polissacarideos insoluveis a fermentacdo pela
microbiota intestinal humana. O ultrassom empregado é absorvida uniformemente
por suspensdes e causam vibragdo das moléculas que criam um aquecimento
pontual, rapido e uniforme. Espera-se que também possa tornar fibras insoluveis
mais acessiveis as bactérias, aumentando as taxas de fermentagdo (CANTU-
JUNGLES et al., 2021).

A partir dessa evidéncia, o processamento por ultrassom foi testado
quanto a sua capacidade de aumentar a fermentabilidade dos glico-oligossacarideos
e dextrana usando um modelo semi-dinamico de fermentagao do probidtico L. casei.
Os sucos contendo glico-oligossacarideos e dextrana foram processados por
ultrassom 500 W por 2, 6 e 10 min a 25°C. As figuras 10 B, C e D mostram os
resultados do suco processado por 2, 6 e 10 min contendo glicose, frutose, glico-
oligossacarideos e dextrana.

A figura 10B mostra os resultados do suco 3 (suco prebidtico processado
por 2 min). O L. casei apresentou uma uma contagem de células maxima igual a
15,80 log UFC/mL em 24 h de incubagao (contagem inicial = 6,55 log UFC/mL), o
que equivale a um aumento de 141%, consumindo todos os carboidratos
simultaneamente. Porém, apesar do consumo simultaneo, o probidtico consumiu
preferencialmente glicose e glico-oligossacarideos. Apdés 24h de incubacdo, o
consumo final foi de 58% de glico-oligossacarideos, 62% de glicose, 32% de
dextrana e 15% de frutose. O Lacticaseibacillus casei produziu 9,91 g/L de éacido
latico, 4,88 g/L de acido acético e 1,29 g/L de acido propiénico em 24 h de incubagao.
A concentragao de acido ascorbico (vitamina C) foi reduzida em 33,5% ap6s 24h de
incubacao.

A Fig. 10C mostra os resultados para o suco 4 (suco prebidtico
processado por 6 min). O L. casei apresentou uma contagem de células maxima
igual a 14,77 log UFC/mL em 24 h de incubagdo (contagem inicial = 7,48 log
UFC/mL), o que equivale a um aumento de 97%, consumindo todos os carboidratos

simultaneamente. Porém, apesar do consumo simultdneo, o probdtico consumiu
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novamente de forma preferencial, glicose e glico-oligossacarideos. Apdés 24h de
incubagéo, o consumo final foi de 56% de glico-oligossacarideos, 58% de glicose,
36% de dextrana e 11% de frutose. O Lacticaseibacillus casei produziu 10 g/L de
acido latico, 5,71 g/L de acido acético e 1,18 g/L de acido propidnico em 24 h de
incubagdo. A concentragcdo de acido ascorbico (vitamina C) foi reduzida em 43,3%
apos as 24h de incubacéo.

A Fig. 10D mostra os resultados para o suco 5 (suco prebiotico
processado por 10 min). O L. casei apresentou uma multiplicagdo de células maxima
igual a 11,98 log UFC/mL em 24 h de incubagao (contagem inicial = 6,84 log UFC /
mL), o que equivale a um aumento de 75%, consumindo todos os carboidratos
simultaneamente. Porém, apesar do consumo simultaneo, o probidtico consumiu
preferencialmente glico-oligossacarideos e dextrana. Apds as 24h de incubacéo, o
consumo final foi de 56% de glico-oligossacarideos, 50% de glicose, 54% de
dextrana e 27% de frutose. O Lacticaseibacillus casei produziu 8,5 g/L de acido
latico, 4,6 g/L de acido acético e 0,7 g/L de acido propiénico em 24 h de incubacgao. A
concentragédo de acido ascorbico (vitamina C) foi reduzida em 32% apds as 24h de
incubacao.

Esses resultados corroboram com as evidencias de que processamento
por ultrassom pode provocar mudancas fisico-estruturais em moléculas como a
dextrana, o que poderia aumentar o acesso das bactérias a mais porgdes da fibra
dietética, aumentando sua fermentabilidade (CANTU-JUNGLES et al., 2021). Em um
recente estudo, foi observado que a taxa fermentacdo da dextrana € mais lenta em
comparagao a outros prebidticos como a inulina. O que explicaria 0 metabolismo
mais lento do L. casei dos sucos com maiores taxas de consumo de dextrana
(AMARETTI et al., 2020). Neste trabalho, os sucos que foram processados por
ultrassom por maiores tempos (6 € 10 min) apresentaram menores de quantidades
de células viaveis do probiotico L. casei em relagdo ao suco prebiodtico processado
por 2 min e 0 ndo processado.

A alteragdo no consumo dos substratos provocados pelo processamento
por ultrassom resultou em diferentes padrbes do metabolismo do L. casei e
mudancas na producao de acidos nos sucos processados. Estas diferencas podem
ser devido ao fato dos microrganismos podem alterar suas vias metabdlicas com
base nos carboidratos que estao disponiveis para serem fermentados (NGUYEN;

LEE; ZHOU, 2012). O processamento por ultrassom foi utilizado com sucesso sem
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trazer efeitos indesejados, 0 que posso indicar esse processamento como uma
alternativa aos processamentos convencionais.

O suco contendo glico-oligossacarideos e dextrana processado por
ultrassom por 6 minutos provocou as melhores respostas ao metabolismo do
Lacticaseibacillus casei. Mesmo com um aumento menor na contagem de células do
L. casei quando comparado ao suco processado por 2 minutos, foi produzido
concentracbes semelhantes de seus metabdlicos, como acido latico, acético e
propidnico. O processamento por ultrassom também mostrou que para aumentar a
fermentabilidade da dextrana (polissacarideo) € necessario um processamento mais
longo, enquanto que para os glico-oligossacarideos periodos mais curtos de
processamento sao suficientes.

A Figura 10 mostra que os produtos do metabolismo do L. casei foram
afetados pelo processamento por ultrassom, assim como foi no seu metabolismo.
Foram observadas concentragcbes maiores do acido latico e dos AGCCs no suco
prebidtico ndo processado do que nos sucos prebidticos processados. Quanto maior
o tempo de processamento, menor foram as concentragdes. Isso pode ser explicado
pela maior e mais lenta fermentacédo da dextrana, o que levou a menor multiplicagcao
do L. casei e reducao do seu metabolismo.

Avaliar a resisténcia de prebioticos e probidticos in vivo € caro, demorado
e envolve questdes de biossegurancga, e por isso, geralmente emprega-se sistemas
in vitro nos primeiros estagios de testes. Se o prebidtico e probidtico for altamente
afetada por condicdes intestinais e/ou perde a viabilidade a um nivel que
compromete seus beneficios potenciais, torna-se inviavel seguir para testes in vivo.
Portanto, os sistemas in vitro constituem uma abordagem econémica para avaliar os
potenciais. Entre estes, sistemas semi-dindmicos e dindmicos sao preferidos devido
a sua capacidade de contornar as limitacbes do uso de sistemas estaticos
(ALMADA-ERIX et al., 2021; MULET-CABERO et al., 2020). Neste trabalho, um
sistema semi-dindamico in vitro foi utilizado com sucesso como uma abordagem
intermediaria para avaliar a resisténcia de ingredientes prebidticos e compostos
funcionais as condi¢des gastrointestinais simuladas e o metabolismo do L. casei em

condigdes simuladas do intestino.
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6 CONCLUSAO

Este estudo gerou o conhecimento necessario para indicar o suco de
acerola contendo glico-oligossacarideos e dextrana como um possivel prebiotico. Os
glico-oligossacarideos e dextrana resistiram as condigdes gastrointestinais
simuladas, enquanto os compostos bioacessiveis, vitamina C e compostos fendlicos,
aumentaram suas concentragdes ao final da digestao in vitro. O processamento por
ultrassom de alta intensidade aumentou a concentragdo de glico-oligossacarideos
em detrimento da dextrana. O processamento por ultrassom também aumento a
concentracao de vitamina C e compostos fendlicos.

Os carboidratos, pés digestao in vitro, foram usados como substratos pela
bactéria probidtica, Lacticaseibacillus casei. O probidtico apresentou alto consumo
de glico-oligossacarideos e dextrana, diferentes perfis de multiplicacdo de células
viaveis e produgao de acidos organicos e acidos graxos de cadeia curta com base
nas fontes de carbono disponiveis para consumo. Além disso, o processamento de
ultrassom causou mudancas fisico-estruturais na dextrana, o que aumentou sua
fermentabilidade. O suco contendo glico-oligossacarideos e dextrana processado
por ultrassom por 6 minutos provocou as melhores respostas ao metabolismo do

Lacticaseibacillus casei.
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