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RESUMO

A transi¢ao de probioticos para pds-bidticos tem se destacado na busca por alimentos funcionais
mais estaveis. Este trabalho teve como objetivo desenvolver, modelar cinéticas de inativagao e
avaliar as assinaturas funcionais de bebidas pos-bidticas a base de frutas fermentadas por
Lacticaseibacillus casei NRRL B-442, comparando a eficdcia do processamento térmico (TH)
e da termossonicagao (TS). A metodologia englobou a fermentagao latica de suco de acerola e
de laranja, posteriormente submetidos a inativagao térmica (TH, a 80 °C) e termossonica (TS,
a 60 °C). Avaliaram-se a estabilidade fisico-quimica, a viabilidade celular, o potencial
antibacteriano e a cinética de inativagdo sob diferentes geometrias de reator, além da modulagao
da microbiota intestinal humana por meio de fermentacdo coldnica anaerdbica. Os resultados
indicaram que tanto a TS quanto o TH inativaram efetivamente o probidtico, preservando os
compostos fenolicos, a atividade antibacteriana e a capacidade antioxidante ao longo de 35 dias
sob armazenamento refrigerado (4 °C). A modelagem cinética sugeriu que o processamento
térmico seguiu uma cinética linear, enquanto a eficiéncia da TS dependeu da geometria do reator.
O uso de reatores de vidro maiores (capacidade de 250 mL) parece ter otimizado o fluxo
acustico, propiciando uma inativagao linear e mais rapida que o método térmico, ao passo que
reatores de aco confinados (10 mL) geraram um efeito de cauda resistente. Durante a
fermentagdo colonica, observou-se que o método de inativag¢do influenciou o comportamento
da matriz. O processamento TH-80 gerou um pds-bidtico butirogénico, possivelmente
associado a supressdo do filo Proteobacteria e ao enriquecimento de géneros de interesse
(Bacteroides e Phascolarctobacterium). Em contrapartida, o suco TS-60 favoreceu a expansao
do género Fusobacterium, levantando a hipotese de que a lise celular mediada pela cavitacao
possa ter tornado compostos intracelulares mais disponiveis para microrganismos oportunistas.
Os achados sugerem que o processamento térmico atua como uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de pos-bidticos com potencial para auxiliar na mitigagdo da disbiose colonica.
A termossonicagdo constitui uma tecnologia rapida, desde que a geometria do reator garanta
condicdes acusticas adequadas; contudo, as alteracdes promovidas na matriz exigem estudos

em condicoes in vivo.

Palavras-chave: Fermentagdo latica; Ultrassom; Pasteurizacao térmica; Modelagem cinética;

Modulagao da microbiota intestinal.



ABSTRACT

The transition from probiotics to postbiotics has gained prominence in the search for more
stable functional foods. This study aimed to develop, model inactivation kinetics, and evaluate
the functional signatures of postbiotic fruit-based beverages fermented by Lacticaseibacillus
casei NRRL B-442, comparing the efficacy of thermal processing (TH) and thermosonication
(TS). The methodology encompassed the lactic acid fermentation of acerola and orange juices,
which were subsequently subjected to thermal (TH, at 80 °C) and thermosonic (TS, at 60 °C)
inactivation. Physicochemical stability, cell viability, antibacterial potential, and inactivation
kinetics under different reactor geometries were evaluated, along with the modulation of the
human gut microbiota through anaerobic colonic fermentation. The results indicated that both
TS and TH effectively inactivated the probiotic, preserving phenolic compounds, antibacterial
activity, and antioxidant capacity over 35 days under refrigerated storage (4 °C). Kinetic
modeling suggested that thermal processing followed linear kinetics, while TS efficiency
depended on the reactor geometry. The use of larger glass reactors (250 mL capacity) seems to
have optimized the acoustic flow, providing a linear and faster inactivation than the thermal
method, whereas confined steel reactors (10 mL) generated a resistant tailing effect. During
colonic fermentation, it was observed that the inactivation method influenced the matrix
behavior. The TH-80 processing generated a butyrogenic postbiotic, possibly associated with
the suppression of the Proteobacteria phylum and the enrichment of genera of interest
(Bacteroides and Phascolarctobacterium). Conversely, the TS-60 juice favored the expansion
of the Fusobacterium genus, raising the hypothesis that cavitation-mediated cell lysis may have
made intracellular compounds more available to opportunistic microorganisms. The findings
suggest that thermal processing acts as a promising strategy for developing postbiotics with the
potential to assist in mitigating colonic dysbiosis. Thermosonication constitutes a rapid
technology, provided that the reactor geometry ensures adequate acoustic conditions; however,

the alterations promoted in the matrix require studies under in vivo conditions.

Keywords: Lactic acid fermentation; Ultrasound; Thermal pasteurization; Kinetic modeling;

Gut microbiota modulation.



2.1
2.2

2.2.1
2.2.2
2.2.3
23
24

31
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.2.4
3.2.5
3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.2.9
3.2.10
3.2.11
3.2.12
33
3.3.1
3.3.2

SUMARIO

INTRODUCAO GERAL .........coooiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeee e 11
FUNDAMENTACAO TEORICA ........coooooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeean 13
Transformando sucos de frutas em bebidas probidticas ................................. 13

Probioticos a pos-bidticos: Obtencao via termossonicacio e processamento

L0 9 111130 T USSP 18
TerMOSSOMICACHO. ...................c.cveeeiieeeeeeeeeee e 20
ProcesSamento termico. .........................cccoouvuueeeeeeeeiiieeiie e 24
Modelagem cinética da inativacdo microbiana......................cocccooniiiininnnn. 27
Pos-bidticos: definicao, composicao bioativa e mecanismos funcionais......... 28
Hipotese cientifica e estrutura datese....................occoeeeviiiiiiiiiciie e, 32

OBTENCAO DE SUCOS DE ACEROLA POTENCIALMENTE POS-
BIOTICOS POR TERMOSSONICACAO E PROCESSAMENTO

TERMICO.........coviimiiiiriieeeiseessesesses st st sessesssss et sssessssessssnas 34
INErOAUCAO........cceiieeee e e et e e e 35
Materiais € MELOAOS..............cooiiiiiiiiiiiiiiee e 37
Preparo do SUCO.......................ccceeeeueieeiieiiieeee e 37
Preparo e enumeracgdo do Lacticaseibacillus casei.............................c............ 37
Fermentagdo do sucode acerola .........................c...ccccovvvevviiieiiaiiiiniaaiiienean, 37
Termossonicag@o (TS)................c.ooooeoueeieeiiiiiieeiiiiee e 38
Processamento térmico (TH).......................ccc..cooovuiieiiiiiieeeiiieeeecee e, 38
Estabilidade durante o armazenamento frio.......................cccccceeevceveenceeennnnn. 39
Determinacdo de aguicares e dcidos Organicos.......................cccccceeveeeenceeenncnnn. 39
Compostos fenolicos tOLaIs.........................coccccoviiciiiiiiiiiiniiiiiiiici e 40
Atividade antioxidante............................c..ccoccoooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 40
Qualidade microbiolOgica................................cccooovevviiviiiaiiiiiiiieeiiieeie e, 41
Ensaio de atividade antibacteriana..................................ccccoooveviiiniiiniinnannn 41
ANGLISe eSIALISTICA........................cccocooiiiiiiiiiiiiiiiiic e 42
Resultados € diSCUSSA0..........ccc.oeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 42
Fermentacgdo do suco de acerola por L. casei............................c...cccoocvvuveennnn.n. 42

Estabilidade do probidtico durante o armazenamento refrigerado.................... 45



3.3.3

3.3.4
3.3.5
3.4

4.1

4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.6.1
4.2.6.2
4.2.7
4.3
4.3.1
4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.3.5

4.3.6

4.4

Producao de pos-bidticos por termossonicagdo (TS) e processamento térmico

(TH)........cooeiiiiieie ettt 48
Estabilidade do pos-bidtico durante o armazenamento refrigerado................... 51
Atividade antibacteriana............................c...ccocceeviiiiniiiiniiiiiie e 54
COMCIUSAD. ..ottt 58

TIPO DE REATOR IMPACTA A CINETICA DE INATIVACAO POR
TERMOSSONICACAO DE LACTICASEIBACILLUS CASEI EM

BEBIDA POTENCIALMENTE POS-BIOTICA DE LARANJA.................. 60
INErOAUCAO. .......oooiieiiii e e e 61
Materiais € MELOAOS..............cooiiiiiiiiiiiiiii e 63
SUcode laranja..........................cccooooveviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 63
Preparo e enumeracgdo do Lacticaseibacillus casei..........................c......c......... 64
Fermentacdo do néctardelaranja ...........................ccc.ccccoovvvveeiiienceiaieeennn, 64
Experimentos de inativac@o térmica...........................cccoevouveeiveenieeeneeenneennnn, 65
Experimentos de inativagdo por termossonicagao..........................c..c.ceuueennn. 65
Modelagem matematica............................ccoccooioiiiiiiiiiniiiiiiiiiee e 68
Modelo de Big@loW..............cc.ocouieiiiieiiieeie et 68
Modelo de WeibUlL.................cccooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 69
Avaliacdo do modelo e eStatistica.................................cccooveeeeeiveiieeiiiiaeeeieaeann, 69
Resultados € diSCUSSA0............cccooiiiiiiiiiiiiiiice e 70
Cinética de inativag@o trMiCA..........................ccccoeeeeeiuveeeeiiiiiieeeiiiieeeeiieee e, 70

Efeito da temperatura na cinética de inativacido microbiana por TS (10
W/mL): Camara confinada de aco inoxidavel (Reator I, I0mlL) ....................... 73
Efeito da temperatura na cinética de inativacido microbiana por TS (10
W/mL): Reator de vidro (Reator II, 100 mL) ...................cc...ccccvvvveeviiiieainnnnnn. 76
Comparagdo entre termossonica¢cdo a 10 W/mL e inativa¢do térmica de
Lacticaseibacillus casei a diferentes temperaturas (reatoresIell) ................... 79
Comparacgdao da termossonicacdo a 3 W/mL (Reatores I e IIl) e inativagdo
BOFHUICH. ... et ettt ettt et et e et e s 83
Condigoes recomendadas para a producgdo de bebida pos-biotica com base na
cinética em escala de laboratorio............................c.ccoccoevoiiiieniiiiiiiieee, 86

COMCIUSAOD........cooeiieeeeee ettt e e e e e e e et e areaeseeeeetesaaraeseeas 87



5.1
5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.24
5.2.5
5.2.6
5.2.7
5.2.8
5.2.9
5.2.10
5.2.11
5.2.12
5.3
5.3.1
5.3.2
5.3.3
5.34
5.4

SUCOS DE ACEROLA POTENCIAMENTE POS-BIOTICOS OBTIDOS
POR PROCESSAMENTO TERMICO E TERMOSSONICACAO:
EFEITOS NA ASSINATURA ECOLOGICA IN VITRO DA

MICROBIOTA INTESTINAL HUMANA. .......ooiiiiiieeeeeeeee e 89
INErOAUCAO. .......oooeeiiiiie e e e 90
Materiais € MELOOS............cocueeiiiiiiiiiiiiiiieee e 91
Preparo do SUCO........................cc..ooeeiiiiiieiiiiii e 91
Preparo e enumeracgdo do Lacticaseibacillus casei...........................cc...ccccuo....... 92
Fermentacdo do sucode acerola.................................cccccooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinin, 92
TermosSOnICACAO (TS)...........cccooeeeeeeeeeeeeeeciieeeeeeeeeeeeee e, 92
Processamento termico (TH)......................cccccoeeeiiiiiiieiiiiiiiiieeeeeeeeiiieeee e, 93
DigeStao i VILro. .................ccc..ooiiiiiiiiiiiii e 93
TnOculo fecal......................cccooevieiaiiieeie e 94
Fermentac@o colONICA IR VILIO......................ccc...ovoeiiiieeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiieee e, 95
Anadlise da microbiota fecal...............................cocociiiiiiiiiiiiiiiieeee 95
Determinacdo de aguicares e dcidos OrgaAnicos.....................cccoccceeeveeienceeennnnn. 96
Compostos fENOlICOS LOLALS.........................cccueeeveeeieiieeiieeeie e 96
ARGLISE ESIALISTICA........................ccoiiiiiiiiiit e 96
Resultados € diSCuSSA0...........cccooiiiiiiiiiiiiie e 97
Estabilidade durante a digestao in Vitro........................cccccoccceveenciniiiinicannannne. 97
Perfil metabolico durante a fermentacdo colonica..............................c........... 99
Influéncia do método de inativa¢do na microbiota colonica.............................. 103
Tdaxons discriminantes e andlise multivariada...................................c..ccco...... 109
CONCIUSAOD. ... e 114
CONCLUSAQ GERAL.....cc.ooeiuriiiiieiieiseeeeseiseeiiseseaeeiseses s 115

REFERENCTIAS ..o, 117



11

1 INTRODUCAO GERAL

A eficacia dos produtos alimenticios probiodticos tem sido tradicionalmente
atrelada a exigéncia de um elevado nimero de células viaveis e ativas no momento do
consumo (Terpou et al., 2019). No entanto, a manutencao dessa viabilidade representa
um desafio tecnolédgico significativo, especialmente em matrizes ndo lacteas, devido a
estressores ambientais e condigdes de armazenamento. Diante dessa limitacdo, emergiu
0s pos-biodticos que sao definidos como preparagdes de microrganismos inanimados e/ou
os seus componentes celulares que conferem beneficios a saide do hospedeiro (Salminen
et al., 2021). Além de eliminarem os riscos associados a translocagdo bacteriana e a
transferéncia de genes de resisténcia (Beegum; Chandran, 2024; Homayouni Rad et al.,
2020), os pos-bidticos oferecem uma estabilidade superior e maior facilidade de
incorporagdo em matrizes alimentares complexas, como os sucos e néctares de frutas
(Aguilar-Toald et al., 2018; Barros et al., 2020).

O suco de acerola (Malpighia emarginata) destaca-se como um veiculo promissor
para o desenvolvimento de bebidas funcionais devido ao seu excecional teor de vitamina
C e compostos fenolicos (Prakash; Baskaran, 2018). A sua fermentagdo por bactérias
laticas, como o Lacticaseibacillus casei, ndo apenas enriquece a matriz com metabolitos
antimicrobianos e antioxidantes, mas também melhora a bioacessibilidade de compostos
bioativos ligados a parede celular vegetal (Leonard et al., 2021; Mubhialdin et al., 2021).
Contudo, para a obtencdo de uma bebida pds-bidtica estavel, a inativacdo celular
completa € um pré-requisito obrigatorio. O método de inativagdo atua como uma operagao
unitaria critica, influenciando diretamente a composigao, a integridade e a funcionalidade
dos compostos pos-bidticos resultantes (Aggarwal et al., 2022; Pimentel et al., 2023).

O processamento térmico (TH) tem sido a tecnologia padrdo empregada na
industria de alimentos para assegurar a inativacao microbiana (Aghajanzadeh et al., 2023).
Embora eficaz, o emprego de altas temperaturas pode resultar na degradacao de
compostos sensiveis ao calor e na desnaturagao de proteinas, alterando o perfil nutricional
e sensorial do produto (Jafarpour, 2022; Wibowo et al., 2025). Como alternativa ndo
térmica e ecologicamente correta, o ultrassom de alta intensidade tem sido amplamente
investigado (Fonteles ef al., 2024; Hashemi ef al., 2023). A combinagao do ultrassom com
tratamentos térmicos brandos, conhecida como termossonicacdo (TS), surge como uma

estratégia sinérgica capaz de promover a rapida inativagdo celular via cavitagdo acustica
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e dano mecanico, mitigando os efeitos deletérios da exposi¢cdo térmica prolongada
(Abdulstar et al., 2023; Nunes et al., 2022; Oliveira et al., 2022).

Apesar do potencial da termossonicacdo, a literatura aponta que a cinética de
inativacdo pode variar drasticamente dependendo da geometria do reator e das
propriedades acusticas do material. A interagao entre as ondas acusticas ¢ as fronteiras do
reator determina o grau de homogeneidade do tratamento (Chakraborty et al., 2024;
Kewalramani et al., 2023). A formacao de ondas estaciondrias em espagos confinados ou
a promocdo de correntes acusticas (acoustic streaming) em volumes maiores altera a
distribuicao da cavitacao, resultando, por vezes, em comportamentos nao lineares (efeito
de cauda) que comprometem a previsibilidade do ganho de escala industrial ou scale-up
(Gogate et al., 2001; Mason; Lorimer, 2003).

Para além dos desafios tecnologicos, o impacto dos métodos de inativagdo nas
propriedades biologicas dos pos-biodticos tem sido alvo de investigagdes recentes. Estudos
sugerem que essas tecnologias atuam de maneira distinta na modificacdo da matriz
alimentar (Pimentel et al., 2023). Do ponto de vista do processamento, o tratamento
térmico promove a desnaturacdo proteica, a liberagcdo de agucares da parede celular ¢ a
formagdo de complexos proteina-fendlicos (Jakobek, 2015; Piqué et al, 2019). Em
contrapartida, a cavitagdo acustica induzida pela termossonicagdo pode extrair peptideos
intracelulares de baixo peso molecular (Zhao et al., 2024), alterando o perfil e a
disponibilidade de nutrientes, como o nitrogénio, na bebida.

No que diz respeito a modulagao intestinal, essas diferentes reestruturacdes fisico-
quimicas determinam como os compostos serdo metabolizados no célon. Compreender
como as matrizes geradas por cada processamento influenciam a microbiota humana —
afetando a sucessdo ecologica e as redes de alimentacdo cruzada (cross-feeding), como
aquelas envolvendo o metabolismo de succinato (Ikeyama et al., 2020) — ¢ fundamental
para o delineamento de intervencdes dietéticas mais seguras e direcionadas.

Diante deste contexto, a presente tese de doutoramento foi estruturada para
investigar a viabilidade tecnologica, a cinética de processo e a funcionalidade bioldgica
de sucos de frutas pds-bidticos fermentados por L. casei NRRL B-442, comparando

sistematicamente o processamento térmico € a termossonicagao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Transformando sucos de frutas em bebidas probioticas

A crescente demanda por alimentos e bebidas que promovam a satde intestinal
impulsionou a popularizacdo de sucos de frutas fermentados, com énfase nos sucos
probidticos (ADEBAYO-TAYO et al., 2021; NASEEM et al., 2023). Esses sucos,
enriquecidos com microrganismos benéficos, t€ém se destacado como uma alternativa
funcional para o fortalecimento do sistema digestivo e para a promogao do equilibrio da

microbiota intestinal (LEONARD et al., 2022; WU et al., 2021).

A fermentacdo, um processo biotecnologico ancestral, tem sido utilizada para a
preservacao de alimentos e bebidas hd milénios; contudo, nas Gltimas décadas, ganhou
destaque por seus beneficios a saude, especialmente no contexto da microbiota intestinal
(HASSAN et al., 2021; SHARMA et al., 2020). A fermentagao focada em probioticos —
microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas, conferem
beneficios a satde do hospedeiro — representa um avancgo significativo na nutri¢do
funcional (TERPOU et al., 2019). Diferentemente da fermentagdo convencional, que visa
principalmente a conservagdo e o desenvolvimento de sabor e textura, a fermentagdo
probiodtica foca na produgdo de microrganismos benéficos ao hospedeiro, além de
compostos bioativos que podem influenciar positivamente a satide digestiva, imunolédgica
e metabolica (ROSELLI et al., 2021). A Figura 1 apresenta o diagrama esquematico da
producao biotecnoldgica de sucos de frutas probidticos e seus beneficios sistémicos

associados.
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Figura 1 - Diagrama esquematico da produgdo biotecnologica de sucos de frutas

probioticos e seus beneficios sistémicos associados.

Painel A: Processo de Produgao Biotecnoldgico

Inéculo Probiético
(ex: Lacticaseibacillus,

— / Bifidobacterium)

Suco de Fruta
Probidtico

Matriz de Suco

Painel B: Efeitos Promotores da Satide

Sinalizagédo do Eixo
Intestino-Cérebro
(Neuroprotegao)

Modulagao da
Microbiota

de Fruta Cru Processo de Intestinal e
(ex: Acerola, Fermentagdo Fermentado Integridade da R 3 »
Laranja) (Temperatura e (Enriquecido Rarreira (11} Regulagdo Metabdlica
Tempo Controlados) ~ ¢om Bioativos) V(A ] (ex: Pg%dFLgao de
Vi

Nota: (A) Etapas do processo de fermentacdo, incluindo a inoculagdo de cepas probiodticas (ex.:
Lacticaseibacillus, Bifidobacterium) na matriz do suco sob condi¢des controladas. (B) Mecanismos de
promocao da satde do hospedeiro, destacando a modulagdo da microbiota intestinal, imunomodulagio,
regulacdo metabolica e sinalizag@o do eixo intestino-cérebro.

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

O consumo regular de probiodticos proporciona diversos beneficios a saude. Eles
promovem uma digestdo saudavel ao equilibrar a microbiota intestinal, auxiliando na
prevencdo e no tratamento de distirbios como diarreia, constipagdo e sindrome do
intestino irritavel, além de prevenirem o crescimento de bactérias patogénicas. Ademais,
os probidticos fortalecem o sistema imunologico, estimulando a producao de células de
defesa e aumentando a resisténcia do organismo a infec¢des (TEGEGNE; KEBEDE,
2022).

Vérios microrganismos sao considerados probidticos; no entanto, as cepas de
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as mais aplicadas e estudadas, sendo comumente
encontradas no intestino humano (ALMADA et al., 2021; TRAN et al., 2020). O género
Bifidobacterium reside majoritariamente no intestino grosso, enquanto o Lactobacillus
habita o intestino delgado. Outros géneros probiodticos promissores incluem Bacillus,
Bacteroides, Enterococcus, FEscherichia, Faecalibacterium, Propionibacterium e
Saccharomyces. Todavia, esses microrganismos sdo geralmente comercializados como
suplementos, e ndo como ingredientes alimenticios integrados (MURALI; MANSELL,

2024).
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O género Lactobacillus ¢ composto por bactérias Gram-positivas e anaerdbias
facultativas. Na natureza, existem pelo menos 60 espécies que constituem a maioria das
bactérias acido-laticas, definidas por sua capacidade de converter lactose e outros
agucares em dacido latico através da fermentagdo latica. Esses microrganismos estao
naturalmente presentes no trato gastrointestinal humano, representando uma parcela

especifica da microbiota intestinal residente (TUMBARSKI et al., 2025).

Para que uma cepa bacteriana seja considerada probiotica, ela deve ser
reconhecida como segura (Generally Recognized As Safe - GRAS), demonstrar efeitos
comprovados a saude, ndo apresentar resisténcia a antibidticos, possuir caracteristicas
sensoriais agradaveis aos consumidores, ser isenta de toxicidade, originar-se do trato
gastrointestinal de individuos saudaveis e ser capaz de aderir eficientemente a mucosa
intestinal, promovendo uma colonizagdo eficaz (SZUTOWSKA, 2020). Os probioticos
também precisam sobreviver de forma atenuada a passagem pelo trato digestivo,
mantendo uma viabilidade minima para beneficiar genuinamente a saide do hospedeiro
(SZUTOWSKA, 2020). Além disso, a capacidade de adesdo a mucosa intestinal, a
atividade antagonista, a producdo de substancias antimicrobianas e a resisténcia estavel
a0 suco gastrico e aos sais biliares sdo algumas das caracteristicas mandatorias avaliadas

durante a selecao dos microrganismos (ROSELLI ef al., 2021).

Os produtos lacteos fermentados consistem nas principais matrizes alimentares
para a entrega de probioticos. No entanto, o consumo desses produtos € limitado devido
ao numero crescente de individuos com intolerancia a lactose, alergia as proteinas do leite
de vaca, hipercolesterolemia ou que adotam dietas veganas e vegetarianas (LIU et al.,
2024). Portanto, veiculos funcionais nao lacteos, incluindo matrizes alimentares a base

de frutas, t€ém sido amplamente investigados como alternativas viaveis.

As frutas sdo fundamentais para uma dieta equilibrada e amplamente reconhecidas
por seus beneficios a satde humana. Algumas espécies podem ser classificadas como
alimentos funcionais devido ao seu alto teor de micronutrientes, tais como compostos
fendlicos (notaveis, especialmente, por sua capacidade antioxidante), minerais e
vitaminas (FERNANDES et al., 2023; SAINI et al., 2022). Entre as frutas tropicais, a
acerola (Malpighia emarginata) e a laranja (Citrus sinensis) destacam-se nao apenas pelo
sabor agradavel e refrescante, mas também pelo valor nutricional excepcional que
oferecem (ALBUQUERQUE et al., 2019). A acerola ¢ rica em vitamina C, antioxidantes

e minerais, enquanto a laranja fornece quantidades expressivas de vitamina C, fibras e
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flavonoides antioxidantes. Esses sucos fortalecem o sistema imunologico e possuem
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias reconhecidas. Comercialmente, sdo
utilizados em sucos frescos, bebidas isotdnicas e suplementos liquidos (LAURINDO et

al., 2024; TIENCHEU et al., 2021).

Entretanto, o processamento industrial dessas matrizes apresenta desafios
distintos. Seu alto teor de compostos termossensiveis, particularmente o acido ascorbico,
torna-os altamente suscetiveis a degradacao nutricional durante a pasteurizagdo térmica
convencional. Ademais, a acidez naturalmente elevada dessas frutas — especialmente da
acerola — impde um ambiente desfavoravel para a sobrevivéncia probidtica, limitando a
vida util (shelf-life) de produtos vivos e justificando a exploragdo de alternativas pos-
bidticas obtidas por meio de tecnologias mais brandas (NASEEM et al., 2023; VIGNALI
etal.,2022).

Uma vantagem adicional dos sucos de frutas ¢ que sua digestao estomacal ocorre
mais rapidamente do que a de produtos lacteos. Isso significa que os microrganismos
passam menos tempo expostos ao ambiente severamente acido do estomago (PIMENTEL
et al., 2019). Além de apresentarem um importante conteudo nutricional, os sucos de
frutas oferecem novas possibilidades de matrizes para a administragao de probioticos.
Diversos estudos recentes sobre o uso de sucos de frutas na produg¢do de bebidas
probioticas foram publicados, contemplando exemplos de matrizes eficientes para a
entrega de bactérias probidticas, como manga (ADEBAYO-TAYO et al., 2021), laranja
(KARDOONI et al., 2023), aboébora (DIMITROVSKI et al., 2021), melao (FILHO et al.,
2017), caju (PEREIRA et al., 2011; FILHO et al., 2017) e cacau (FILHO et al., 2019).

Embora as frutas oferegam uma boa matriz para o crescimento probiotico, a
sobrevivéncia desses microrganismos nesse ambiente ¢ desafiadora, uma vez que as
bactérias 4cido-laticas precisam se proteger contra as condi¢des acidas severas das frutas
tropicais (LILLO-PEREZ et al, 2021). Portanto, é fundamental aprofundar o
conhecimento sobre as dinamicas de produgdo de sucos de frutas fermentados para
compreender como as etapas envolvidas impactam a estabilidade biologica global (Figura

2).
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Figura 2 - Visdo geral comparativa do uso de sucos de frutas como veiculos nao lacteos

para probidticos.
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Nota: O painel esquerdo destaca vantagens, como o status de isento de lactose, perfil nutricional rico em
bioativos e sustentabilidade. O painel direito ilustra os principais desafios tecnoldgicos, especificamente a
sobrevivéncia microbiana em pH 4cido e a necessidade de adaptagdo da cepa a matriz vegetal.

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

Existem duas abordagens principais para transformar um suco de fruta em um
alimento probiotico: a adigdo direta de microrganismos ao suco e a fermentagdo
conduzida com microrganismos probidticos. A primeira consiste em uma técnica eficaz
quando a cepa demonstra tolerancia prévia ao ambiente 4acido da fruta. No entanto, a
fermentagdo oferece vantagens adicionais consolidadas, pois o crescimento da cepa
microbiana na propria matriz resulta em um produto com menor teor de agucares livres e
em uma biomassa celular mais adaptada, o que culmina em maiores taxas de
sobrevivéncia. Além disso, a fermentagdo promove a sintese de metabolitos secunddrios,
como as bacteriocinas, que contribuem para a qualidade do produto ao prevenirem
contaminagdes microbianas ao longo do armazenamento (MANOIJ et al., 2023; NASEEM
etal.,2023).

A fermentacao de sucos de frutas com cepas probidticas pode fornecer os mesmos
beneficios a saude digestiva e imunoldgica que os produtos lacteos fermentados
convencionais, mas com o acréscimo de um perfil nutricional mais diversificado e de
maior apelo a um publico consumidor mais amplo (D'AMICO et al., 2024). Ademais,

sucos de frutas fermentados representam uma alternativa mais econdmica e
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ambientalmente sustentavel, atendendo a crescente demanda por bebidas funcionais

saudaveis no mercado global (SHORI; AL ZAHRANI, 2022).

2.2 Probioticos a pos-bidticos: Obtencao via termossonicacao e processamento

térmico

Nos ultimos anos, o interesse em probiodticos € em seus efeitos benéficos a saude
cresceu exponencialmente. Contudo, um novo conceito estd ganhando destaque no campo
da ciéncia de alimentos e nutri¢do: os pds-bioticos. Ambos sdo componentes importantes
para o bem-estar humano; no entanto, enquanto probidticos sdo microrganismos vivos,
pos-biodticos sdo substancias bioativas geradas pelos probioticos durante seu metabolismo
ou derivadas de seus componentes celulares.

Diferentemente de seus equivalentes vivos, essas preparagdes microbianas
inanimadas oferecem a vantagem de desvincular os beneficios a saude da exigéncia de
viabilidade celular. Essa mudanca ndo apenas mitiga os desafios de sobrevivéncia em
matrizes dcidas como sucos de frutas, mas também garante maior seguranca e estabilidade
durante o armazenamento, mantendo propriedades funcionais sem os riscos associados a
administracdo de microrganismos vivos (VAMANU; DINU, 2025).

Conforme destacado por Aguilar-Toala et al. (2018), uma variedade de técnicas
de processamento ¢ empregada para obter preparagdes pds-bidticas, particularmente
aquelas que visam romper as células microbianas para liberar componentes intracelulares
(Figura 3). Estas técnicas incluem alta pressdo, ozonio, plasma frio, sonicacdo e
termossonicacdo (NONGLAIT et al., 2022). O método de inativagdo ¢ fundamental, pois
influencia diretamente a composi¢do, integridade e funcionalidade dos compostos pos-
bidticos resultantes, determinando, em ultima analise, seu potencial de promogdo da

saude (BEEGUM; CHANDRAN, 2024; PIMENTEL et al., 2023).
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Figura 3 - Mecanismos celulares de inativagdo microbiana por tecnologias emergentes.
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Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

Embora eficazes, as técnicas convencionais de inativacdo térmica enfrentam
desafios, como a degradacdo de nutrientes termolabeis (incluindo vitaminas) e a alteragdo
de caracteristicas sensoriais, como sabor e textura. Além disso, o processamento térmico
pode ser intensivo em energia, aumentando os custos de produ¢cdao (CHACHA et al., 2021).

Para superar esses desafios, tecnologias emergentes tém sido aplicadas na
industria de bebidas. As tecnologias emergentes sdo mais eficientes energeticamente,
preservam melhor os nutrientes e compostos bioativos, mantém as caracteristicas
sensoriais dos alimentos e permitem um controle de qualidade aprimorado e
personalizacdo do produto (GAZDA; GLIBOWSKI, 2024). Ademais, essas tecnologias
reduzem o tempo de processamento, possuem menor impacto ambiental e oferecem maior
flexibilidade para produtos ndo lacteos. Apesar de oferecerem beneficios significativos,
essas tecnologias podem exigir investimentos iniciais mais altos e pesquisas adicionais
para otimizar sua aplicacdo em larga escala (JADHAV; CHOUDHARY, 2024).

De uma perspectiva mecanistica, a eficidcia antimicrobiana dessas tecnologias
emergentes ndo ¢ governada unicamente pela energia térmica, distinguindo-as da

pasteurizagdo convencional. Em vez disso, elas dependem de estresses fisicos e quimicos
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especificos para romper a integridade celular microbiana (GAZDA; GLIBOWSKI, 2024).
Tecnologias como processamento de alta pressdo e sonicagdo induzem danos mecanicos
através de pressdo isostatica ou cavitagio acustica (forgas de cisalhamento e microjatos),
levando a ruptura da parede celular e ao vazamento do conteudo intracelular (FENG et
al., 2020). Por outro lado, métodos como plasma frio e aplicacao de ozonio funcionam
através de estresse oxidativo, gerando espécies reativas (ROS e RNS) que visam
membranas celulares e material genético (FERNANDES; RODRIGUES, 2021;
PANIGRAHI et al., 2025). Mesmo em processos hibridos como a termossonicagao, onde
o calor ¢ aplicado, a inativagdo ¢ significativamente aprimorada pela ruptura fisica
causada pela cavitacdo, permitindo uma redu¢do microbiana eficaz em temperaturas mais

baixas e, assim, preservando a matriz alimentar (NASCIMENTO et al., 2025).

2.2.1. Termosonicagdo (TS)

A termossonicagao (TS) ¢ uma metodologia de processamento baseada na sinergia
entre a aplicacdo de ultrassom (US) de alta intensidade, tipicamente na faixa de 20 kHz,
e a manuten¢do concomitante de temperaturas moderadas (40-65 °C) (ALCANTARA-
ZAVALA et al., 2021). Esta técnica ¢ classificada como uma tecnologia emergente,
distinguindo-se fundamentalmente da pasteurizagdo convencional por nao depender
primariamente de estresse térmico extremo para preservagdo, permitindo assim uma
abordagem mais branda para a estabilizagdo de matrizes alimentares (JAFARPOUR,
2022).

A pasteurizagdo convencional utiliza calor elevado (ex.: 65-95 °C em sucos) para
induzir a inativa¢do de microrganismos patogénicos e enzimas (SILVA et al., 2014). No
entanto, este método estd intrinsecamente associado a degradagdo térmica de
biomoléculas termoldbeis (ex.: vitaminas, compostos volateis), resultando em perdas
significativas de valor nutricional, altera¢des sensoriais (sabor e aroma) e modificacdes
na cor do produto (ZIA et al., 2024).

Em contrapartida, a termossonica¢do, devido a sua combinacdo otimizada de US
e calor moderado, demonstrou eficiéncia superior na inativa¢gdo microbiana e na
preservacao de compostos bioativos e caracteristicas organolépticas em diversas matrizes
(PANARO et al., 2024). E crucial enfatizar que a termossonicagdo nio ¢ meramente a
soma dos efeitos térmicos e acusticos; ao contrario, ela exibe um comportamento

sinérgico (ABDULSTAR et al., 2023).
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A inativacdo microbiana induzida pela termossonicacdo ¢ um fendmeno
multifatorial mediado pela integragdo de estresses fisicos, quimicos e térmicos, sendo o
principal mecanismo de acdo a cavitacdo actstica transiente (SOTELO-LARA et al.,
2024). A cavitacao transiente envolve a formagdo (nucleacao), crescimento € colapso
explosivo de microbolhas de gés e vapor no meio liquido, induzidos por ondas de
ultrassom. O colapso dessas bolhas ¢ um evento fisico de extrema violéncia que gera
(NUNES et al., 2022):

e Ondas de choque: propagando-se em velocidades supersonicas, estas ondas
incidem diretamente sobre as células.

e Forcas de cisalhamento: forcas hidrodindmicas intensas atuam na interface
liquido-célula.

e Microjatos: jatos liquidos de alta velocidade direcionados contra a superficie
celular.

Essas forgas mecanicas culminam na ruptura (lise) da parede celular e das
membranas plasmaticas dos microrganismos, resultando no vazamento de material

intracelular e no colapso de organelas e estruturas internas vitais (Figura 4)

(ABDULSTAR et al., 2023).

Figura 4 - Representaciao esquematica do processo de Termossonicacao.
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Nota: (A) Parametros criticos do processo (Ultrassom + Calor Brando). (B) Mecanismo de cavitagdo
acustica, demonstrando a nucleacdo, crescimento e colapso violento de microbolhas, gerando ondas de
choque e microjatos. (C) Efeitos celulares e quimicos resultantes, incluindo a gerac¢do de espécies reativas

de oxigénio (ROS), lise da parede celular e liberagdo de material intracelular.
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Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026)

Além do dano fisico, o colapso das bolhas de cavitagdo provoca a pirolise
(decomposi¢ao por calor intenso e pressdo) e a sondlise (decomposicdo induzida por
ultrassom) das moléculas de agua (H20), levando a geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), notadamente radicais livres altamente oxidativos como o radical
hidroxila (*OH). Estes radicais atacam o acido desoxirribonucleico (DNA) e o acido
ribonucleico (RNA), induzindo mutagdes e inativando a capacidade de replicacdo, além
de promover a inativagdo de enzimas essenciais para o metabolismo e sobrevivéncia
celular. A formacao de perdxido de hidrogénio (H20>) secundéria a sonicacdo também
potencializa a agdo bactericida (QIN et al., 2024). A eficacia da termossonicacao decorre
da acdo sinérgica desses estresses (fisico, quimico e térmico), tornando-a um método mais
abrangente e eficaz contra uma ampla gama de microrganismos, incluindo aqueles com
maior resisténcia a um unico tipo de estresse.

Em contraste com a pasteurizagdo convencional, a termossonicacdo também
demonstrou consistentemente a capacidade de preservar ou, em alguns casos, aumentar o
teor de compostos bioativos, alinhando as caracteristicas nutricionais do produto
processado intimamente com as do suco fresco (ANAYA-ESPARZA et al., 2017;
NASCIMENTO et al., 2025; NASCIMENTO et al., 2022). A melhoria no perfil bioativo
pode ser atribuida a cavitagdo ultrassonica, que promove a ruptura das estruturas celulares
e teciduais da fruta. Esse processo facilita a liberagdo e extracdo de compostos bioativos
que, de outra forma, permaneceriam unidos a outras moléculas dentro da matriz celular
(ABDULSTAR et al., 2023).

Adicionalmente, enquanto a pasteurizacao térmica convencional (ex.: HTST)
frequentemente induz a formagao de off-flavors — muitas vezes descritos como notas de
"cozido" — e a degradacdo de ésteres e aldeidos volateis, a termossonicacdo oferece uma
vantagem nado térmica distinta. Ao operar em temperaturas mais brandas, a cavitagdo
acustica facilita a retengdo do perfil aromatico original da matriz da fruta (JIA et al., 2024;
MAIA et al., 2024). Essa preservacao ¢ particularmente critica para sucos de acerola e
laranja, pois evita a formagdo de notas oxidativas indesejaveis e garante um produto com
aceitagdo organoléptica superior em comparagdo aos seus equivalentes tratados
termicamente. Assim, a termossonicagao pode ser vista ndo apenas como uma tecnologia
de preservacdo, mas como uma ferramenta de otimizacdo da matriz para enriquecimento

nutricional, potencialmente resultando em um valor funcional superior ao do suco fresco
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ou pasteurizado.

A termossonica¢do ¢ considerada uma tecnologia "eco-friendly" devido ao seu
perfil de sustentabilidade superior em comparagdo aos métodos térmicos convencionais,
notadamente em relagao ao menor consumo de energia e agua (MGOMA et al., 2025). A
auséncia da necessidade de calor intenso reduz significativamente o consumo de energia,
e a falta de geragdo de residuos toxicos ou subprodutos nocivos alinha a tecnologia com
as crescentes demandas por sustentabilidade na cadeia de valor alimentar (YIKMIS et al.,
2025). Economicamente, a termossonicagao oferece o potencial para reducao do tempo e
custos de processamento, concomitante com o aumento do rendimento e qualidade
(REZEK JAMBRAK et al., 2024).

Apesar de seu grande potencial, a escalabilidade industrial e a otimizagdo de
parametros permanecem desafios cruciais. A implementa¢do generalizada da tecnologia
depende do desenvolvimento de equipamentos de alto desempenho e da superagao de
barreiras de aceitagdo do consumidor em relacdo a produtos processados por novas
tecnologias (MONTEIRO et al., 2022; NASIR et al., 2025). A transi¢ao desses beneficios
econdmicos e qualitativos para a escala industrial apresenta desafios de engenharia
distintos, visto que a eficiéncia da termossonicagdo depende intimamente da
uniformidade do campo actstico dentro da cdmara de tratamento (KEWALRAMANI et
al., 2023). Em sistemas ndo otimizados, a atenuagdo das ondas sonoras pode levar a um
processamento heterogéneo, resultando em "zonas mortas", onde a inativagdo ¢
insuficiente, ou em "pontos quentes" (hot spots), que tendem a degradar a qualidade do
produto (GOGATE et al., 2001; GOGATE; PANDIT, 2004).

Para superar essas limitagdes e viabilizar aplicagdes industriais, a otimizagdo do
design do reator mostra-se indispensavel para promover a dissipa¢do uniforme de energia
por todo o volume de fluido, independentemente do modo operacional (SINGLA; SIT,
2022). Em sistemas de batelada (Figura 5), essa homogeneidade pode ser alcangada
principalmente pela defini¢do de proporgdes geométricas adequadas entre o reator e a
sonda — especificamente, a razdo entre o diametro do recipiente e da sonda, bem como a
profundidade de imersdo. Essa configuragdo busca promover um escoamento acustico
(acoustic streaming) vigoroso, impulsionando naturalmente a circulag@o do fluido através
das zonas de cavitagdo ativa sem a necessidade de auxilios mecanicos externos (MERONI

etal.,2021).
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Figura S - Otimizacao da geometria do reator em batelada para maximizar a eficiéncia

da termossonicagao.
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Nota: O diagrama ilustra as proporgdes geométricas ideais entre a sonda ultrassdnica e o recipiente
(didmetro e profundidade de imersdo) necessarias para induzir um escoamento acustico vigoroso. Esta
configuracdo previne zonas mortas ¢ superaquecimento localizado (hot spots), garantindo tratamento
homogeéneo e circulagdo natural do fluido através da zona de cavitagdo ativa.

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

Como alternativa, a transi¢do para reatores de fluxo continuo — como cdmaras com
lacunas anulares estreitas ou designs tubulares — favorece que todo o volume de suco
passe sequencialmente pela zona de maxima intensidade de cavitagdo (DONG et al.,
2020). Adicionalmente, o escalonamento (scale-up) da tecnologia de termossonicagao
requer uma abordagem de engenharia precisa para tentar manter a densidade de energia
acustica (W/mL) e a intensidade (W/cm?) alcangadas em escala de bancada. O projeto
deve também incorporar uma transferéncia de calor eficiente para controlar o aumento de
temperatura induzido pelo efeito sinérgico da cavitagdo, auxiliando na preservacdo da
qualidade sensorial e nutricional da matriz alimentar enquanto a seguranga

microbioldgica ¢ estabelecida (FAN et al., 2021; MERONI et al., 2021).

2.2.2. Processamento térmico (TH)

A inativagdo térmica permanece um processo fundamental na industria de bebidas,

essencial para garantir a seguranca microbioldgica e estender a vida util do produto

(AGHAJANZADEH et al., 2023). Este processo envolve a aplicagdo de calor para
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eliminar microrganismos patogénicos e deteriorantes (bactérias, virus, leveduras e
bolores), visando minimizar efeitos prejudiciais ao perfil sensorial e nutricional
(KERNOU et al., 2023). As estratégias mais comuns incluem a pasteurizagdo — variando
de Baixa Temperatura Longo Tempo (LTLT), que favorece a retengao de nutrientes, a Alta
Temperatura Curto Tempo (HTST), amplamente utilizada em sucos (PETRUZZI et al.,
2017; SILVA et al., 2014) — e o tratamento Ultra Alta Temperatura (UHT) (>135 °C), que
garante esterilidade comercial e estabilidade a temperatura ambiente, embora com
potenciais modificagdes sensoriais (POLAK et al., 2024).

De uma perspectiva mecanistica, a inativagao térmica nao € um evento inico, mas
uma ruptura cumulativa de estruturas celulares vitais (Figura 6). O mecanismo
fundamental envolve a desnaturagdo irreversivel de proteinas e enzimas intracelulares
criticas, levando a coagulagio e perda de fungdo biologica (CEBRIAN et al., 2017).
Concomitantemente, o calor altera a fluidez e integridade da membrana celular, causando
o vazamento de componentes intracelulares vitais — como ions, ATP e 4cidos nucleicos —
levando eventualmente ao colapso celular (DEAK; MOHACSI-FARKAS, 2023). Além
disso, estudos recentes indicam que o estresse térmico visa especificamente os
ribossomos, causando degradacdo do rRNA e interrompendo a sintese proteica, marcando

frequentemente o "ponto de ndo retorno" para o microrganismo (CEBRIAN et al., 2017).

Figura 6 - Mecanismo sequencial de inativacdo térmica microbiana.

1. Célula Microbiana Saudavel 2. Estresse Térmico 3. Colapso Celular
(Temperatura Normal) (Aumento de Calor) (Calor Elevado - Inativagao)
_ m 25°C 70°C “ R |llosecs
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i i Resultado: Perda Irreversivel
da Fungéo e Morte Celular

Nota: O processo ¢ ilustrado como uma ruptura cumulativa: (1) Célula saudavel em homeostase. (2) Inicio
do estresse térmico, causando desnaturagdo proteica, dano & membrana e vazamento de eletrdlitos. (3)
Colapso celular irreversivel sob alta temperatura, caracterizado por perda total de fungdo, lise e morte
celular.

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).
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No contexto de bebidas funcionais contendo poOs-bidticos, o processamento
térmico desempenha um papel duplo e critico (JANSSEUNE et al., 2025). Por um lado,
a aplicagdo controlada de calor facilita a liberagdo de compostos bioativos intracelulares
(como bacteriocinas, acidos organicos e acidos graxos de cadeia curta como o butirato)
ao induzir a lise celular e liberar metabolitos ligados a célula (BARROS et al., 2020).
Além de simplesmente liberar metabolitos existentes, o processamento térmico também
pode influenciar a geragdo de novas fragdes pds-bidticas. Sob estresse térmico, o proprio
processo de inativagdo pode liberar proteinas e peptideos bioativos especificos que
exibem efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, transformando efetivamente a bebida
em uma fonte de compostos terapéuticos naturais (SUN et al., 2023).

Por outro lado, a estabilidade térmica desses compostos liberados ¢ dependente
do binémio tempo-temperatura (Figura 7). A exposi¢do excessiva ao calor pode degradar
moléculas sensiveis, reduzindo sua atividade antimicrobiana e beneficios a saude, como
aqueles fornecidos pelo butirato para a saitde intestinal (SHARAFI et al., 2024,
ZOLKIEWICZ et al., 2020). Portanto, otimizar o perfil térmico — frequentemente
favorecendo técnicas mais brandas como LTLT — € crucial para equilibrar a maxima
recuperagao de pos-bidticos via ruptura celular enquanto previne sua subsequente

degradagdo quimica (THORAKKATTU et al., 2022; VIGNALI et al., 2022).

Figura 7 - Impacto da cinética de inativag@o térmica na reteng¢do de pds-bidticos.

Importancia da Cinética de Inativagéo na Preservacao de Posbidticos durante o Processamento Térmico
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sensiveis (ex.: acidos organicos). (B) Técnicas térmicas brandas (ex.: LTLT) ou otimizadas visam equilibrar
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a curva de inativacdo microbiana (seguranca) com a curva de retencdo de pos-bidticos (qualidade),
resultando em um produto funcionalmente superior.

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

Em resumo, embora a otimizagdo de parametros térmicos (ex.: LTLT) possa
mitigar alguns efeitos negativos, a dependéncia exclusiva da energia térmica
frequentemente for¢a um trade-off entre eficiéncia do processo (tempo) e qualidade do
produto. Essa limitagdo ressalta a necessidade de estratégias de preservagdo hibridas. Ao
combinar tratamentos térmicos brandos com estressores fisicos — como a cavitagdo
acustica na termossonicagdo — torna-se possivel alcancar a liberagdo benéfica de pos-
bidticos e a inativagdo microbiana em temperaturas significativamente mais baixas e
tempos de processamento mais curtos, superando assim as desvantagens intrinsecas do

aquecimento convencional.

2.2.3. Modelagem cinética da inativacdo microbiana

Prever a sobrevivéncia microbiana sob estresse ¢ fundamental para projetar
protocolos seguros de processamento de alimentos. No processamento térmico
convencional, a inativa¢do microbiana tipicamente segue uma cinética de primeira ordem,
descrita pelo modelo de Bigelow (BIGELOW, 1921). Esse comportamento linear implica
que 0s microrganismos morrem a uma taxa constante, permitindo que a eficiéncia do
processo seja quantificada pelo valor D (tempo de reducdo decimal) e a sensibilidade a
temperatura pelo valor Z.

No entanto, a aplicacdo de tecnologias emergentes, como a termossonicagao,
frequentemente resulta em curvas de sobrevivéncia complexas que se desviam da
linearidade. Esses desvios sdo frequentemente caracterizados por "ombros" (indicando
uma resisténcia inicial ou necessidade de acumulo de danos) ou "caudas" (sugerindo uma
subpopulagao remanescente de sobreviventes resistentes). Nestes casos, modelos lineares
falham em prever com precisao os tempos de esterilizacdo, necessitando o uso de modelos
probabilisticos ndo lineares (EVELYN; SILVA, 2015).

O modelo de distribuicdo de Weibull ¢ amplamente reconhecido como uma
alternativa robusta para descrever esses comportamentos ndo lineares (WEIBULL, 1951).
Definido por dois parametros — o fator de escala (), relacionado a taxa de reacdo, e o

fator de forma (n) — ele fornece uma interpretacdo fisica da curva de inativacdo. Um fator
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de forma n < 1 descreve uma curva com concavidade voltada para cima ("cauda"),
frequentemente atribuida a heterogeneidade bioldgica ou fendmenos fisicos como
agrupamento celular e distribuicdo desigual de energia dentro da cAmara de tratamento.
Por outro lado, n > 1 descreve uma curva com concavidade voltada para baixo ("ombro").
Compreender esses perfis cinéticos € essencial para a engenharia de reatores ultrassonicos,
pois a presenga de "caudas" pode indicar ineficiéncias do processo, como a formacao de
ondas estaciondrias ou zonas mortas, que comprometem a uniformidade do tratamento

(GOGATE et al., 2001; GOGATE; PANDIT, 2004).

2.3 Pos-bidticos: definicio, composicao bioativa e mecanismos funcionais

Enquanto os beneficios dos probidticos sao bem estabelecidos, sua aplicagao ¢
frequentemente restringida pela estrita exigéncia de viabilidade celular, que ¢ desafiada
pelas condigdes de processamento e transito gastrico (D’AMICO et al., 2024).
Consequentemente, o foco cientifico deslocou-se para os pds-bidticos, um conceito que
desvincula os beneficios a saude da viabilidade microbiana (XIA et al., 2024; XIAO et
al., 2024).

De acordo com a definicdo de consenso da International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics (ISAPP), pos-biodticos sdo uma "preparacao de microrganismos
inanimados e/ou seus componentes que confere um beneficio a saide do hospedeiro".
Esta categoria abrange uma matriz heterogénea de componentes bioativos, que podem ser
amplamente classificados em elementos celulares estruturais e metabolitos secretados
(SALMINEN et al., 2021).

Componentes estruturais incluem 4acidos teicoicos, peptidoglicanos, proteinas de
superficie celular (pili) e exopolissacarideos (EPS) (AGGARWAL et al., 2022).
Metabolitos secretados compreendem uma rica "caixa de ferramentas enzimatica e
quimica" gerada durante a fermentagdo ou liberada apos a lise, incluindo acidos graxos
de cadeia curta (AGCCs, como butirato, acetato e propionato), acidos organicos (acido
latico), vitaminas, enzimas antioxidantes e peptideos antimicrobianos (bacteriocinas),
bem como compostos especificos como perdxido de hidrogénio, reuterina e diacetil
(BEEGUM; CHANDRAN, 2024). A Figura 8 mostra a classificacdo e composi¢do dos

pos-biodticos.
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Figura 8 - Classificagdo e composicao dos pds-bidticos.
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Nota: O diagrama ilustra a natureza heterogénea dos pos-biodticos, dividindo-os em duas categorias
principais que conferem beneficios a satde: os componentes estruturais inanimados da célula bacteriana (a
esquerda, em azul) e os metabdlitos bioativos secretados ou liberados pelo microrganismo (a direita, em
verde).

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

Os pos-biodticos podem ser encontrados em varios alimentos fermentados ou
extraidos de cepas produtoras, com énfase particular nos géneros Lacticaseibacillus e
Bifidobacterium (BUENO et al., 2025). No contexto especifico de matrizes a base de
plantas, como sucos de frutas, o perfil pds-biotico ¢ ainda mais enriquecido pela
biotransforma¢do de compostos fendlicos (BELWAL et al., 2018; OLIVEIRA et al.,
2022). Diferentemente das matrizes lacteas, substratos de frutas como a acerola sdo ricos
em polifenois complexos. O metabolismo probiotico e as tecnologias de processamento
podem converter essas moléculas complexas em metabdlitos fendlicos menores € mais
biodisponiveis, com atividades antioxidantes e anti-inflamatorias aprimoradas,
adicionando uma dimensdo funcional distinta e superior aos pds-bidticos derivados de
frutas em comparacao aos de base lactea (NASCIMENTO et al., 2025; NASCIMENTO
etal.,2022).

Pos-bidticos apresentam diversas vantagens sobre probidticos (Figura 9),
principalmente porque a inativagdo microbiana confere propriedades altamente
desejaveis para a industria (YESILYURT et al., 2021; ZHU et al., 2025):

o [Estabilidade quimica: exibem uma estrutura quimica estavel, facilitando a
formulacgao.

e Seguranca e consisténcia: possuem parametros de dosagem seguros e
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consistentes, evitando os desafios logisticos e de seguranca inerentes a
administracdo de microrganismos vivos. Isso os torna uma alternativa mais segura
para populagdes vulneraveis.

e Vida 1til estendida: sua natureza inanimada resolve o desafio tecnologico de
manter a viabilidade, permitindo a producao de produtos com vida util prolongada

quando usados em alimentos, bebidas ou suplementos nutricionais.

Figura 9 - Comparagdo conceitual e funcional entre Probidticos e Pds-bioticos.
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Nota: O painel esquerdo destaca a dependéncia da viabilidade e a sensibilidade térmica dos probioticos. O
painel direito enfatiza as vantagens dos pds-bioticos: estabilidade quimica e térmica, seguranca na dosagem
e vida util estendida, mantendo beneficios a saide comparaveis via metaboélitos e componentes celulares.

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

Em um contexto mais amplo, estudos demonstraram que p6s-biodticos sdo capazes
de mimetizar os efeitos terapéuticos dos probioticos, induzindo respostas fisiologicas
como modulagdo do sistema imunolédgico e promogao de um ambiente intestinal saudavel,
sem a necessidade de microrganismos vivos (PELUZIO et al., 2021; VAMANU; DINU,
2025). Portanto, o uso de pds-bidticos como alternativa aos probiodticos pode representar

uma solu¢do mais segura e eficaz, especialmente para populacdes vulneraveis, como

idosos ou individuos imunocomprometidos.

A microbiota intestinal desempenha um papel central na manutencdo da

homeostase do hospedeiro, e os pds-bidticos emergem como um arsenal terapéutico
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promissor para modular este ecossistema através de quatro mecanismos primarios (Figura

10):

II.

I1I.

IV.

Modulacio da microbiota intestinal e atividade antimicrobiana: compostos
como AGCCs, acido latico e bacteriocinas exercem influéncia direta na
comunidade microbiana (PELUZIO et al., 2021). Essa modulacdo manifesta-se
estimulando o crescimento de bactérias comensais benéficas via alimentagao
cruzada (cross-feeding), enquanto inibe patogenos como Clostridium difficile e
Escherichia coli através de acidificagdo e agdo antimicrobiana direta (ex.:

formacgao de poros em membranas) (LIU et al., 2022; XUE et al., 2024).

Reforco da barreira intestinal: pds-bioticos contribuem diretamente para a
integridade da mucosa. A administracao de p6s-bioticos, particularmente butirato,
regula positivamente a expressao de proteinas de juncao oclusiva (tight junctions,
como ocludina e claudina), que sdo fundamentais para a coesdo epitelial (GUO et
al., 2025). Além disso, o butirato serve como a principal fonte de energia para os
colonocitos, promovendo a regeneracdo celular e prevenindo o leaky gut (intestino
permeavel), uma condi¢do associada a inflamagao sist€émica (KALKAN et al.,

2025).

Imunomodulacio: a interagdo entre pds-bidticos e o sistema imunologico
intestinal (GALT) constitui um mecanismo-chave de seus efeitos terapéuticos.
Pos-bidticos modulam a atividade de células T reguladoras (Tregs) e macréfagos,
induzindo a producdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 (PARK et al.,
2024). Essa regulacao € critica para o manejo de Doengas Inflamatorias Intestinais

(DII) e prevengao de respostas inflamatorias excessivas (VENTURA et al., 2024).

O eixo intestino-cérebro: evidéncias emergentes destacam o papel dos pds-
bioticos na comunicagao bidirecional entre o intestino e o cérebro (JIANG et al.,
2024). Metabolitos microbianos, incluindo neurotransmissores € AGCCs, podem
cruzar a barreira intestinal e sinalizar o sistema nervoso central. Especificamente,
o butirato influencia a produ¢do de serotonina e GABA, potencialmente reduzindo
respostas fisiologicas ao estresse e ansiedade. O GABA funciona como o principal
neurotransmissor inibitdrio no sistema nervoso central, contribuindo para a
redu¢do da hiperexcitabilidade neuronal, enquanto a serotonina derivada do

intestino regula a motilidade gastrointestinal e a sinalizag¢do vagal (XU; LU, 2025).
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Figura 10 - Mecanismos de acdo dos pds-bidticos na modulacao da saude intestinal e

sistémica.
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Nota: A figura detalha as interagcdes moleculares dos componentes pds-bidticos (AGCCs, peptideos, acidos
organicos) com o hospedeiro, resultando em: (1) Reforco da barreira intestinal (jungdes oclusivas); (2)

Modulagdo do sistema imunolédgico (tolerancia e resposta anti-inflamatoria); (3) Inibicdo de patdogenos; (4)
Regulagdo metabdlica sistémica e sinalizagdo neuroprotetora via eixo intestino-cérebro.

Fonte: elaborada pelo autor com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial Gemini (2026).

Em ultima andlise, a eficacia desses pos-bidticos tratados térmica ou sonicamente
deve ser validada ndo apenas pela sua estabilidade quimica, mas pela sua capacidade
biologica de modular a microbiota intestinal do hospedeiro (uma interagdo critica que

determina seu verdadeiro potencial funcional).

2.4 Hipotese cientifica e estrutura da tese

Com base na revisdo abrangente da literatura, hipotetiza-se que, embora a energia
térmica seja o principal fator da inativagdo microbiana, a aplicagdo sinérgica de energia
acustica (termossonicacao, TS) — quando otimizada através de um design geométrico
preciso do reator — aprimora significativamente a cinética de inativacao e a bioatividade
pos-bidtica em comparacdo ao processamento térmico convencional isolado (TH).
Postula-se que os efeitos mecanicos especificos da cavitacdo, combinados com o calor,
criam um ambiente de estresse Unico que nao apenas garante a estabilidade

microbiolégica, mas também facilita uma liberagdo mais eficiente de metabdlitos
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funcionais.

Para validar esta hipotese e abordar as lacunas cientificas identificadas, esta tese
estd estruturada em trés estudos experimentais complementares, nos quais o
processamento térmico € a termossonicagdo foram sistematicamente comparados:

e O Capitulo 3 aborda o desenvolvimento do suco de acerola pds-biotico, avaliando
a estabilidade, a preservagdo de compostos bioativos e a atividade antibacteriana
in vitro ao longo do armazenamento refrigerado.

e O Capitulo 4 aprofunda-se na engenharia do processo, modelando a cinética de
inativacao celular e elucidando o impacto critico da geometria do reator ¢ das
propriedades actsticas na previsibilidade e eficiéncia da termossonicagao.

e O Capitulo 5 transpde a validacao para o modelo bioldgico in vitro, avaliando as
assinaturas ecologicas e o perfil metabolico impulsionados por matrizes
processadas por TS e TH na microbiota intestinal humana, utilizando um modelo

estatico de digestao in vitro e fermentacao coldnica.
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3 OBTENCAO DE SUCOS DE ACEROLA POTENCIALMENTE POS-BIOTICOS
POR TERMOSSONICACAO E PROCESSAMENTO TERMICO

RESUMO

Os pos-bidticos, definidos como células microbianas ndo viaveis ou seus componentes
que conferem beneficios a saude do hospedeiro, emergiram como ingredientes funcionais
promissores para produtos seguros e estaveis em prateleira. Este estudo teve como
objetivo desenvolver suco de acerola pds-bidtico por meio da fermentacdo com
Lacticaseibacillus casei NRRL B-442, seguida de termossonicacio (TS; 3300 W-L!, 60—
65 °C, 10 min) ou tratamento térmico (TH; 80 °C, 10 min). Tanto a TS quanto o TH
inativaram efetivamente a cepa probiotica, preservando os principais compostos bioativos.
O contetdo fenolico total variou de 1,22 a 1,46 g/L, e os niveis de 4cido ascorbico foram
mantidos entre 2,36 £ 0,1 ¢ 2,78 + 0,1 g/L. A atividade antioxidante permaneceu estavel,
com valores de ABTS entre 16.516 + 246 ¢ 16.689 + 249 pumol Trolox/L, e valores de
FRAP variando de 2860 + 130 a 2910 = 160 pg Fe*"/mL. Esses pardmetros nio
apresentaram degradacdo significativa (p > 0,05) ao longo de 35 dias de armazenamento
refrigerado (4 °C). A TS a 60 °C aumentou a atividade antibacteriana em amostras
dialisadas, atingindo 65% de inibi¢do contra Escherichia coli e 56% contra Salmonella
Typhimurium (em 7 log UFC/mL), superando o TH a 80 °C (51% e 57%, respectivamente).
O efeito antibacteriano permaneceu estavel durante o armazenamento refrigerado,
confirmando a termossonicacdo como uma estratégia viavel para a producao de bebidas

poOs-bidticas funcionais e microbiologicamente seguras.

Palavras-chave: Ultrassom; Processamento térmico; Alimento funcional; Fermentacao

probidtica; Malpighia emarginata.
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3.1 Introducao

A eficacia dos produtos alimenticios probidticos depende do niimero de células
vidveis e ativas por grama ou mililitro no momento do consumo (TERPOU et al., 2019).
Por outro lado, produtos contendo microrganismos inanimados nao estdao sujeitos a essa
limitag¢ao (AGUILAR-TOALA et al., 2018; NATARAJ et al., 2020). Nesse contexto,
emergiu o termo "poOs-bidtico", referindo-se a uma preparacdo de microrganismos
inanimados e/ou seus componentes que conferem beneficios a saude do hospedeiro
(SALMINEN et al., 2021). Além das células inativadas, o termo pds-bidticos também
engloba componentes soliveis, como vitaminas, acidos organicos, enzimas, acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), peptideos e proteinas de superficie celular, entre outros
(BARROS et al., 2020; CUEVAS-GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALA, 2020).

O interesse nos pos-bidticos tem crescido devido a sua ampla gama de
propriedades funcionais, incluindo atividades antimicrobiana, antioxidante e
imunomoduladora (NATARAJ et al., 2020). Embora os probidticos possam ser
consumidos pela maior parte da populacdo, os poOs-bidticos sdo particularmente
promissores para individuos imunocomprometidos, pois atenuam o risco de infecg¢ao
associado ao consumo de microrganismos vivos (BARROS et al., 2020; YESILYURT et
al.,2021). Estudos demonstram que p6s-bidticos derivados de bactérias laticas possuem
propriedades inibitérias contra diversos microrganismos, incluindo Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia spp.,
Aeromonas spp. € Bacillus spp., bem como contra virus, leveduras e fungos filamentosos
(ALGBOORY; MUHIALDIN, 2021; INCILI et al., 2022; MUHIALDIN; KADUM;
MEOR HUSSIN, 2021; SHIRKHAN et al., 2023).

Os pods-bidticos podem se originar de estruturas celulares microbianas ou
metabolitos produzidos durante a fermentacdo microbiana em ambientes ricos em
nutrientes. Conforme destacado por Aguilar-Toald et al. (2018), uma variedade de
técnicas de processamento ¢ utilizada para obter preparacdes pos-bioticas, especialmente
aquelas destinadas ao rompimento de células microbianas para liberar componentes
intracelulares. Essas técnicas incluem tratamentos térmicos e de alta pressdo, hidrdlise
enzimatica, cocultivo, extracdo por solvente, inativacdo quimica e sonicacao. O método
de inativacdo € decisivo, pois influencia diretamente a composicdo, a integridade e a
funcionalidade dos compostos pds-bidticos resultantes, determinando, em ultima analise,

o seu potencial de promog¢ao da saude.
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Tecnologias emergentes estdo sendo exploradas para otimizar a seguranca € a
funcionalidade em alimentos pos-bidticos. O ultrassom surge como um método de
processamento rapido e ecologicamente correto que ajuda a preservar nutrientes e
compostos bioativos, a0 mesmo tempo em que prolonga a vida de prateleira (NUNES et
al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022). No entanto, o ultrassom isoladamente ¢ insuficiente
para uma inativacdo microbiana eficaz. Portanto, a combinac¢do do ultrassom com um
tratamento térmico, processo conhecido como termossonicag¢do, tem se provado uma
abordagem eficaz para aumentar a eficiéncia dessa tecnologia na inativagao microbiana,
com impacto reduzido na qualidade geral do alimento (FAN et al., 2022; JAFARPOUR,
2022). Essa técnica tem se mostrado promissora para a produgdo de formulagdes pos-
bidticas com maior potencial antioxidante e antibacteriano.

A atividade metabolica das cepas de bactérias laticas e a sua capacidade de
produzir metabdlitos benéficos dependem significativamente da matriz alimentar, das
condi¢des de fermentacgdo e dos pardmetros de armazenamento, resultando em perfis pos-
bidticos distintos (RODRIGUES et al., 2019). A fermentagao latica de sucos de frutas tem
sido explorada como uma estratégia sustentdvel para a produgdo de bioconservantes
naturais (FILHO et al., 2017; FILHO et al., 2019; FONTELES et al., 2013; PEREIRA et
al.,2017; PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011). Durante a fermentagdo de sucos,
as bactérias laticas podem produzir compostos antimicrobianos e antioxidantes, como
peroxido de hidrogénio, diacetil, bacteriocinas, peptideos e compostos fendlicos
(MUHIALDIN; KADUM; MEOR HUSSIN, 2021).

Entre os sucos de frutas, a acerola (Malpighia emarginata) se destaca devido ao
seu contetido excepcionalmente alto de vitamina C e compostos fendlicos, tornando-se
uma candidata atraente para o desenvolvimento de bebidas funcionais. Apesar desses
beneficios, o seu baixo pH e o teor limitado de acucares representam desafios para a
fermentagdo probidtica.

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivos: (1) desenvolver e
caracterizar um suco de acerola fermentado contendo potenciais pos-bidticos de
Lacticaseibacillus casei NRRL B-442 inativados por termossonicacdo ou processamento
térmico; (2) avaliar as mudangas nos compostos bioativos e na atividade antibacteriana;
e (3) avaliar a estabilidade e a funcionalidade dos sucos durante o armazenamento

refrigerado (4 °C) por 35 dias.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Preparo do suco

A polpa de acerola congelada e pasteurizada foi diluida em agua potavel (100 g
de polpa de acerola para 200 mL de dgua). A polpa de acerola foi adquirida no comércio

local sem conservantes (Nossa Fruta Brasil®, Fortaleza, Brasil).

2.2 Preparo e enumeracdo do Lacticaseibacillus casei

O Lacticaseibacillus casei (anteriormente Lactobacillus casei) NRRL B-442 foi
obtido da Colecao de Culturas NRRL (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
Peoria, Illinois, EUA). A cultura de estoque de L. casei NRRL B-442 foi ativada em caldo
MRS (30 °C, 16 h) para obter uma concentracdo celular inicial de aproximadamente 9,0
log UFC/mL.

Para a quantificagdo da enumeracao celular, duas técnicas de plaqueamento foram
empregadas de forma complementar. Na técnica de microgotas (HERIGSTAD;
HAMILTON; HEERSINK, 2001), um total de 10 pL de cada dilui¢do seriada foi
inoculado em placas de agar MRS (divididas em quatro quadrantes), estabelecendo-se um
limite de detec¢dao tedrico de 2,0 log UFC/mL (100 UFC/mL). Adicionalmente,
empregou-se a técnica de espalhamento em superficie (spread plate) (TAYLOR et al.,
1983), na qual um volume de 100 pL da amostra foi espalhado uniformemente sobre o
agar MRS, propiciando um limite de detec¢ao mais sensivel, correspondente a 1,0 log
UFC/mL (10 UFC/mL). Todas as placas foram preparadas em triplicata, enumerando-se
apenas as diluicdes que apresentaram contagens dentro das faixas estatisticamente

recomendadas para cada técnica, de modo a garantir a confiabilidade dos resultados.

3.2.3 Fermentacdo do suco de acerola

Devido ao baixo pH e teor de acucar do suco de acerola, 25 g/L de glicose foram
suplementados ao suco, € o pH foi ajustado para 5,5. A fermentagdo foi realizada em
frascos Schott estéreis (500 mL) contendo 400 mL de suco com 1% (v/v) da cultura
ativada de L. casei (descrita na Secdo 3.2) a 30 °C por 8 h, sem agitacdo. Apds a

fermentacdo, acido citrico foi adicionado para restaurar o pH ao seu valor inicial de 3,5.
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3.2.4 Termossonicacgdo (TS)

Os sucos de acerola fermentados foram submetidos a processamento por
ultrassom utilizando um dispositivo de ultrassom tipo sonda (Unique modelo USDS500,
18 kHz, Ultronique, Sao Paulo, Brasil) equipado com uma macrossonda de titanio de 13
mm imersa 1,5 cm abaixo da superficie do liquido. Os sucos (150 mL) foram processados
em um reator de vidro encamisado de 250 mL (89 mm % 69,5 mm). A termossonicagao
(TS) foi aplicada a uma intensidade de poténcia de 3300 W-L™! por 10 min a temperaturas
de 50 £2°C, 60+ 2°Ce65+2 °C (Tabela 1). Um banho-maria de circulagio externo
foi utilizado para o controle da temperatura. O processamento por TS foi iniciado ap6s o
suco atingir a temperatura desejada. Apds o tratamento, o suco foi imediatamente
arrefecido em banho de gelo, conforme descrito por Nascimento; Santos; Rodrigues

(2022).

3.2.5 Processamento térmico (TH)

O tratamento térmico foi realizado em banho-maria (SOLAB, Sao Paulo, Brasil)
a uma temperatura controlada de 80 + 2 °C por 10 min. O tempo foi cronometrado apos
0 suco atingir a temperatura desejada. Em seguida, o suco foi arrefecido em banho de
gelo. O volume de trabalho foi de 100 mL de suco de acerola fermentado. A Tabela 1

apresenta os seis produtos avaliados no presente estudo.
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Tabela 1 - Sucos de acerola potencialmente poOs-bidticos processados por

termossonicagao ¢ calor.

Codificacao de amostra Descricio

NF Suco natural de acerola (suco nao fermentado)
PRO Suco de acerola probidtico (fermentado e nao processado)

Suco de acerola pos-bidtico (fermentado e submetido a processamento
1550 ultrassénico a 50 °C)

Suco de acerola pos-bidtico (fermentado e submetido a processamento
1560 ultrassonico a 60 °C)

Suco de acerola pds-bidtico (fermentado e submetido a processamento
1563 ultrassonico a 65 °C)
THSO Suco de acerola pds-bidtico (fermentado e submetido a processamento

térmico a 80 °C)

Fonte: elaborada pelo autor (2026).

3.2.6 Estabilidade durante o armazenamento frio

Apos a fermentacdo e o subsequente processamento por TS e TH, os parametros
foram avaliados durante o armazenamento a 4 °C por 35 dias. Ao longo do periodo de
armazenamento, amostras de cada suco foram coletadas periodicamente para monitorar
as alteragdes na viabilidade de L. casei, contagens microbianas, produ¢do de 4cido latico,
teor de 4acido ascorbico, consumo de glicose, atividade antioxidante e compostos

fenodlicos totais.

3.2.7 Determinacdo de acucares e dcidos orgdnicos

Um sistema HPLC Agilent equipado com um detetor UV-DAD a 210 nm e um
detetor de indice de refracdo (IR) foi utilizado para avaliar os agucares e os acidos
organicos. Os acidos organicos (latico e ascorbico) foram separados usando uma coluna
Aminex BIORAD HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories, Califérnia, EUA) a
50 °C. Acido sulfarico (5 mM) a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min foi utilizado como
fase movel. O tempo total de corrida foi de 40 min. A glicose foi separada utilizando uma
coluna Supelcogel™ Ca (300 x 7,8 mm, Merck Supelco, Darmstadt, Alemanha) a 80 °C.
Agua ultrapura foi utilizada como fase mével a 0,5 mL/min. Os agticares foram detectados

por um detetor de indice de refracdo (IR) a 35 °C. Cada corrida durou 30 min. As
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metodologias de HPLC foram empregadas de acordo com Nascimento; Santos; Rodrigues

(2022).

3.2.8 Compostos fendlicos totais

O teor de fenodlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu,
conforme descrito por OLIVEIRA ef al. (2018). Uma aliquota de 10 pL. de cada amostra
foi misturada com 200 pL de reagente de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 em agua destilada).
Apo6s 3 min de incubagdo no escuro a 25 °C, adicionaram-se 100 pL. de uma solucao de
Na:CO:s a 4%. A mistura foi incubada e a absorbancia foi lida a 765 nm. A quantificagao
foi realizada utilizando uma curva-padrdo de acido galico (AG), e os resultados foram

expressos em gramas de equivalentes de acido gélico (EAG) por litro (g EAG/L).

3.2.9 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante in vitro foi avaliada de acordo com Fonteles et al. (2024),
utilizando os ensaios do sal diamoénio do acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS) e do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP), que representam
agdes de diferentes compostos antioxidantes. Para o ensaio ABTS", as solugdes de
estoque foram as seguintes: ABTS™ 7 mM (solugdo A); e solugdo de persulfato de potassio
140 mM (solugdo B). A solugdo de trabalho foi preparada misturando 5000 pL da solugdo
A e 88 pl da solucao B, permitindo que reagissem por 16 h a temperatura ambiente (28 °C)
no escuro. A solugdo foi diluida misturando a solugdo de ABTS" com etanol absoluto para
obter uma absorbancia de 0,700 + 0,02 a 734 nm. Os sucos diluidos (30 puL) reagiram
com 3000 pL de solugdo ABTS" por 6 min no escuro. Etanol foi utilizado como branco.
As absorbancias foram lidas a 734 nm. Trolox 2 mM foi utilizado como padrao
antioxidante; os resultados foram expressos em pmol de Trolox/L.

Para o ensaio FRAP, as solucdes de estoque incluiram tampao acetato 300 mM
(3,1 gde C2H3NaO2-3H>0 e 16 mL de C2H403), pH 3,6, solu¢ao de TPTZ (2,4,6-tripiridil-
s-triazina) 10 mM em HCIl 40 mM, e solugdo de FeCl3-6H,O 20 mM. A solugdo de
trabalho foi preparada na hora, misturando tampao acetato, 250 uLL de TPTZ e 250 uL de
FeCl3-6H>0; a solucao foi entdo aquecida a 37 °C antes da analise. A amostra (15 pL)
reagiu com 285 pL da solugdo FRAP por 30 min no escuro. As medi¢des do produto

colorido (complexo ferroso-tripiridiltriazina) foram realizadas a 593 nm. Uma curva-
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padrio de vitamina C 1 M foi preparada, e os resultados foram expressos em pg Fe**/mL.

3.2.10 Qualidade microbiologica

A enumeragao total de leveduras e bolores foi realizada pelo plaqueamento em
superficie de 100 pL da diluicdo da amostra em meio adgar-batata. Todas as placas foram
preparadas em triplicata, e apenas as placas contendo de 30 a 300 colonias foram
enumeradas para garantir a confiabilidade estatistica. As contagens médias de colonias (£
desvio-padrao) foram calculadas, e os resultados foram expressos em log de unidades
formadoras de colonias por mililitro de suco (log UFC/mL). Leveduras e bolores foram
monitorizados especificamente neste estudo porque representam os principais
microrganismos deteriorantes em sucos de frutas 4cidas, como a acerola, em que o
ambiente de baixo pH favorece o seu crescimento (TOURNAS; HEERES; BURGESS,
2006).

3.2.11 Ensaio de atividade antibacteriana

As amostras de suco de acerola fermentado e processado foram centrifugadas a
10.000 x g por 20 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram recolhidos e dialisados por 24 h
utilizando membranas com limite de exclusdo molecular de 12 kDa em é4gua destilada
para remover o acido latico. Apds a dialise, as amostras foram ajustadas para 25 g/L de
glicose e pH 6,0.

Escherichia coli ATCC 25922 e a Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foram
cultivadas em caldo nutriente (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) a 30 °C e 125 rpm
por 16 h (overnight). As suspensdes bacterianas foram diluidas em série e ajustadas para
concentragoes de 4, 5 e 7 log UFC/mL de acordo com a sua densidade 6tica (DO) a 600
nm. As contagens em placas de agar nutriente (método de inoculagdo em microgotas)
confirmaram as contagens.

Um ensaio em microplaca foi utilizado para avaliar a atividade antibacteriana (%
de inibi¢do de crescimento). Em placas de 96 pogos, 100 puL de cada amostra de suco
(centrifugada e/ou dialisada) foram misturados com 100 pL de suspensao bacteriana (4,
5 e 7 log UFC/mL) e incubados a 30 °C por 24 h. A absorbancia a 600 nm foi medida as
0 e 24 h utilizando um leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, EUA). A atividade

antibacteriana foi calculada utilizando a Equacao 1:
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AABS amostra

Atividade antibacteriana (%) = 100 — ( * 100) §))

AABScontrole negativo

Onde:
e Amostra de 24 h: 100 pL de suco probidtico ou pos-bidtico + 100 pL de

suspensao bacteriana (E. coli ou S. typhimurium), incubados por 24 h a 30 °C;

e Amostrade 0 h: 100 pL de suco probidtico ou pos-bidtico + 100 uL de suspensao

bacteriana (E. coli ou S. typhimurium), medidos imediatamente (0 h) a 30 °C;

o Controle negativo de 24 h: 100 pL de caldo nutriente + 100 puL de suspensdo
bacteriana (E. coli ou S. typhimurium), incubados por 24 h a 30 °C;

e Controle negativo de 0 h: 100 pL de caldo nutriente + 100 puL de suspensdo

bacteriana (E. coli ou S. typhimurium), medidos imediatamente (0 h) a 30 °C.

Um controle positivo composto por 100 uL. de solucao de acido latico (3 g/L) +

100 pL de suspensdo bacteriana (E. coli ou S. typhimurium) também foi avaliado.
3.2.12 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em réplicas, e a analise em triplicata (n = 6). Anélise
de Variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey (p < 0,05), a um nivel de
confianga de 95%, foi aplicada aos dados pertinentes. Os dados foram tratados utilizando

o software Statistica (TIBCO, StatSoft 14.0.0.15).
3.3 Resultados e discussio
3.3.1 Fermentagdo do suco de acerola por L. casei

O L. casei NRRL B-442 fermentou efetivamente o suco de acerola, exibindo uma
alta taxa de crescimento ao utilizar a glicose adicionada como fonte de carbono. As
contagens de células vidveis de L. casei nos sucos de acerola fermentados sdo
apresentadas na Figura 1. Apos 8 h de fermentacao, a viabilidade celular foi de 10,9 log
UFC/mL, partindo de uma contagem inicial de 6,70 log UFC/mL, e consumindo
aproximadamente 32,4% da glicose inicial. Esses valores estdo acima do limite minimo

de 67 log UFC/mL tipicamente exigido para a funcionalidade probidtica e alegacdes de



43

saude (PEREIRA; RODRIGUES, 2018; RASIKA et al., 2021). Apos 8 h de fermentagao,
o L. casei produziu 2,7 + 0,1 g/L de acido latico, resultando numa queda de pH de 5,5

para 4,5.

Figura 1 - Crescimento de L. casei NRRL B-442 (log UFC/mL) (@) consumo de
glicose (g/L) (@), pH (A) e formagao de acido lactico (g/L) (m) durante a fermentacao.

27 - 3E‘14 T
|10 $

= % 12 \i\i -6
— ot . £ - [ |
=18 9 TTTT— i
d’15_ o 8— E_____.—-—-—-"" —4 —
g E §/ &
612_ 2 6- E -3 g
| E a4 E/ 2 =
64 2 =
o g/ B

18 M g -

0- T 0 T T T T T 0

0 2 4 6 8
Tempo (h)

Fonte: elaborada pelo autor (2026).

Em um estudo anterior conduzido pelo nosso grupo de pesquisa, o suco de acerola
foi efetivamente fermentado por L. casei NRRL B-442, tanto com quanto sem a adigdo
de prebidticos, resultando em crescimento microbiano e produg¢do de metabolitos
(NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022). No entanto, a adicdo de uma fonte de
carbono externa favoreceu o crescimento microbiano. No presente estudo, a glicose foi
adicionada ao suco de acerola para aumentar as contagens microbianas.

Os presentes resultados concordam com aqueles relatados em estudos semelhantes.
Filho ef al. (2019) avaliaram a fermentag¢do do suco de cacau por L. casei NRRL B-442
(pH 6,2, 33 °C e 12 h) e relataram uma contagem probiotica maxima de aproximadamente
9 log UFC/mL e produgao de acido latico de 4,3 g/L apds 24 h. O suco probidtico de caju
(pH 6,4, 30 °C e 16 h) apresentou contagem probidtica de 8,43 log UFC/mL e produgao
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de acido latico de 2,9 + 0,01 g/L (PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011); o suco
probidtico de melao (pH 6,1, 31 °C e 12 h) apresentou contagens de 8,85 log UFC/mL e
producdo de acido latico de 3,9 £ 0,01 g/L (FONTELES et al., 2013).

A Tabela 2 apresenta as alteracdes nas concentragdes de acido ascorbico, atividade
antioxidante (ABTS e FRAP) e compostos fendlicos no suco de acerola probidtico apos
8 h de fermentagdo. O processo de fermentagdo melhorou significativamente o perfil
bioativo do suco de acerola (p <0,05), levando a aumentos nos compostos fenolicos totais
(1,44 £ 0,05 g/L), &cido ascorbico (2,40 + 0,10 g/L) e atividade antioxidante medida pelos
ensaios ABTS (19.196 £+ 272 umol Trolox/L) e FRAP (3170 £ 150 pg Fe**/mL) (Tabela
2).

Tabela 2 — Concentragdes de atividade antioxidante (ABTS e FRAP), acido ascorbico e

compostos fendlicos apos 8 h de fermentacao no suco de acerola fermentado.

Suco Fermentado de Acerola

Parametro

Oh 8 horas
Compostos fenolicos (g/L) 1,35+0,1°2 1,44 +£0,1°
Acido Ascorbico (g/L) 1,88+0,1° 2,40+0,1°
ABTS (umol trolox/L) 17.316 £261° 19.196 £ 272 *
FRAP (ug Fe?*/mL) 3.090+150* 3.170+ 1502

Nota: letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.
Fonte: elaborada pelo autor (2026).

Metabolitos microbianos gerados na fermentagdo podem facilitar a liberagdo de
compostos bioativos ligados a parede celular, como taninos, flavonoides e &cidos
fendlicos, aumentando assim a sua biodisponibilidade. Além disso, a hidrdlise de
estruturas fenolicas complexas em formas livres também contribui para as concentracdes
elevadas de compostos fendlicos (LEONARD et al., 2021). Esses achados destacam o
potencial da fermentacdo para melhorar as propriedades funcionais de matrizes de sucos
de frutas, alinhando-se com o trabalho de XU et al. (2023), que relataram melhorias
semelhantes na vitamina C, fendlicos totais e atividade antioxidante em suco de citricos
fermentado com cepas de Lactobacillus.

Tran et al. (2020) ndo encontraram alteracdes estatisticamente significativas (p <
0,05) na atividade antioxidante ou no conteudo fenolico total apds 24 h de fermentacao

de suco de toranja com L. plantarum 01, L. fermentum D13, L. rhamnosus B01725 e B.
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bifidum B7.5. De forma semelhante, Dzandu et al. (2022) nao observaram melhoria
notavel (p < 0,05) na capacidade antioxidante em sucos de tomate fermentados por 72 h
com L. rhamnosus ATCC 53103 e L. casei ATCC 393. Esses achados demonstram que o
suco de acerola suplementado com glicose ¢ uma matriz de fermentagdao adequada para o

L. casei NRRL B-442.

3.3.2 Estabilidade do probidtico durante o armazenamento refrigerado

Garantir a viabilidade dos probioticos ao longo da producao e do armazenamento
¢ essencial para manter as alegagdes de saide decorrentes do consumo de probioticos
(FILHO et al., 2019). No entanto, preservar a estabilidade de microrganismos vivos
apresenta um desafio tecnoldgico significativo, uma vez que muitas cepas probioticas sao
sensiveis a estressores ambientais, como a exposi¢ao ao oxigénio e temperaturas extremas.

Apds a fermentagdo, o suco de acerola probiotico foi armazenado a 4 °C por 35
dias. A Figura 2 mostra as contagens de células viaveis de L. casei B-442, as
concentragdes de 4cido latico, o pH e a glicose no suco de acerola probidtico ao longo do
armazenamento a 4 °C. No suco probiotico, foram observadas alteragdes significativas
na viabilidade celular durante o periodo de armazenamento (p < 0.05). Um aumento na
contagem probidtica de aproximadamente 7 ciclos logaritmicos foi observado apds 21
dias de armazenamento. No entanto, a contagem celular diminuiu em 8 ciclos
logaritmicos entre os dias 21 e 35 de armazenamento.

Concomitantemente, uma diminui¢do na concentragdo de glicose de
aproximadamente 83% foi observada ao longo do periodo de armazenamento,
confirmando a atividade microbiana. Apesar dessa reducdo, que foi causada pela deple¢ao
de glicose, a contagem de células vidveis permaneceu consistentemente acima de 10,00
+ 0,5 log UFC/mL (Figura 2), o que excede o limite minimo tipicamente exigido para a
funcionalidade probidtica em alimentos fermentados (TERPOU et al, 2019;
NASCIMENTO; SANTOS; RODRIGUES, 2022; RASIKA et al., 2021).
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Figure 2 - Crescimento de L. casei NRRL B-442 (log UFC/mL) (@) consumo de glicose

(g/L) (@), pH (A) e formacao de acido lactico (g/L) (m) ao longo do armazenamento a
4 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor (2026).

Os presentes achados concordam com Filho et al. (2019), que relataram que a
viabilidade do L. casei em suco de cacau probidtico suplementado com sacarose
aumentou até o 21° dia de armazenamento a 4 °C. No entanto, um declinio na viabilidade
foi observado apds o dia 28, passando de 8,99 + 0,02 para 7,52 + 0,01 log UFC/mL no
dia 42. Esses resultados destacam o comportamento dinamico da viabilidade das bactérias
laticas em matrizes de frutas acidas e ricas em agucares durante o armazenamento
refrigerado.

A viabilidade de microrganismos probioticos em produtos alimenticios ¢
influenciada por varios fatores ao longo da produgdo, processamento e armazenamento,
sendo o 4cido latico um determinante-chave. Ao longo do periodo de armazenamento de
35 dias, observamos um aumento de 91% na concentragao de acido latico (de 2,68 + 0,15
g/L para 5,11 + 0,25 g/L; p < 0,05) no suco de acerola probidtico, enquanto os valores de
pH cairam de 3,5 para 3,1 (Figura 2). O aumento do acido latico era esperado, dado que
0 L. casei mantém a sua atividade metabolica mesmo sob condicdes refrigeradas. Esses
achados sdo consistentes com Maciel, Campelo e Rodrigues (2022), que relataram um
aumento no teor de acido latico no suco funcional de sapota-do-solimdes, de 6,00 + 0,01

g/L para 8,00 £ 0,01 g/L em 15 dias de armazenamento.
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A Tabela 3 apresenta as alteracdes nas concentragdes de acido ascorbico, atividade
antioxidante (ABTS e FRAP) e compostos fenolicos no suco de acerola probiotico
durante o armazenamento a 4 °C. A concentragdo de 4cido ascorbico permaneceu estavel
durante o periodo de armazenamento de 35 dias, com valores variando de 2,45 £ 0,15 g/L
a 2,55 + 0,15 g/L (Tabela 3). A atividade antioxidante (FRAP) seguiu uma tendéncia
semelhante, mantendo valores entre 3150 £+ 150 e 3250 + 150 ug Fe**/mL (Tabela 3). O
método FRAP avalia o potencial antioxidante com base na capacidade de doagdo de

elétrons em vez de atomos de hidrogénio (ADEBO; MEDINA-MEZA, 2020).

Tabela 3 — Concentracdes de atividade antioxidante (ABTS e FRAP), 4cido ascorbico e

compostos fendlicos no inicio e no final do armazenamento refrigerado no suco de acerola

fermentado.

Armazenamento refrigerado
Parametro

Dia 0 Dia 35
Compostos fendlicos (g/L) 1.40+0.12 1.17+0.1°
Acido Ascorbico (g/L) 245+£0.1° 2.55+£0.1%
ABTS (umol trolox/L) 19,290 £ 272 ® 16,289 +261°
FRAP (ug Fe**/mL) 3150+ 150° 3250+ 150

Nota: letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas estatisticamente significativas (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.
Fonte: elaborada pelo autor (2026).

Esses achados sugerem uma relacdo entre o acido ascorbico e a atividade FRAP
no suco de acerola fermentado. Corroborando essa observagao, ADEBAYO-TAYO et al.
(2021) relataram estabilidade no teor de vitamina C no suco de manga probiotico
armazenado a 4 °C, variando de 41,35 a 48,77 mg/100 mL, apds 4 semanas.

Em contraste, observou-se uma redugdo significativa (p < 0,05) nos compostos
fenolicos (Tabela 3), diminuindo de 1,40 + 0,10 para 1,17 £ 0,10, e na atividade
antioxidante (ABTS), que variou de 19.290 + 272 para 16.289 + 261 umol Trolox/L. O
método ABTS mede a capacidade de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos de neutralizar
o cation radical 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), refletindo o potencial
antioxidante geral do suco (WU et al., 2021). As tendéncias observadas sugerem uma
relacdo entre o teor de fendlicos totais e a capacidade antioxidante ABTS no suco de

acerola fermentado.
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3.3.3 Producdo de pos-bidticos por termossonicacdao (TS) e processamento

térmico (TH)

A inativagdo do microrganismo probidtico apos a fermentagao € necessaria para
conferir o status de pods-bidtico ao suco fermentado. Embora o processamento
ultrassonico seja geralmente considerado menos prejudicial aos compostos bioativos do
que os tratamentos térmicos convencionais, a sua eficdcia e impacto podem variar
significativamente dependendo das caracteristicas da matriz alimentar e dos parametros
operacionais especificos aplicados (HASHEMI et al., 2023). O processamento preliminar
por ultrassom a 25 °C resultou em apenas 10% de inativagdo de L. casei. Como este
estudo teve como objetivo obter preparagdes pds-bidticas que requerem inativagdo
microbiana completa, essa condi¢ao foi considerada insuficiente e excluida do
delineamento experimental final.

A inativacao completa (reducdo > 10,9 ciclos logaritmicos) do L. casei NRRL B-
442 foi alcangada no suco de acerola fermentado utilizando termossonicacao (TS: 3300
W-L™, 10 min a 60—-65 °C) e tratamento térmico (TH: 80 °C, 10 min). Em contraste, a
TS a 50 °C resultou em uma redu¢do maxima de 63% (reducdo < 8 ciclos logaritmicos),
destacando o efeito sinérgico dependente da temperatura entre o ultrassom e o calor para
uma inativagdo probidtica eficaz (Tabela 4). Notavelmente, a TS a 60—65 °C demonstrou
eficacia de inativacdo comparavel ao processamento térmico convencional a 80 °C,
indicando o seu potencial como uma alternativa eficiente para a producdo de suco pos-

biotico.
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Tabela 4 — Inativacdo de L. casei B-442 (%), leveduras e bolores (UFC/mL), 4cido
ascorbico, atividade antioxidante (ABTS e FRAP) e concentracdes de compostos
fendlicos apos 8 h de fermentacdo e diferentes métodos de processamento no suco de

acerola fermentado.

Parametro TS50 TS60 TS65 THS80
Inativagdo probidtica
63,172 100° 100° 100°
(%)
Leveduras e bolores
0® 0 0 0
(UFC/mL)

Acido ascorbico (g/L) 2,78+0,1°2 2,60+0,1°2 2,60+£0,1°2 236+0,1°
Acido lactico (g/L) 2,38+0,12 2,25+0,1°2 2,29+0,1°2 2,22+0,1°2
Compostos fendlicos
(g/L)
ABTS (umol trolox/L) 16.889 £281°% 16.516+246* 16.689+249* 13.382+273°
FRAP (ug Fe?*/mL) 2900 + 180 ® 2910+ 160 ® 2860 =130 ® 2700+ 180°
Nota: TS50: termossonicado a 50 °C; TS60: termossonicado a 60 °C; TS65: termossonicado a 65 °C; TH80:

1,42+0,05 ¢ 1,41 +£0,05* 1,46 £ 0,05 ? 1,32+0,05°

processado termicamente a 80 °C. Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborada pelo autor (2026).

Alcantara-Zavala et al. (2021) relataram uma reducgdo de 5,85 log UFC/mL de
Lactobacillus sp. no pulque, uma bebida tradicional fermentada nao lactea, utilizando
termossonicacao a 95% de amplitude (500 W) por 9 min a 50 °C. Por outro lado, Almada
et al. (2021) observaram maior resisténcia ao ultrassom isolado (792 W; 20 kHz;
temperatura ambiente) em L. casei € L. acidophilus (concentracdo inicial de 7 log
UFC/mL), necessitando de um minimo de 40 min para atingir uma redugdo > 5 ciclos
logaritmicos em solu¢do tampao fosfato. Embora a diferenga nos tempos de inativacao
possa sugerir uma vantagem na associagdo do componente térmico, comparagdes diretas
entre esses estudos exigem cautela. Como as condigdes operacionais do ultrassom
(poténcia e amplitude) e a complexidade das matrizes (pulque versus solucdo tampao)
diferem substancialmente, ndo é possivel atribuir a maior eficiéncia exclusivamente a
temperatura. Esses contrastes evidenciam, na verdade, a forte dependéncia da cinética de
inativacao em relagdo as variaveis especificas do equipamento e a composi¢ao da matriz
avaliada.

Nenhum crescimento de leveduras e bolores foi observado nas amostras de suco
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processadas por termossonicagdo e tratamento térmico convencional (Tabela 4). A
termossonicacdo ¢ um método antifiingico eficaz utilizado em sistemas de alimentos
liquidos (ANAYA-ESPARZA et al., 2017). O efeito sinérgico ¢ particularmente 1til
contra esporos fungicos resistentes ao calor, que sdo mais suscetiveis ao estresse
mecanico induzido pelo ultrassom quando expostos a temperaturas subletais (EVELYN;
MILANI; SILVA, 2017).

O processamento desempenha um papel critico na producao de pos-bidticos, nao
apenas para a inativagao de células microbianas, mas também para otimizar a liberagao e
preservacao de compostos bioativos (NATARAIJ et al, 2020). Técnicas como o
tratamento térmico e a termossonicagdo podem aumentar a disponibilidade de
metabolitos-chave, incluindo peptideos, acidos organicos e componentes da parede
celular, que contribuem para os efeitos de promog¢dao da saude dos pds-bidticos.
Adicionalmente, o processamento garante a estabilidade, seguranga e consisténcia do
produto, essenciais para aplicacdes em escala industrial (PELUZIO; MARTINEZ;
MILAGRO, 2021; PRAJAPATI et al., 2023).

O principal mecanismo responsavel pela inativagao microbiana pelo ultrassom ¢
conhecido como cavitagdo acustica. Esse fenomeno envolve a formagao, o crescimento ¢
a subsequente implosdo de microbolhas dentro de um meio liquido submetido a
oscilagdes ultrassonicas. O colapso dessas bolhas gera altas temperaturas e pressoes
localizadas, produzindo intensas forgas mecanicas. Além disso, a corrente acustica — o
fluxo constante de fluido resultante da dissipagdo de energia acustica durante a cavitagao
— também contribui para a inativacdo microbiana. Em conjunto, esses efeitos podem
causar o rompimento da parede celular, a ruptura e o afinamento da membrana celular e
danos a componentes intracelulares, incluindo o DNA, levando, em tultima andlise, a
perda da viabilidade microbiana (NUNES et al., 2022; ZOU; JIANG, 2016).

Um mecanismo secundario que contribui para a inativacdo microbiana durante a
termossonicacdo ¢ a temperatura do processo. O aumento da temperatura de
processamento eleva a pressdo de vapor dentro das bolhas de cavitacdo, mitigando a
intensidade do colapso e, simultaneamente, aumentando o numero de bolhas formadas
(OLIVEIRA et al., 2022; JAFARPOUR, 2022). Na maioria dos estudos que combinam
ultrassom com calor, as temperaturas de processamento sao tipicamente brandas, variando
de 30 °C a 70 °C (FAN et al., 2022; MUNOZ et al., 2012), ilustrando o potencial da
termossonica¢do para reduzir a intensidade dos tratamentos térmicos convencionais,

mantendo a eficacia da inativacao microbiana.
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A termossonicagdo (TS: 50-65 °C) e o processamento térmico convencional (TH:
80 °C) preservaram efetivamente os compostos bioativos no suco de acerola fermentado,
com minimas diferencas estatisticas significativas observadas (p < 0,05). O teor de
compostos fendlicos totais permaneceu entre 1,22 e 1,46 g/L, a retencdo de acido
ascorbico variou de 2,36 = 0,10 a 2,78 £ 0,10 g/L, e a atividade antioxidante — medida
pelos ensaios ABTS e FRAP — foi mantida entre 16.516 + 246 e 16.689 + 249 umol
Trolox/L e de 2860 + 130 a 2910 + 160 ug Fe*/mL, respectivamente (Tabela 4). Esses
achados demonstram que ambos os tratamentos preservaram os compostos funcionais do
suco com degradagao minima sob as condigdes testadas.

Tanto a termossonicac¢do (60-65 °C) quanto o processamento térmico (80 °C)
alcangaram a inativagdo completa do probidtico (redug¢do > 10,9 ciclos logaritmicos),
permitindo o desenvolvimento de uma bebida estavel e potencialmente pds-bidtica,
evitando degradacdo significativa e garantindo a sua eficacia continua (WU et al., 2021,

QIU et al., 2024; XIA et al., 2024).

3.3.4 Estabilidade do pos-bidtico durante o armazenamento refrigerado

Para avaliar o impacto da termossonicagdo e dos tratamentos térmicos na
estabilidade microbiana dos sucos de acerola pos-bioticos, a viabilidade de L. casei,

leveduras e bolores foi monitorizada ao longo de 35 dias de armazenamento refrigerado.

Nenhum crescimento de L. casei, leveduras ou bolores foi observado durante o
periodo de armazenamento nas amostras de suco de acerola fermentado tratadas com
termossonicacdo e processamento térmico convencional (Tabela 5), indicando controle
microbiano eficaz e prevengao da proliferagdo pds-processamento. A acdo sinérgica da
cavitacdo induzida pelo ultrassom e do calor brando provavelmente causou danos
estruturais irreversiveis as cé€lulas de L. casei, garantindo assim a estabilidade microbiana

e a seguranca ao longo da vida de prateleira do produto (QIU et al., 2024).
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Tabela 5 — Inativacao de L. casei B-442 (%), leveduras e bolores (UFC/mL), glicose (g/L)

e acido latico (g/L) durante o armazenamento refrigerado no suco de acerola fermentado

pos-biodtico.

Armazenamento
Parametro TS60 TS65 THS80
a frio
Inativagdo probidtica
100 @ 100 @ 100 #
(%)
Leveduras e bolores
Dia 0 0 0 0®
(UFC/mL)
Glicose (g/L) 17,31 +£0,5° 16,19 +0,5° 16,06 £0,5®
Acido lactico (g/L) 225+0,1°% 229+0,1% 222+0,1°%
Inativacao probiotica
100 100 100
(%)
Leveduras e bolores
Dia 35 0?2 02 0@
(UFC/mL)
Glicose (g/L) 16,95 +0,5° 15,88 £0,5? 15,95+0,5?
Acido lactico (g/L) 2,30+0,1% 222+0,1% 222+0,1°%

Nota: Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre o dia 0 e o dia 35
pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborada pelo autor (2026).

A qualidade microbiana observada (ndo contaminacao por leveduras e bolores)
pode ser atribuida a presenca de peptideos antimicrobianos (PAMs) produzidos durante a
fermentagdo e retidos apds o processamento (SCUDINO et al., 2024; PAVLOVA et al.,
2020). Esses compostos proteicos de baixo peso molecular, sintetizados por bactérias
como o L. casei, exibem potente atividade antibacteriana contra uma variedade de
microrganismos patogénicos e deteriorantes. O seu modo de acdo geralmente envolve
atingir as membranas celulares de cepas bacterianas intimamente relacionadas, levando
ao rompimento celular e a morte (HE et al., 2020).

A glicose e o 4cido latico permaneceram estaveis durante o armazenamento,
conforme o esperado, dada a baixa temperatura e a auséncia de microrganismos viaveis
(Tabela 5). O acido latico ¢ um dos 4cidos organicos amplamente empregados na
conservagdo de alimentos, sendo capaz de induzir danos letais ou subletais a
microrganismos (antimicrobiano) modificando a permeabilidade da membrana celular

externa (TIAN et al., 2020). O teor de acido latico e glicose ¢ constante em todas as
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amostras de sucos pds-bidticos, sugerindo que quaisquer pequenas variagdes observadas
sejam provavelmente atribuiveis a variabilidade experimental em vez das proprias
condi¢cdes de processamento.

Os niveis elevados de compostos fenodlicos, atividade antioxidante e acido
ascorbico no suco de acerola revelam o seu potencial como ingrediente de alimento
funcional, demonstrando as suas notaveis propriedades nutracéuticas e de promogdo da
saude (PRAKASH; BASKARAN, 2018). A Tabela 6 apresenta as variagdes nos
compostos fenolicos, acido ascorbico e atividade antioxidante (ABTS e FRAP) no suco
de acerola pds-biodtico durante o armazenamento refrigerado. Tanto os sucos tratados por
ultrassom quanto os tratados termicamente mantiveram estavel o teor de fendlicos totais
ao longo dos 35 dias de armazenamento (Tabela 6), comegando com 1,32 + 0,05 g/L no
dia0e 1,48 + 0,05 g/L no dia 35. Efeitos semelhantes dos tratamentos de termossonica¢ao
nos compostos fendlicos totais foram relatados em vinho de mirtilo (LI ez al., 2020) e
suco de mirtilo (WU et al., 2021). Os tratamentos térmicos e de ultrassom podem levar a
reacdes quimicas, como a liberagao de compostos fendlicos das suas conexdes com varios
componentes da parede celular, como polissacarideos ou proteinas, que sdo entdo

liberados ao longo do tempo (KWAW et al.,2018; WANG; VANGA; RAGHAVAN, 2019).

Tabela 6 — Compostos fenolicos, acido ascorbico e atividade antioxidante (ABTS e
FRAP) durante o armazenamento refrigerado no suco de acerola fermentado pos-
biodtico.

Armazenamento
Parametro TS60 TS65 THS0
a frio
Compostos fendlicos
1,41 +£0,05* 1,46 £0,05* 1,32+0,05*
(g/L)
i 0 Acido ascorbico (g/L)  2,62+0,05°  2,63+0,05° 236+0,05°
ia
ABTS (umol
16.516 £247%* 16.689+249° 13.382+261°?
trolox/L)
FRAP (ug Fe** /mL)  2910+129° 2860+ 128°  2850+132°
Compostos fenolicos
1,30 £0,05° 1,48 £0,05* 1,34 £0,05*
(g/L)
Dia 35 Acido ascorbico (g/L) 2,85+0,05% 2,89+0,05% 2,59+£0,05%
ia
ABTS (pmol
16.896 +247* 17.976+249°* 13.956+223°
trolox/L)

FRAP (ug Fe* /mL) 3180+ 129° 3200+ 128° 3090+ 132°
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Nota: Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre o dia 0 ¢ o dia 35
pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborada pelo autor (2026).

O teor de acido ascorbico permaneceu estavel durante o periodo de
armazenamento de 35 dias (Tabela 6). As concentragdes finais variaram de 2,62 + 0,15 a
2,85+ 0,15 g/L para TS a 60 °C, de 2,63 + 0,15 a 2,89 + 0,15 g/L para TS a 65 °C, e de
2,36+0,15a2,59+0,15 g/L para TH a 80 °C. Essa observagao ¢ consistente com Aguilar
et al. (2017), que demonstraram que a combinagdo de ultrassom com calor brando (55 °C)
pode garantir a seguranga microbioldgica a0 mesmo tempo em que preserva o teor de
acido ascorbico.

De forma consistente com os resultados para os compostos bioativos, a atividade
antioxidante permaneceu estavel durante o armazenamento em todas as amostras pos-
bidticas (Tabela 6), comecando de 13.516 £ 1261 a 17.976 + 150 umol Trolox/L (ABTS)
e de 2850 + 80 a 3200 = 80 ug Fe*’/mL (FRAP). A atividade antioxidante foi preservada
durante o armazenamento refrigerado, conforme demonstrado pelos niveis estaveis
mantidos ao longo deste periodo. Essa estabilidade pode ser atribuida a retencdo de
compostos fendlicos e de acido ascorbico.

Esses achados demonstram que o suco de acerola pos-bidtico produzido via
termossonicacao (60—65 °C) ou processamento térmico (80 °C) atinge a estabilidade

microbiana aliada a preservagao de seus compostos bioativos.

3.3.5 Atividade Antibacteriana

As bactérias laticas e os seus metabolitos desempenham um papel significativo na
garantia da seguranca alimentar e no prolongamento da vida de prateleira através da
inibicdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes (ALGBOORY; MUHIALDIN,
2021; SZUTOWSKA, 2020; YANG et al., 2018). A Figura 3 apresenta a atividade
antibacteriana (% de inibicdo de crescimento) de sucos de acerola potencialmente pos-
bidticos submetidos a termossonicacao (3300 W-L™', 60 °C) e ao processamento térmico
(80 °C) antes e apds o armazenamento a 4 °C. Uma vez que o acido latico possui atividade
antimicrobiana, uma amostra, controle positivo, contendo 3 g/L de acido latico também
foi avaliada. A atividade antimicrobiana do suco de acerola, suco de acerola probidtico,

suco de acerola pos-bidtico e da amostra controle positivo sdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3 — Atividade antibacteriana (% de inibi¢cao de crescimento) de sucos de acerola
potencialmente pds-bidticos submetidos a termossonicagio (3300 W-L! a 60 °C) e ao

processamento térmico (80 °C) antes e apds o armazenamento a 4 °C

controle HI [l Probistico MM 7S G0 °C [ TH 80 °C M Controle positive  controle [ Il Frobiotic I 7s  so°c I TH 80 °C [ controle positivo
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Nota: Atividade antimicrobiana de amostras centrifugadas contra (A) E. coli e (B) S. Typhimurium no dia
0; amostras dialisadas contra (C) E. coli e (D) S. Typhimurium no dia 0; amostras dialisadas contra (E) E.
coli e (F) S. Typhimurium apos 35 dias a 4 °C. O controle positivo ¢ uma solugdo de acido latico a 3 g/L.
Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor (2026).

As amostras de sucos centrifugados (10.000 % g por 20 min a 4 °C) demonstraram
forte inibicdo de crescimento contra E. coli e S. Typhimurium (% de atividade
antibacteriana) (Figura 3A, B). O suco de acerola inibiu o crescimento de E. coli em 24%

e o de S. Byphimurium em 32% (em 7 log UFC/mL). Esta reducdo no crescimento deve-
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se, provavelmente, aos compostos bioativos encontrados no suco de acerola.

O suco de acerola probidtico melhorou a inibi¢do de crescimento, atingindo 48%
contra E. coli e 70% contra S. Typhimurium (em 7 log UFC/mL) (Figura 3A, B). Isso
indica que o processo de fermentagdo produziu metabdlitos com propriedades
antibacterianas. Agentes antimicrobianos podem incluir bacteriocinas e acidos organicos
(acido latico, acido acético, acido férmico, acido caproico), acidos graxos de cadeia curta
(como acido propidnico, acido butirico e acido isobutirico), didoxido de carbono, peroéxido
de hidrogénio, reuterina, reuterociclina e diacetil (INCILI ef al., 2022; CUI; QU, 2021).
Neste trabalho, as propriedades antibacterianas foram provavelmente atribuidas a
peptideos antimicrobianos ou ao acido latico, uma vez que o L. casei ¢ uma bactéria
homofermentativa.

Os sucos poés-bidticos mantiveram a atividade antimicrobiana em niveis
comparaveis aos do suco probiotico, indicando que o método de processamento preservou
os compostos antibacterianos. O TS60 exibiu 49% e 73% de inibi¢do contra E. coli e S.
Typhimurium (em 7 log UFC/mL), respectivamente, enquanto o TH80 demonstrou 47%
e 66% de inibicdo contra os mesmos patdogenos na mesma concentragdo (Figura 3A, B).
As amostras centrifugadas demonstraram uma atividade antimicrobiana mais forte contra
S. Typhimurium em comparagdo com E. coli, sugerindo maior eficicia dos compostos
inibitorios contra espécies de Salmonella.

Esses achados sdo consistentes com pesquisas anteriores, demonstrando que a
fermentacdo aumenta a atividade antimicrobiana de produtos contendo probidticos.
Muhialdin et al. (2021) relataram que uma fermentacdo de 48 h aumentou
significativamente a atividade antibacteriana de suco de meldo fermentado usando L.
plantarum FBS05 contra 10 UFC/mL de E. coli € S. Typhimurium para 96,73 + 0,00% e
96,83 + 0,00%, respectivamente. Algboory e Muhialdin (2021) relataram que uma
fermentagdo de 48 h aumentou a atividade antibacteriana do leite de camela fermentado
usando L. plantarum 1S10 contra 10° UFC/mL de E. coli e S. aureus subsp. aureus para
75% e 79%, respectivamente.

Para garantir que o efeito antibacteriano dos sucos ndo provinha apenas do acido
latico produzido durante a fermentagdo, foi realizada uma dilise para remover o acido
latico das amostras de sucos centrifugados, conforme confirmado por anélise de HPLC,
permitindo assim a avaliagdo dos efeitos antibacterianos decorrentes de outros
constituintes bioativos. Conforme demonstrado nas Figuras 3C e D, as amostras

dialisadas (24 h usando membranas de limite de exclusdo molecular de 12 kDa em agua
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destilada) mantiveram efetivamente a atividade antibacteriana contra E. coli e S.
Byphimurium.

O processo de dialise melhorou consistentemente a atividade anti-E. coli em todas
as amostras (probiotico: +12%; TS60: +16%; TH80: +4%) (Figura 3C), enquanto também
reduziu a eficacia anti-Salmonella (probidtico: -20%; TS60: -17%; TH80: -9%) (Figura
3D) em comparagdo com as amostras centrifugadas (em 7 log UFC/mL). Esses achados
indicam a presenca de compostos antimicrobianos adicionais além do 4cido latico —
potencialmente incluindo peptideos bioativos que contribuem para o efeito inibitorio
(ALGBOORY; MUHIALDIN, 2021; INCILI et al., 2022; L1 et al., 2016).

Além disso, os pds-bidticos produzidos por processamento térmico a 80 °C foram
menos eficazes contra E. coli quando comparados ao probidtico e aos poOs-bidticos
produzidos por termossonicacdo a 60 °C (p < 0,05) (Figura 3C). Majkut ef al. (2021)
relataram que o mel submetido a tratamento térmico apresentou uma reducgao significativa
das propriedades antimicrobianas (MBC > 50%) a 82 °C e 62 °C apds 15 e 120 minutos
de exposigdo.

A atividade antimicrobiana de sucos dialisados deve-se provavelmente a presenca
de peptideos antimicrobianos, sendo as bacteriocinas um dos mais conhecidos (ULLAH
et al., 2017). Esses compostos exercem os seus efeitos interrompendo a integridade das
membranas celulares das bactérias-alvo, formando poros que levam ao vazamento celular,
a perda do potencial de membrana e, finalmente, a morte celular. Em alguns casos, as
bacteriocinas também podem interferir em sistemas enzimaticos essenciais ou inibir a
sintese de proteinas (XUE et al., 2024).

A eficicia antibacteriana dessas bacteriocinas € particularmente valiosa na
conservacdo de alimentos, pois inibem patégenos comuns de origem alimentar, como L.
monocytogenes, S. aureus ¢ certas cepas de E. coli e Salmonella. Além disso, como as
bacteriocinas sdo produzidas naturalmente e geralmente reconhecidas como seguras
(GRAS), oferecem uma alternativa promissora a conservantes sintéticos e antibidticos
(LIANG et al., 2025).

A estabilidade dos sucos durante o armazenamento refrigerado ¢ um aspecto
critico para garantir a vida de prateleira do produto. Neste estudo, a atividade
antimicrobiana foi avaliada apos 35 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C para
garantir o efeito antibacteriano dos sucos apos esse periodo.

A atividade antibacteriana foi mantida ap6s 35 dias de armazenamento (Figura 3E,

F). O suco probidtico manteve taxas de inibi¢ao estdveis contra ambos os patdégenos em
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7 log UFC/mL: 62% (vs. 61% em amostras dialisadas no dia 0) para E. coli e 59% (vs.
53% em amostras dialisadas no dia 0) para S. Typhimurium, demonstrando uma eficacia
consistente ao longo do tempo (Figura 3E, F). Essa eficacia prolongada pode ser explicada
pela atividade continua de fermentacao do L. casei durante o armazenamento a frio, uma
vez que a cepa permanece metabolicamente ativa em baixas temperaturas, gerando
potencialmente compostos antimicrobianos adicionais (ex.: bacteriocinas) ao longo de 35
dias (FILHO et al., 2019; MACIEL; CAMPELO; RODRIGUES, 2022).

Os sucos pos-bidticos (TS60 e TH80) retiveram atividade antibacteriana
significativa apds 35 dias de armazenamento, demonstrando notavel estabilidade apesar
de pequenas redugdes na eficacia. O TS60 manteve 57% de inibicao contra E. coli (vs.
65% inicialmente) e 54% contra S. Typhimurium (vs. 56% inicialmente), representando
apenas 8-12% de perda de atividade. O TH80 apresentou uma estabilidade ainda maior
contra E. coli (53% vs. 51% inicialmente), com uma redugcdo de 7% contra S.
Byphimurium (50% vs. 57%) (Figura 3E, F). Esses resultados indicam que a atividade
antibacteriana permanece efetiva nos sucos por até 35 dias com algumas reducdes.

As bacteriocinas das bactérias laticas exibem excepcional termoestabilidade e
tolerancia a acidos, o que as torna candidatas ideais para a conservagao de alimentos
(DARBANDI et al., 2022). Exemplos notaveis incluem a pentocina TV35b, a enterocina
AS5-11 e a bacteriocina EF2019, juntamente com as bacteriocinas produzidas por cepas
intestinais de Pediococcus e Lactococcus spp. Estes peptideos antimicrobianos
demonstram notavel estabilidade sob condigdes de processamento, mantendo a

bioatividade (BARBOSA; MANTOVANI; JAIN, 2017).

3.4 Conclusao

Este estudo demonstrou a viabilidade de produzir uma bebida po6s-bidtica nao
lactea, estavel e funcional a partir do suco de acerola fermentado com L. casei B-442.
Tanto a termossonicacdo (TS) quanto o processamento térmico (TH) inativaram
efetivamente a cepa probiodtica (reducdo > 10,9 ciclos logaritmicos), preservando e
aprimorando compostos bioativos-chave. Os sucos tratados com termossonicacao (TS,
60-65 °C) demonstraram retencao superior de acido ascorbico, teor de compostos
fenodlicos totais e atividade antioxidante em comparacdo com a pasteurizagdo térmica
convencional. Esses pardmetros bioativos permaneceram estaveis ao longo de 35 dias de

armazenamento refrigerado a 4 °C.
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Notavelmente, os sucos poOs-bioticos exibiram atividade antibacteriana
significativa contra E. coli e S. Typhimurium, a qual permaneceu estavel ao longo dos 35
dias de armazenamento a frio. Entre os métodos testados, a termossonicagdao a 60 °C
emergiu como a estratégia mais promissora devido a sua preservagao superior de
compostos bioativos, eficacia antimicrobiana sustentada e potencial para escalabilidade
industrial eficiente. Estes achados corroboram o potencial da termossonicagdo para o
desenvolvimento de bebidas pds-bidticas a base de frutas, resultando em produtos
alinhados ao conceito de rétulo limpo (clean-label), com boa estabilidade comercial e

propriedades promotoras de saude.
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4 TIPO DE REATOR IMPACTA A CINETICA DE INATIVACAO POR
TERMOSSONICACAO DE LACTICASEIBACILLUS CASEI EM BEBIDA
POTENCIALMENTE POS-BIOTICA DE LARANJA

RESUMO

Os pos-bioticos oferecem beneficios a satde e estabilidade superior em comparagdo aos
probioticos viaveis. Este estudo investigou a cinética de inativagdo de Lacticaseibacillus
casei em uma bebida de laranja fermentada, comparando a termossonicacao (TS) com a
inativacao térmica convencional (TH) a 50, 55 e 60 °C. A pesquisa concentrou-se na
influéncia do tipo de reator (suas propriedades acusticas de material, confinamento
espacial e frequéncia de operagdo) sobre a cinética de inativagdo. Enquanto a TH seguiu
consistentemente uma cinética linear de primeira ordem (modelo de Bigelow), a cinética
da TS foi fortemente influenciada pelo ambiente fisico do reator. Em uma camara
confinada de ago inoxidavel, a TS induziu uma inativa¢ao nao linear de Weibull com um
efeito de cauda resistente (tailing). Isso pode ser atribuido a diferenca de impedancia
acustica e a rugosidade superficial do material, fatores conhecidos na literatura por
potencialmente promoverem a formacao de ondas estacionarias e atenuagao de fronteira.
Em contrapartida, levanta-se a hipdtese de que a transi¢ao para reatores de vidro maiores
facilita um escoamento acustico (acoustic streaming) macroscOpico vigoroso € uma
distribuicdo homogénea de energia. Isso resultou em uma inativacdo linear robusta e
altamente previsivel (R* > 0,99), mitigando efetivamente a sobrevivéncia de
subpopulagdes. A abordagem de TS mais eficiente (reator de vidro a 60 °C, 10 W/mL)
alcancou um valor D de 0,62 min, reduzindo o tempo de processamento em 57% quando
comparado ao processamento térmico. Com base nessas cinéticas, propdem-se trés
cenarios de processamento otimizados (TS isotérmica, hibrida e homogénea) para
garantir a seguranca do produto. Por fim, este estudo indicou que o tipo de reator
(incluindo as propriedades acusticas do seu material, frequéncia de operagdo e
propriedades topograficas) pode mitigar ndo linearidades cinéticas, estabelecendo assim
a termossonica¢cdo homogénea como uma tecnologia rapida, previsivel e viavel para o

escalonamento (scale-up) industrial da produ¢ao de pds-bidticos.

Palavras-chave: Ultrassom; Escoamento acustico; Reator confinado; Modelagem

cinética; Pos-bioticos; Lactobacillus casei; Escalonamento.
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4.1 Introducao

As bactérias laticas (BAL) sao fundamentais para a industria de alimentos,
desempenhando um papel central nos processos de fermentagdo, nos quais seus
subprodutos metabolicos melhoram o sabor, o valor nutricional ¢ a vida de prateleira
(HAJAR-AZHARI et al., 2023; KARDOONI et al, 2023). Entre eclas, o
Lacticaseibacillus casei (anteriormente Lactobacillus casei) ¢ uma bactéria probidtica
heterofermentativa facultativa, Gram-positiva e bem estudada, encontrada em varios
ambientes, incluindo produtos fermentados e o trato gastrointestinal humano (CUI; QU,
2021). Esta bactéria tem sido amplamente empregada em formulagdes de bebidas
probiodticas devido as suas caracteristicas robustas de sobrevivéncia e aos seus potenciais
beneficios a satide (ALMADA et al., 2021; BRANDAO et al., 2021).

As tendéncias recentes em alimentos funcionais expandiram-se para além dos
probidticos viaveis, incluindo o uso de probidticos inativados, conhecidos como pos-
bidticos (FANG et al., 2024; PRAJAPATI et al., 2023). Os po6s-bidticos sdo definidos
como microrganismos inanimados e/ou seus componentes que conferem beneficios a
satide do hospedeiro (SALMINEN et al., 2021). Eles oferecem vantagens distintas sobre
os probioticos vidveis através de uma maior estabilidade de armazenamento e da redugao
dos requisitos de refrigeracio (GARROTE ACHOU et al., 2025; JANSSEUNE et al.,
2025). Para aproveitar a0 maximo essas vantagens, a escolha do método de inativagdo ¢é
critica, pois influencia diretamente a retencao dos beneficios a saude e a preservagdo dos
atributos sensoriais do produto (JANSSEUNE et al., 2025).

O processamento térmico (TH) continua sendo a técnica padrao de conservagao,
tipicamente aplicada a temperaturas que variam de 65 a 95 °C para sucos de frutas
(AGHAJANZADEH et al., 2023; HOLDSWORTH; SIMPSON, 2016). Embora seja
eficaz para o controle microbiano, o processamento térmico pode degradar compostos
nutricionais e bioativos sensiveis ao calor em virtude das altas temperaturas e dos tempos
de exposicao prolongados (JAFARPOUR, 2022; WIBOWO et al., 2025). Impulsionada
pela demanda por eficiéncia de processamento e retengdo de qualidade, a tecnologia de
ultrassom tem surgido como uma alternativa promissora para a producdo de bebidas
funcionais (SULAIMAN; SILVA, 2026; FONTELES et al., 2024; HASHEMI et al.,
2023). O ultrassom inativa microrganismos por meio de mecanismos como cavitagao,
agitacdo mecanica, formacdo de radicais livres e aumento da permeabilidade celular

(LAUTERI et al., 2023). No entanto, o ultrassom isolado a temperatura ambiente
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frequentemente se mostra insuficiente para atingir os niveis de reducdo microbiana
exigidos e comparaveis aos da pasteurizagdo térmica (BERMUDEZ-AGUIRRE;
NIEMIRA, 2022; NUNES et al., 2022).

Consequentemente, a termossonicacdo (TS) — a aplicacdo simultdnea de
ultrassom com calor brando — representa uma tecnologia sinérgica cientificamente
validada ¢ altamente eficaz (OLIVEIRA et al., 2022; SOTELO-LARA et al., 2024). Ela
aumenta a seguranga microbiana enquanto auxilia na preservagdo da qualidade do
produto por meio da redugdo da exposi¢ao térmica (ABDULSTAR er al., 2023;
MULDUR et al., 2025). Estudos anteriores demonstraram a eficacia geral do ultrassom
na inativacdo de espécies de Lactobacillus. Por exemplo, Branddo et al (2021)
alcangaram uma redugao de 9 ciclos logaritmicos (log UFC/mL) em uma suspensao de L.
casei utilizando um disruptor celular (20 kHz, 792 W, 40 min). De forma semelhante,
Alcantara-Zavala et al. (2021) obtiveram com sucesso uma redugdo de 7,21 ciclos
logaritmicos de cepas de Lactobacillus (L. kefiri, L. acidophilus e L. hilgardii) em uma
bebida fermentada mexicana — aplicando termossonicac¢ao (20 kHz, 500 W a 95% de
amplitude, 50 °C, 9 min).

Além disso, a termossonicacao oferece uma vantagem mecanistica distinta sobre
outras tecnologias emergentes para a producao de po6s-bioticos. Enquanto o aquecimento
O6hmico proporciona uma inativacdo rapida, porém puramente térmica, € tecnologias
como o Processamento por Alta Pressdo (HPP) ou os Campos Elétricos Pulsados (PEF)
induzem primariamente a desnaturagdo macromolecular e a eletroporagdo — muitas vezes
deixando a robusta parede celular das bactérias Gram-positivas amplamente intacta
(ALMADA et al., 2021; SHIN et al., 2025), a termossonicagdo aplica um intenso
cisalhamento mecénico. O colapso violento das bolhas de cavitagdo actlstica rompe
fisicamente o espesso envelope de peptidoglicano do L. casei (NUNES et al., 2022). Esta
acdo termomecanica sinérgica nao apenas acelera a inativagdo microbiana, mas
simultaneamente promove a liberacao de valiosos compostos bioativos intracelulares na
matriz da bebida, uma etapa critica para maximizar o potencial funcional dos produtos
pos-bidticos (PRAJAPATI et al., 2023; SALMINEN et al., 2021).

Atualmente, a maior parte da literatura sobre a cinética de inativacdo microbiana
por termossonicagao concentra-se primariamente nos parametros de processo (ex.: tempo,
temperatura e densidade de poténcia). Embora avancos recentes tenham comecgado a
explorar a hidrodindmica dos reatores, a modelagem de fluidodindmica computacional

(CFD) do escoamento actstico em reatores confinados e a dindmica de interacdo de
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bolhas (CHEN et al., 2023; HASHEMI et al., 2024; QIN et al., 2024), ainda persiste uma
lacuna critica na abordagem dos fatores fisicos relacionados ao proprio reator durante a
inativagdo microbiana. Fatores como o confinamento fisico do campo acustico, a razao
altura/volume do liquido e o material do reator (CHAKRABORTY et al., 2025;
KEWALRAMANI et al., 2023; LIM et al., 2014), bem como o seu efeito na cinética de
inativagdo, carecem de maior investigagcdo. Isso € particularmente importante para a
industria de alimentos, onde as transi¢des entre escalas e tipos de recipientes de
processamento frequentemente resultam em mudangas cinéticas inesperadas, levando a
uma reducao microbiana imprevisivel (GOGATE; PANDIT, 2004; SON et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi modelar e comparar a cinética de inativag¢ao térmica
(TH) e por termossonicagdo (TS) do Lacticaseibacillus casei em uma bebida de laranja
fermentada. Especificamente, este trabalho avalia a influéncia de parametros relacionados
ao reator — como as propriedades actsticas do material, o confinamento espacial ¢ a
densidade de poténcia — sobre a cinética de inativagdo a 50, 55 e 60 °C. O efeito da
termossonicacdo nos atributos fisico-quimicos € nos compostos bioativos da bebida foi

previamente investigado pelo nosso grupo (NASCIMENTO et al., 2025).

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Suco de laranja

Este estudo foi conduzido em dois paises diferentes. O néctar de laranja foi
adquirido no comércio local (Laranjas do Algarve Compal®, Lisboa, Portugal), € o suco
de laranja integral foi adquirido da marca Natural One (Fortaleza, Brasil). O néctar
continha, no minimo, 50% de teor de fruta e 10 g/100 mL de sacarose. Desse modo, o
suco de laranja 100% integral adquirido no Brasil foi primeiramente filtrado e diluido
para se igualar ao teor de 50% de fruta do néctar base. Em seguida, seu teor de solidos
soluveis foi padronizado com sacarose para 10 g/100 mL. Tais padronizagdes fisico-
quimicas — combinadas ao idéntico ajuste inicial de pH — foram implementadas para
minimizar a variabilidade composicional geografica inerente entre as matrizes,
assegurando um ambiente reologico e quimico consistente para a modelagem cinética

comparativa.
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4.2.2 Preparo e enumeracgdo do Lacticaseibacillus casei

O Lacticaseibacillus casei (anteriormente Lactobacillus casei) NRRL B-442 foi
obtido da Colegao de Culturas NRRL (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
Peoria, Illinois, EUA). A cultura de estoque de L. casei NRRL B-442 foi ativada em caldo
MRS (30 °C, 16 h) para obter uma concentragdo celular inicial de aproximadamente 9,0
log UFC/mL.

Para a quantificagdo da enumeracao celular, duas técnicas de plaqueamento foram
empregadas de forma complementar. Na técnica de microgotas (HERIGSTAD;
HAMILTON; HEERSINK, 2001), um total de 10 pL de cada dilui¢do seriada foi
inoculado em placas de agar MRS (divididas em quatro quadrantes), estabelecendo-se um
limite de detec¢do tedrico de 2,0 log UFC/mL (100 UFC/mL). Adicionalmente,
empregou-se a técnica de espalhamento em superficie (spread plate) (TAYLOR et al.,
1983), na qual um volume de 100 pL da amostra foi espalhado uniformemente sobre o
agar MRS, propiciando um limite de deteccdo mais sensivel, correspondente a 1,0 log
UFC/mL (10 UFC/mL). Todas as placas foram preparadas em triplicata, enumerando-se
apenas as diluicdes que apresentaram contagens dentro das faixas estatisticamente

recomendadas para cada técnica, de modo a garantir a confiabilidade dos resultados.

4.2.3 Fermentagdo do suco de laranja

Devido ao seu baixo pH (aproximadamente 3,2 — 3,5), o suco e o néctar de laranja
foram ajustados para pH 5,0 utilizando NaOH 1 M antes da fermentagdo. Esse ajuste visa
garantir condi¢cdes favordveis de crescimento para o L. casei (pH 5,0-6,5) e simula
aquelas tipicamente empregadas na produgdo de bebidas probioticas. A fermentagdo foi
conduzida em frascos Schott estéreis (500 mL) contendo 400 mL de néctar inoculado com
1% (v/v) da cultura ativada de Lacticaseibacillus casei. O processo ocorreu a 30 °C por
24 h, sem agitacdo. Este ajuste inicial constituiu um pré-requisito biotecnologico
indispensavel para viabilizar um crescimento microbiano robusto. Durante as 24 horas de
fermentacdo, a intensa produgao de 4cido latico e outros metabolitos pelo L. casei reduziu
naturalmente o pH de volta a aproximadamente 3,8. Consequentemente, a elevagao
transitoria inicial do pH ¢ totalmente suplantada pela fermentacdo, que transforma

fundamentalmente a bebida em um novo produto funcional, com um perfil sensorial acido
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e fermentado distinto e caracteristico.

4.2.4 Experimentos de inativacdo térmica

A inativacdo térmica foi realizada em trés temperaturas diferentes: 50, 55 e 60 +
2 °C. Essas temperaturas foram escolhidas de acordo com os valores D encontrados na
literatura para Lacticaseibacillus (Almada et al., 2021; Evelyn; Silva, 2015) e para
representar condigdes de pasteurizacdo leves a moderadas. Dois experimentos
isotérmicos de sobrevivéncia independentes foram conduzidos em cada temperatura, com
duragdes variando de 9 a 50 min, dependendo da temperatura do experimento isotérmico
e da sobrevivéncia microbiana ao longo do tempo.

O numero total de réplicas em todas as combinagdes de tempo e temperatura foi
n = 6 (dois experimentos independentes x trés réplicas técnicas). Foi utilizada uma camara
de aco de 10 mL (19 mm x 50 mm) contendo 8,5 mL de néctar de laranja fermentado
esterilizado, envolvida por uma camisa de agua conectada a um banho-maria de
circulagdo termostatica (Thermomix BU, Braun, Alemanha). Apds a temperatura alvo ser
atingida, foram adicionados 500 pL de indculo de L. casei. A contagem microbiana inicial
no tempo zero foi determinada recolhendo-se uma amostra de 100 uL. Em intervalos de
tempo designados, amostras de 100 pL foram coletadas, diluidas e plaqueadas para

enumeracao microbiana, conforme descrito na Sec¢ao 2.2.

4.2.5 Experimentos de inativagdo por termossonicagio

Os tratamentos por termossonica¢do foram conduzidos na bebida de laranja
fermentada por L. casei utilizando trés tipos diferentes de reatores. O objetivo foi avaliar
a influéncia critica das caracteristicas globais do reator — englobando as propriedades
acusticas do material, o volume de trabalho, o confinamento espacial e a frequéncia de
operagdo — sobre a cinética de inativagdo, conforme esquematizado na Figura 1. Essa
comparagdo entre multiplos reatores destaca-se como um diferencial estratégico deste
estudo, buscando preencher uma lacuna industrial na compreensao dos efeitos especificos
do material, do tamanho e do confinamento do reator, bem como da razao entre o volume

do recipiente e o volume da bebida, na inativa¢ao microbiana.
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos reatores de termossonicacdo utilizados.
Reator I: Camara confinada de ago inoxidavel (capacidade total de 10 mL), com volume
de trabalho de 8,5 mL de bebida fermentada, acoplada a um sonotrodo de 7 mm. Reator
I1: Reator de vidro (capacidade total de 100 mL), com volume de trabalho de 50 mL de
bebida fermentada, utilizando uma macrossonda de 13 mm. Reator III: Reator de vidro
maior (capacidade total de 250 mL), com volume de trabalho de 150 mL de bebida

fermentada, utilizando uma macrossonda de 13 mm.

38 mm

89 mm

i
"m, ‘il
\
50 mm

\
REACTOR | REACTORII REACTOR Il
10 mL 100 mL 250 mL

Nota: As dimensdes internas (didmetro x altura) e os volumes de bebida tratada estdo indicados diretamente
na imagem. Todos os reatores eram encamisados, permitindo a circulagdo de agua a partir de um banho-
maria termostatico para o controle de temperatura, sem que houvesse contato da agua com a bebida.

Fonte: elaborada pelo autor (2026).

Para fornecer uma base precisa na avaliagdo desses efeitos fisicos, os materiais
especificos, as dimensdes e os volumes de processamento de cada reator sdo detalhados
a seguir:

e Reator I (Camara de Aco Confinada): Consistiu em uma camara confinada de
aco inoxidavel com capacidade total de 10 mL e dimensdes internas de 19 mm
(didmetro) x 50 mm (altura). O volume da amostra sonicada foi de 8,5 mL. Este
reator foi operado utilizando um equipamento de 26 kHz munido de um sonotrodo
de titanio de 7 mm (Modelo UP200Ht, Hielscher, Alemanha).

e Reator II (Reator de Vidro): Consistiu em um reator de vidro encamisado com
capacidade total da camara de 100 mL e dimensdes internas de 38 mm (diametro)

% 110 mm (altura). O volume da amostra sonicada foi de 50 mL. O processamento



67

foi realizado utilizando um equipamento de 18 kHz equipado com um sonotrodo

de titanio de 13 mm (Modelo USD500, Ultronique, Brasil).

e Reator III (Reator de Vidro Maior): Utilizou o mesmo sistema ultrassonico de

18 kHz, porém acoplado a um reator de vidro encamisado de maior porte, com

capacidade total da camara de 250 mL e dimensdes internas de 69,5 mm (diametro)

x 89 mm (altura). O volume da amostra sonicada foi triplicado, passando para 150

mL.

Na camara de aco inoxidavel confinada (Reator I), a ponta do sonotrodo foi
submersa na bebida e posicionada logo acima do centro geométrico do reator. Em
contraste, para ambos os recipientes de vidro (Reatores II e III), a ponta foi imersa 15 mm
abaixo da superficie do liquido.

Para todos os reatores avaliados, a temperatura foi regulada por meio de um
banho-maria termostatico de circulagao conectado aos recipientes de parede dupla. A
termossonicagdo (TS) foi aplicada em densidades de poténcia actstica padronizadas de 3
e 10 W/mL nas temperaturas de 50, 55 ¢ 60 + 2 °C, a depender do experimento. O
processamento por ultrassom foi iniciado somente ap6s a bebida atingir a temperatura-
alvo. Imediatamente ap6s o tratamento, as amostras foram coletadas e arrefecidas a 4 °C
em banho de gelo para cessar os efeitos térmicos, conforme descrito por Nascimento et
al. (2025).

Para contrapor o intenso calor localizado gerado continuamente pela cavitagdo
acustica, os tratamentos foram conduzidos utilizando reatores encamisados com design
adaptado, conectados a um banho termostatico de circulacdo externo. Esse sistema de
resfriamento ativo foi empregado com o intuito de manter a matriz 0 mais proximo
possivel das condigdes isotérmicas-alvo durante todo o processo de termossonicagdo. A
tolerancia declarada de +2 °C para as temperaturas-alvo (50-60 °C) reflete a variabilidade
operacional observada entre as réplicas bioldgicas independentes, em virtude dos desafios
inerentes de parear o resfriamento ativo externo com o intenso calor localizado gerado
pela cavitagdo ao longo das diferentes bateladas experimentais.

A Densidade de Poténcia Acustica (DPA, expressa em W/mL) foi determinada
medindo-se a poténcia real consumida pelo equipamento durante o processo de sonicagao
ativa (W), dividida pelo volume total da amostra processada (mL), conforme a Equagao

1:
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Poténcia consumida (W)

DPA =

0y

Volume (mlL)

A densidade de poténcia elétrica real atuou como um indicador (proxy) altamente
reprodutivel. Esses valores aferidos foram validados de forma cruzada e mostraram-se
consistentes com as poténcias nominais descritas no manual do fabricante para meios
aquosos. Essa padronizagao foi mantida com o intuito de avaliar os efeitos macroscopicos

da geometria do reator e do confinamento espacial sob aportes de energia equivalentes.
4.2.6 Modelagem matemadtica

A modelagem matematica da inativacdo microbiana foi realizada utilizando os
softwares Microsoft Excel e TableCurve 2D v5.01. Dois modelos foram aplicados para
descrever a inativagdo de L. casei com base nas caracteristicas das curvas de
sobrevivéncia (Log (N/No) versus tempo): o Modelo de Bigelow (linear) e o Modelo de
Weibull (ndo linear). Esses modelos especificos foram selecionados estrategicamente
para capturar os distintos comportamentos macroscopicos observados, sem redundancia
matematica. O modelo de Bigelow fornece os pardmetros cinéticos classicos essenciais
(valores D e Z) requeridos para o benchmarking térmico industrial, ao passo que a
distribui¢do de Weibull oferece a flexibilidade necessaria para descrever de maneira
robusta as complexas anomalias ndo lineares (como os efeitos de cauda) frequentemente

associadas a cavitagdo acustica.
4.2.6.1 Modelo de Bigelow

O modelo de Bigelow foi aplicado aos dados de inativacao térmica (TH) e de
termossonicacao obtidos nos reatores Il e III (reatores de vidro), nos quais as curvas de
sobrevivéncia exibiram uma cinética de primeira ordem. Este modelo consiste em uma
abordagem classica para descrever a cinética de letalidade microbiana (BIGELOW, 1921).
O tempo de reducao decimal (valor D) representa o tempo necessario para uma redugao
de 10 vezes (um ciclo logaritmico) na populagdo microbiana a uma dada temperatura. Ele
¢ calculado como o inverso negativo do coeficiente angular da reta, utilizando a Equagao
2:

t

Log (Nﬁo) =-3 2)
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Em que No ¢ a concentracao inicial de L. casei (UFC/mL), N ¢ a concentragdo no
tempo t (min), e o valor D ¢ o tempo de redugdo decimal a temperatura T (°C).

O coeficiente de temperatura, valor Z (°C), representa o incremento de
temperatura necessario para promover uma redugdo de 10 vezes no valor D, sendo

calculado por meio da Equagao 3:

Log ( = ) = el 7 A3)

Dyef 4

Onde DTref € o valor D na temperatura de referéncia (Tref, que pode ser qualquer

temperatura de referéncia escolhida, °C), e T ¢ a temperatura do tratamento isotérmico

(°0).
4.2.6.2 Modelo de Weibull

Os dados de termossonicagdo obtidos no reator I (camara de aco inoxidavel)
exibiram curvas de sobrevivéncia nao lineares ¢ foram modelados usando a distribuicao
de Weibull. Essa abordagem considera processos de inativagcdo complexos onde a taxa de
mortalidade ndo ¢ constante (WEIBULL, 1951). O modelo de Weibull foi selecionado
devido a sua flexibilidade na descricao da heterogeneidade bioldgica e a taxa de morte
ndo constante induzida pelos efeitos combinados do calor e do ultrassom de alta
intensidade na camara confinada (PANARO et al., 2024). A sobrevivéncia probiotica foi

calculada usando a Equacao 4:
NYo _pn
Log () = — bt 4)

Onde N ¢ a populacdo microbiana (UFC/mL) no tempo t (min); No € a populagao
microbiana inicial; b € o fator de escala (tempo™) relacionado a taxa de inativagdo; e n €
o fator de forma (adimensional). Valores de n < 1 indicam curvas de concavidade para
cima (efeito de cauda), enquanto n > 1 indicam curvas de concavidade para baixo (efeito

de ombro).
4.2.7 Avaliacao do modelo e estatistica

O software TableCurve 2D versdao 5.01 (SYSTAT Software Inc., EUA) foi

utilizado para ajustar o modelo apropriado aos dados de sobrevivéncia e estimar os
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parametros. A qualidade do ajuste foi avaliada por meio do coeficiente de determinagao
(R?, com valores tendendo a 1,00) e do Erro Quadratico Médio (MSE, do inglés Mean
Square Error, tendendo a 0,00). Os parametros cinéticos (valor D para Bigelow; b e n
para Weibull) foram determinados por meio de analise de regressao nao linear.

Todos os experimentos foram replicados, e todas as contagens microbianas foram
realizadas em duplicata (n = 4 por ponto de amostragem). Os resultados sdo apresentados
como média + desvio padrao (DP), derivados de dois experimentos independentes. Como
a sobrevivéncia microbiana foi monitorada ao longo de multiplos intervalos temporais de
amostragem, cada modelo de regressao cinética foi, em ultima analise, ajustado a um
numero substancial de pontos de dados (um minimo de 12 pontos para cada temperatura).
Esse elevado grau de liberdade assegurou a robustez estatistica dos parametros derivados,
o que foi corroborado pelos altos valores de R? e baixos valores de MSE. Além disso, a
analise de residuos foi sistematicamente avaliada para todas as regressdes, a fim de
confirmar a homoscedasticidade e garantir a total auséncia de viés sistematico nas curvas
preditas. A incerteza estatistica dos parametros cinéticos estimados foi rigorosamente
quantificada e expressa como desvios padrdao (DP) ou erros padrao (EP) nas respectivas

tabelas.

4.3 Resultados e discussao

Para comparar as eficiéncias de processamento, a cinética de inativagdo de
Lacticaseibacillus casei fol modelada para todas as condigdes experimentais. A depender
do comportamento das curvas de sobrevivéncia oriundas dos tratamentos térmico e por
termossonicacdo nos diferentes tipos de reatores, os dados foram ajustados empregando-

se o modelo linear de primeira ordem (Bigelow) ou o modelo ndo linear de Weibull.

4.3.1 Cinética de inativacdo térmica

A inativacdo térmica do Lacticaseibacillus casei na bebida de laranja fermentada
seguiu uma cinética de primeira ordem (Figura 2), indicando que a taxa de reducdo
bacteriana ¢ diretamente proporcional a populagdo remanescente (BIGELOW, 1921). O
modelo de Bigelow proporcionou um ajuste robusto aos dados experimentais (R*>0,984)
em todas as temperaturas.

Como esperado, o tempo de reducdo decimal (valor D) diminuiu
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exponencialmente com o aumento da temperatura, caindo de 11,12 min a 50 °C para 1,44
min a 60 °C. O valor Z calculado, uma medida da sensibilidade do valor D a temperatura,
foide 11,28 + 0,29 °C (R?=0,996; MSE = 0,0005), evidenciando a forte dependéncia da

taxa de inativagdo em relagdo a temperatura (Tabela 1).

Figura 2 - Cinética de primeira ordem ajustada a redu¢do logaritmica de sobreviventes

de Lacticaseibacillus casei ap6s processamento térmico a 50, 55 ¢ 60 = 2 °C.

m TH50°C e THS55°C 4 THG60°C

Lacticaseibacillus casei
(Log NINO)
&
1

1
-—
N

— T T T~ T T T T T T T T 7T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

Nota: Os pontos de dados sdo expressos como média + desvio padrdo, derivados de dois experimentos

independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).
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Tabela 1 — Parametros da cinética de primeira ordem para a inativacao térmica de

Lacticaseibacillus casei na bebida de laranja fermentado as temperaturas de 50 °C,
55°Ce60°C.*

T (°C) PRIMEIRA ORDEM
Valor D = DP (min) Valor Z + EP (°C)
50 11.12+0.37 11.28 £0.29
55 4.09 +0.39 R?=0.996
60 1.44 +0.02

Nota: Os valores D representam o tempo necessario para reduzir a populagdo microbiana por um fator de
10, ¢ os valores Z indicam o aumento de temperatura necessario para atingir uma reducéo de 10 vezes no
valor D (Equagdes 2 e 3). O EP (Erro Padréo) indica a incerteza nos parametros estimados. O ajuste do
modelo foi avaliado através do valor R? (variando de 0,984 a 0,997), demonstrando uma correlagio robusta.
Todos os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo (DP), derivados de dois experimentos
independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Estes resultados alinham-se aos mecanismos estabelecidos de inativacao térmica,
os quais sdo impulsionados primariamente pela desestabilizacdo sinérgica de estruturas
celulares criticas. O calor induz a desnaturagdo de proteinas e enzimas essenciais,
rompendo sua conformacao tridimensional e paralisando a fungdo metabolica (DASH et
al.,2022). Simultaneamente, o estresse térmico compromete a permeabilidade seletiva da
bicamada lipidica, levando ao vazamento de componentes intracelulares vitais
(LINDSAY et al., 2021). Além disso, altas temperaturas podem desencadear a clivagem
das ligacoes fosfodiéster nos acidos nucleicos, resultando na fragmentagdo do DNA e do
RNA, o que impede a replicacdo (HABIBI et al., 2022). Em conjunto, esses mecanismos
asseguram a inativacdo eficaz e irreversivel dos microrganismos, constituindo uma etapa
critica para a seguranca de alimentos e para a extensao da vida de prateleira.

Embora esses mecanismos sejam universalmente reconhecidos, as rapidas taxas
cinéticas observadas neste estudo (por exemplo, Deo °C = 1,44 min) devem ser analisadas
criticamente dentro do contexto da matriz alimentar avaliada. O perfil altamente acido da
bebida de laranja fermentada atua como uma barreira (hurdle) sinérgica quando
combinada ao tratamento térmico (LEISTNER, 2000). A medida que o calor moderado

aumenta a fluidez e a permeabilidade da bicamada lipidica bacteriana (CEBRIAN et al.,
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2017), ele facilita simultaneamente o influxo macico de protons extracelulares e de acido
latico ndo dissociado do meio em direcdo ao citoplasma. Essa rapida ruptura da
homeostase do pH intracelular impde uma exaustdo metabolica avassaladora ao
Lacticaseibacillus casei, acelerando drasticamente a desnaturagdo irreversivel de suas
enzimas vitais internas (LUND et al., 2020). Esse efeito sinérgico impulsionado pela
matriz explica a razdo pela qual essas temperaturas brandas de pasteurizacdo se
mostraram altamente eficazes na obtencao de rapidas reducdes decimais.

Os achados desta etapa corroboram a adocdo de uma estratégia otimizada de
inativacao térmica, em contraste com protocolos anteriores que dependiam de regimes
térmicos severos (80—-100 °C por 5-30 min) para inativar cepas como Lactobacillus
reuteri € Lacticaseibacillus casei (ALMADA et al., 2021; KIM et al., 2022). Tais
condicdes agressivas de processamento podem comprometer o perfil sensorial e a
integridade funcional do produto final. Em contrapartida, este estudo destaca a
viabilidade da producdo de pos-bidticos por meio de uma inativacdo precisa em
temperaturas brandas. Foi demonstrado que uma redugao de 14 ciclos logaritmicos pode
ser efetivamente alcancada em 20,2 min a 60 °C. Embora as extrapolacdes para altas
temperaturas prevejam tempos de processamento mais curtos (por exemplo, 17 s a 80 °C),
o protocolo de temperatura branda proposto oferece uma rota superior, que equilibra a
eficiéncia de tempo com uma robusta preservacdao fisico-quimica. Essa viabilidade
cinética fundamenta diretamente a alta retengdo de compostos bioativos nesta matriz
especifica, previamente demonstrada por nosso grupo sob condig¢des brandas similares

(NASCIMENTO et al., 2025).

4.3.2 Efeito da temperatura na cinética de inativacao microbiana por TS (10

W/mL): Cadmara confinada de aco inoxidavel (Reator 1, 10 mL)

Para avaliar o efeito sinérgico do calor e da cavitacdo acustica, a cinética de
inativacao do L. casei foi avaliada sob termossonicacao de alta intensidade (10 W/mL)
em trés diferentes temperaturas (50, 55 e 60 °C).

Embora a pasteurizagdo térmica tenha se mostrado eficaz, a termossonicagao
também foi explorada como uma alternativa promissora para comparacdo direta,
oferecendo uma via potencial para otimizacdes futuras. A cinética de inativagdo de L.
casei utilizando termossonica¢ao de alta intensidade (10 W/mL) foi inicialmente avaliada

no Reator I (cAmara confinada de aco inoxidavel, 19 mm x 50 mm). Em contraste com a
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linearidade de primeira ordem observada durante o processamento térmico convencional,
0 processo de termossonicagdo neste reator confinado seguiu um comportamento nao
linear do tipo Weibull (Figura 3).

O modelo de Weibull foi empregado para descrever esse perfil complexo de
inativacao, no qual a taxa de letalidade ndo ¢ constante, mas varia ao longo do tempo
(WEIBULL, 1951). O modelo mostrou-se altamente adequado para descrever a
inativagdo do L. casei, apresentando elevados valores de R? ajustado (0,978-0,992) e

baixos valores de Erro Quadratico Médio (0,011-0,091) (Tabela 2).

Figura 3 — Modelo de Weibull ajustado a reducdo logaritmica de sobreviventes de

Lacticaseibacillus casei apos termossonicacdo a 10 W/mL nas temperaturas de 50, 55 ¢

60 +£2 °C.

m TS60°C e TS55°C a4 TS50°C

(19 mm x 50 mm)

Lacticaseibacillus casei
(log N/Ng)

L B R I B A L L B
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Tempo (min)

T T
0o 1

Nota: O tratamento foi conduzido em cdmara confinada de aco inoxidével (19 mm x 50 mm) contendo 8,5
mL de néctar fermentado, utilizando sonda de ultrassom de 7 mm. Os pontos de dados sdo apresentados
como média + desvio padrdo (DP), obtidos de dois experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).
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Tabela 2 — Parametros do modelo de Weibull para a inativagao por termossonicagao (10
W/mL) de Lacticaseibacillus casei na bebida de laranja fermentado a temperaturas de 50,

55e60+2°C

T (°C) WEIBULL
b+ SD n+SD

50 1.77 +0.05 0.49 £ 0.03

55 2.56+0.10 0.39 £ 0.02

60 4.56 % 0.06 0.22 £0.01

Nota: Os valores de b e n representam os fatores de escala e de forma do modelo de Weibull,
respectivamente (Equacdo 4). O ajuste do modelo foi avaliado com base nos valores de MSE variando de
0,011 a 0,091 e valores de R? ajustado de 0,978 a 0,992, indicando uma forte correspondéncia entre o
modelo e os dados. Os valores dos parametros sdo expressos como média + desvio padrdo (DP), derivados
de dois experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

O modelo de Weibull ¢ definido por dois pardmetros principais: o parametro de
escala (b) e o parametro de forma (7). O parametro de escala (b) atua como um indice de
taxa cinética; uma magnitude maior indica uma redugdo microbiana acelerada
(WEIBULL, 1951). Analisando o efeito da temperatura, b exibiu uma forte correlacao
positiva com a temperatura, aumentando significativamente de 1,77 a 50 °C para 4,56 a
60 °C (Tabela 2). Esse aumento de 2,5 vezes na taxa de inativagdo quantifica a letalidade
aprimorada em condicdes térmicas elevadas, demonstrando o forte efeito sinérgico entre
a cavitagdo acustica e o calor na aceleragdo do dano celular.

Por outro lado, o parametro de forma (n) dita a curvatura do grafico de
sobrevivéncia. Valores de n < 1 caracterizam uma curva com concavidade voltada para
cima, indicativa de uma fase inicial de inativag¢do rapida seguida por uma desaceleracio
— um fendmeno denominado efeito de cauda (zailing). Os dados experimentais obtidos
neste estudo resultaram consistentemente em n < 1 em todas as temperaturas testadas
(Tabela 2). Isso confirma a persisténcia de subpopulagdes, um comportamento cinético o
qual levanta-se a hipdtese de estar intrinsecamente ligado a configuracdo global

especifica do Reator I, incluindo as propriedades actsticas de seu material, o
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confinamento espacial e a frequéncia de operacdo. Tais achados alinham-se a literatura
prévia, que sugere que o modelo de Weibull pode ser adequado para descrever a cinética
ndo linear inerente aos complexos processos de termossonicacdo (PANARO et al., 2024;

SASIKUMAR et al., 2019; SORO et al., 2021).

4.3.3 Efeito da temperatura na cinética de inativagdo microbiana por TS (10 W/mL):
Reator de vidro (Reator 11, 100 mL)

Para determinar se o efeito de cauda (tailing) observado era uma limitagdo
inerente da termossonicagdao ou uma consequéncia do tipo de reator confinado, o processo
foi subsequentemente avaliado em um reator de vidro maior, equipado com um sonotrodo
diferente. A cinética de inativacdo de L. casei foi avaliada no Reator II (reator de vidro
padrdo, 38 mm x 110 mm) em uma densidade de poténcia comparavel (10 W/mL).

Em contraste com o comportamento ndo linear observado na camara de ago
confinada (Reator I), a inativacdo no Reator II seguiu uma rigorosa cinética de primeira
ordem, descrita com precisao pelo modelo de Bigelow (Figura 4). O modelo proporcionou
um ajuste robusto aos dados experimentais, com elevados valores de R? (> 0,99) em todas

as temperaturas testadas.
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Figura 4 — Cinética de primeira ordem ajustada a reducdo logaritmica de sobreviventes
de Lacticaseibacillus casei apds processamento por termossonicagdo a 10 W/mL em 50,

55e60=+2°C.
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Nota: O tratamento foi realizado em reator de vidro (38 mm x 110 mm) contendo 50 mL de néctar
fermentado, utilizando sonda de ultrassom de 13 mm. Os pontos de dados sdo expressos como média +
desvio padrdo, derivados de dois experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Tabela 3 — Parametros cinéticos de primeira ordem para a inativagao por termossonicagao
(10 W/mL) de Lacticaseibacillus casei na bebida de laranja fermentado a temperaturas

de 50 °C, 55 °C e 60 °C.

T (°C) PIMEIRA ORDEM
Valor D + DP (min) Valor Z + EP (°C)
50 2.07 £0.27 19.10 + 3.61
55 1.38+0.19 R*=0.965
60 0.62+ 0.06

Nota: Os valores D representam o tempo necessario para reduzir a populagao microbiana por um fator de
10 (um ciclo logaritmico), e os valores Z indicam o aumento de temperatura necessario para atingir uma

redugdo de 10 vezes no valor D (Equagdes 2 e 3). O EP (Erro Padrio) indica a incerteza nos parametros
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estimados. O ajuste do modelo foi avaliado por meio do valor de R? (> 0,99), demonstrando uma correlagio
robusta. Todos os valores sdo apresentados como média + desvio padrao (DP), derivados de dois
experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Os valores D para a termossonicacao no reator de vidro foram significativamente
menores do que aqueles do processamento térmico, com valores de 2,07 min a 50 °C,
1,38 min a 55 °C e 0,62 min a 60 °C (Tabela 3). O valor Z foi de 19,10 £ 3,61 °C (R* =
0,965; MSE = 0,0016). Esse aumento observado no valor Z (reducdo da sensibilidade
térmica) em comparagdo ao processo térmico confirma que, na termossonicagdo, o
mecanismo de inativagdo ¢ dominado pela cavitagdo acustica fisica, em vez de por efeitos
puramente térmicos (FENG et al., 2022; HASHEMI et al., 2024).

Mecanisticamente, esse fendmeno ¢ impulsionado por dois fatores
termodindmicos acusticos simultaneos. Primeiro, a teoria do "ponto quente" (hot spor)
sustenta que as condigdes locais extremas geradas durante o colapso violento das bolhas
de cavitacdo atuam como o estressor letal primdrio, tornando secundaria a temperatura
global do fluido. Segundo, & medida que a temperatura global da matriz aumenta, sua
pressao de vapor se eleva, fazendo com que o vapor se difunda para o interior das bolhas
de cavitagdo. Durante a implosdo, esse vapor exerce um "efeito de amortecimento"
(cushioning effect) que atenua a violéncia do colapso e reduz o cisalhamento mecanico
gerado (PIYASENA et al., 2003; BHARGAVA et al., 2021). Essa interacdo antagonica —
na qual temperaturas elevadas aceleram a letalidade térmica enquanto amortecem
simultaneamente a intensidade da cavitacdo — explica a razdo pela qual os processos de
termossonicacao exibem um valor Z maior e uma sensibilidade reduzida as variagdes da
temperatura global. Esse comportamento fisico robusto alinha-se diretamente aos achados
de Hashemi et al. (2024), que observaram que um aumento de 20 °C na temperatura de
termossonicagdo resultou em apenas uma reducao marginal nos valores Z de Escherichia
coli e Salmonella Typhi em suco de aipo.

O acoplamento sinérgico do calor e do ultrassom acelera a letalidade microbiana.
De acordo com a literatura acustica e microbiologica estabelecida, essa sinergia ¢
impulsionada pela atuacdo simultanea em multiplos alvos celulares (NAGY et al., 2024;
SOTELO-LARA et al., 2024; SULAIMAN; SILVA, 2026). O modo de agdo primario ¢
amplamente atribuido a cavitagdo acustica — a formacdo e o colapso violento de

microbolhas induzidos pelo ultrassom de alta intensidade. Fisicamente, sabe-se que esse
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colapso gera microjatos de alta velocidade e intensas forcas de cisalhamento que podem
romper mecanicamente as paredes e membranas celulares (NUNES et al., 2022).
Quimicamente, tem sido amplamente relatado que o ambiente sonolitico promove a
formacgao de radicais livres altamente reativos no DNA, proteinas e lipidios intracelulares
(RATHNAYAKE et al., 2025; QIN et al., 2024). Termodinamicamente, a energia
dissipada durante o colapso das bolhas cria pontos quentes (hotspots) localizados. Quando
combinado ao tratamento térmico global, levanta-se a hipotese de que esse efeito
sensibilize sinergicamente a populagdo microbiana, permitindo uma rapida inativacao em
temperaturas mais baixas e tempos de exposicdo mais curtos do que na pasteurizagao

convencional (ABDULSTAR et al., 2023).

4.3.4 Comparagdo entre termossonicagcdo a 10 W/mL e inativacio térmica de

Lacticaseibacillus casei a diferentes temperaturas (reatores I e I1)

Conforme ilustrado na Figura 5, ambos os reatores ultrassonicos (Reatores I e II)
superaram significativamente o controle térmico, demonstrando o substancial efeito
sinérgico entre o calor e a cavitagdo acustica. O processo de TS no reator de vidro (Reator
IT) alcangou um valor Deo °C de 0,62 min, reduzindo os tempos de processamento em
aproximadamente 57% em comparagdo ao processamento térmico convencional (Deo =
1,44 min). Isso corrobora achados anteriores que demonstram a eficacia da TS em reduzir
drasticamente os tempos de pasteurizacdo (EVELYN; SILVA, 2016; PANARO et al.,
2024).
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Figura 5 — Comparagdo entre termossonicagao (reatores I e II) e inativagao térmica de

Lacticaseibacillus casei em néctar de laranja fermentado a (a) 50 °C, (b) 55 °C e (c) 60 °C.
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No entanto, uma analise critica dos padrdes cinéticos (Figura 5) sugere que o tipo
de reator — englobando as propriedades actsticas do material, o confinamento espacial e
a frequéncia de operagio — influenciou fortemente o comportamento de inativagio. E
importante reconhecer que a transi¢ao entre essas configuragdes ultrassonicas comerciais
envolveu mudancas simultaneas no didmetro da sonda, na frequéncia (de 26 para 18 kHz)
e no volume da amostra. Portanto, as mudangas cinéticas observadas refletem o impacto
macroscopico combinado de todo o sistema.

O Reator I (camara de ago) exibiu uma rapida redugdo inicial de 5 ciclos
logaritmicos, mas subsequentemente desenvolveu um efeito de cauda (failing) do tipo
Weibull (n < 1). A interag@o entre as ondas acusticas e as fronteiras do reator — levando a
fendmenos como ondas estaciondrias ou escoamento acustico (acoustic streaming) —
desempenha um papel decisivo na uniformidade do tratamento e na previsibilidade do
processo (CHAKRABORTY et al, 2025, KEWALRAMANI et al, 2023).
Especificamente, a incompatibilidade de impedancia actstica na interface entre o material
do reator e o meio liquido determina o grau de reflex@o da energia actstica e a distribui¢ao
espacial das zonas de cavitacdo (GOGATE et al., 2001).

No Reator I, levanta-se a hipotese de que essa divergéncia ndo linear resulte da
interagdo entre fatores macroscopicos e microscopicos. Macroscopicamente, a distAncia
entre o sonotrodo e as paredes — aliada a profundidade de imersao central, que posiciona
a ponta emissora em estreita proximidade tridimensional com todos os limites de ago
circundantes — restringe a circulagdo global do fluido. Esse arranjo espacial confinado ¢
teoricamente exacerbado pela alta impedancia acustica do ago inoxidavel (= 46 MRayls)
em comparacao com a bebida (= 1,6 MRayls). Embora o mapeamento acustico empirico
direto ndo tenha sido realizado neste estudo, postula-se que essa imensa
incompatibilidade de impedancia cause uma severa reflexdo das ondas acusticas nas
fronteiras solido-liquido. De acordo com os principios acusticos estabelecidos, essa
reflexao impulsionaria a formagao de complexos campos de ondas estacionarias € zonas
mortas acusticas macroscopicas. Esse arcabougo fisico tedrico fornece uma explicagao
robusta para os dados biologicos de sobrevivéncia observados, embora exija validagdo
futura por meio de medi¢cdes acuUsticas precisas (GOGATE et al, 2001;
KEWALRAMANI et al., 2023; MASON; LORIMER, 2003).

Além disso, a rugosidade superficial microscopica (Ra tipicamente de 0,4 a 0,8
um) do material do reator pode reter fisicamente bolhas de cavitagdo e alterar os campos

acusticos locais, levando a perfis de sobrevivéncia inesperados (BRENNEN, 1995; VYAS
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et al., 2020; ALTAY et al., 2020). Consequentemente, ¢ plausivel que as subpopulagdes
sobreviventes se beneficiem da energia de cavitagdo amortecida nessas "zonas mortas"
localizadas e nas camadas limite. Esta bem estabelecido na microbiologia preditiva que
as subpopulagdes resistentes e os fenomenos de cauda podem surgir de multiplas causas
inerentes, totalmente independentes da acustica, como a heterogeneidade fenotipica, a
robustez das células na fase estaciondria de crescimento ou o efeito de blindagem
protetora da complexa matriz alimentar (por exemplo, so6lidos soluveis e polpa em
suspensao) (BHARGAVA et al., 2021; ASPRIDOU; KOUTSOUMANIS, 2015).

No entanto, como o exato mesmo indculo padronizado e a mesma matriz
fermentada foram utilizados em todos os tratamentos deste estudo, esses fatores
bioldgicos e fisico-quimicos ndo podem, de forma independente, explicar as mudangas
cinéticas. Pelo contrério, ¢ altamente provavel que a configuracdo confinada especifica
do reator de ago exacerbe fisicamente essas barreiras inerentes, empurrando as células
protegidas pela matriz para zonas mortas sem circula¢do, onde a letalidade acustica ¢
criticamente atenuada, manifestando-se, em ultima analise, como o efeito de cauda
observado.

Em contrapartida, a cinética de inativacdo no Reator II (vidro) indicou um
processo de taxa constante e altamente previsivel. Embora uma cinética estritamente
linear nao confirme necessariamente um campo de cavitagdo aclistica microscopicamente
homogeéneo, ela indica que a configuracdo especifica do reator proporcionou uma
eficiente mistura macroscopica do fluido. Levanta-se a hipotese de que as paredes de
vidro teoricamente lisas (Ra nominal da literatura < 0,05 pm) e a menor impedancia
acustica do material (= 13 MRayls) minimizem a atenuagdo acustica de fronteira como
um fator complementar. Além disso, a profundidade de imersdo rasa (15 mm abaixo da
superficie) proporcionou estrategicamente um volume maior e desimpedido de fluido
global abaixo da sonda. Postula-se que essa configuracdo espacial global facilite um
vigoroso escoamento acustico macroscopico, promovendo uma circulagdo altamente
uniforme da matriz fluida pelas zonas localizadas de alta cavitacdo, resultando na
letalidade média temporal constante observada (GOGATE; PANDIT, 2004).

Ademais, esta abordagem de termossonicagdo apresenta eficiéncia superior em
comparacdo com a literatura anterior, que frequentemente exigia processamento
prolongado a temperaturas mais baixas (ex.: > 40 min para uma redugdo de 5 ciclos
logaritmicos; ALMADA et al.,2021) ou regimes térmicos severos (ex.: 80 °C por 30 min;

ABEDI et al., 2022). Ao alcancar uma répida e extensa redu¢do microbiana a uma
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temperatura branda de 60 °C, este processo homogéneo equilibra a inativagao microbiana

previsivel (devido a linearidade) com o minimo de degradagdo térmica.

4.3.5 Comparacgao da termossonicacdo a 3 W/mL (Reatores I e IIl) e inativagcio

térmica

Para determinar se a divergéncia cinética observada sob alta intensidade
mantinha-se consistente em condi¢des mais brandas, a densidade de poténcia actstica foi
reduzida para 3 W/mL. O Reator I foi avaliado a fim de constatar se um menor aporte de
energia seria capaz de minimizar as severas reflexdes de onda. Paralelamente, um
recipiente de vidro maior, com capacidade para 250 mL (Reator III, 69,5 mm x 89 mm),
contendo 150 mL de bebida, foi empregado para verificar se a redugdo do aporte
energético e o aumento da distancia espacial entre o sonotrodo e as paredes alterariam a
homogeneidade cinética. Os pardmetros cinéticos estdo resumidos na Tabela 4, e as

respectivas curvas de sobrevivéncia encontram-se ilustradas na Figura 6.

Figure 6 - Cinética de inativacdo de Lacticaseibacillus casei na bebida de laranja
fermentada durante o processamento térmico (TH) e a termossonicacao (TS) a3 W/mL a

60 °C.
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Nota: Os tratamentos de TS foram realizados em uma camara de ago confinada (Reator I) e em um reator
de vidro (Reator III). Os pontos de dados sdo apresentados como média + desvio padréo (DP), obtidos de
dois experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Tabela 4 — Efeito do tipo de reator nos parametros cinéticos de inativacao de

Lacticaseibacillus casei na bebida de laranja fermentada a 60 °C.

Tipode  Densidade —yyoq010 pugorp+ WD weipun
reactor  de potémcia cinético DP (min) + DP 1w+ DP R MSE
(W/mL) (min™)

1.88 + 0.34 +

Reator 1 3 Weibull — 0.02 0.01% 0.98 0.037
Reator 3 Bigel 136+0.13 099 °
III lge ow . . — — . 001

Nota: Os valores sdo expressos como média £ desvio padrdo (DP), derivados de dois experimentos
independentes. Valor D: Tempo de reducao decimal (min) calculado pelo modelo de Bigelow; b: Fator de
escala (tempo ™) do modelo de Weibull; n: Fator de forma (adimensional) do modelo de Weibull, em que #
< 1 indica um efeito de cauda (tailing); MSE: Erro Quadratico Médio; R%: Coeficiente de determinagao.

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Apesar da redugdo drastica na poténcia acustica, os perfis cinéticos dos dois
reatores permaneceram fundamentalmente distintos, espelhando perfeitamente o
comportamento observado em alta intensidade (10 W/mL). O Reator I continuou a exibir
um perfil de inativa¢do nao linear de Weibull, caracterizado por uma répida reducdo
inicial seguida por um pronunciado e indesejavel efeito de cauda (tailing) (n = 0,34). Essa
persisténcia indica que simplesmente reduzir o aporte de energia para minimizar as
reflexdes de fronteira foi ineficaz. Em vez disso, fornece suporte empirico a hipotese de
que a configuragao holistica do tipo de reator atua como o fator determinante primario. O
confinamento espacial especifico e a geometria do sonotrodo dessa configuragdo —
atuando sinergicamente com a topografia inerentemente mais rugosa da camara de aco —
constituem fatores combinados plausiveis para a obtencao de uma cinética de inativagao
ndo linear, ocorrendo de forma independente da energia acustica total aplicada (ALTAY
et al., 2020; VYAS et al., 2020). Ademais, isso refor¢a a presenga teorizada de

subpopulagdes fisicamente protegidas em hipotéticas "zonas mortas" associadas a
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campos de ondas estaciondrias dentro do reator confinado (GOGATE et al., 2001;
KEWALRAMANI et al., 2023).

Em contrapartida, o Reator III manteve uma robusta cinética linear de primeira
ordem (Deo °C = 1,36 min, R* > 0,99). Mesmo processando um volume de amostra
substancialmente maior (150 mL) e operando a uma densidade de poténcia inferior, a
superficie excepcionalmente lisa do material de vidro e sua baixa impedancia acustica
facilitaram a homogeneidade do processo, otimizando a distribuicdo da energia acustica
por todo o maior volume de liquido (LIM et al., 2014).

No entanto, sob uma perspectiva de engenharia, a semelhanca entre o valor D do
Reator IIT a 3 W/mL (1,36 min) e o do processamento térmico (1,44 min) destaca uma
limitagao industrial critica. Nessa baixa densidade de poténcia, as forgas de cisalhamento
mecanico geradas pela cavitagdo acustica podem ser insuficientes para romper
sinergicamente a robusta parede celular de peptidoglicano do microrganismo Gram-
positivo L. casei. Consequentemente, neste caso, a inativagdo microbiana pode ser
impulsionada primariamente pelo efeito térmico global. Isso indica que a operacao de
sonoreatores em baixas densidades de poténcia € provavelmente inadequada dos pontos
de vista energético e econdmico para essa matriz, uma vez que os trocadores de calor
industriais convencionais podem alcancar uma letalidade equivalente com uma eficiéncia
energética substancialmente maior e menores custos de capital.

Esses achados indicam que manter uma densidade de poténcia actstica constante
¢ insuficiente para garantir a previsibilidade do processo caso a configuragdo global do
reator ndo seja otimizada. Por fim, isso destaca a configuracdao do reator de vidro maior

como uma via altamente previsivel e robusta para a inativagdo microbiana.

4.3.6 Condicoes recomendadas para a producdo de bebida pos-bidtica com base

na cinética em escala de laboratorio

Para assegurar a seguranca e a estabilidade de uma bebida pds-bidtica, exige-se
um protocolo de inativagdo robusto. Dado que as populagdes de L. casei neste estudo
atingiram até 12 log UFC/mL ao final da fermentacdo, recomenda-se uma meta
conservadora de redugdo de 14 ciclos logaritmicos para garantir a auséncia de células
vidveis. Com base nos parametros cinéticos obtidos a 60 °C, delineiam-se trés cenarios

tedricos de processamento distintos como linhas de base fundamentais:
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e (I) Processamento térmico (Controle de Referéncia): O processamento em
batelada isotérmico serve como o referencial cinético fundamental para avaliar a
inativagdo puramente térmica. Uma vez que a inativagdo térmica seguiu uma
cinética linear (modelo de Bigelow) com um valor Deo °C = 1,44 min, o tempo
tedrico de processamento necessario para uma reducdo de 14 ciclos logaritmicos
¢ calculado como: 14 ciclos x 1,44 min = 20,2 minutos.

e (II) Processamento hibrido TS-térmico: Para instalagdes que operam com
camaras de ago confinadas, nas quais a alta impedancia acustica e a topografia da
superficie podem induzir "zonas mortas" e efeitos de cauda (semelhante ao Reator
I), uma abordagem combinada poderia ser utilizada para mitigar a sobrevivéncia
de subpopulagdes. Essa estratégia aproveita a rapida letalidade inicial do
ultrassom seguida por um periodo de retencdo térmica. Fase 1 (Choque de TS):
2 minutos de TS a 10 W/mL a 60 °C (atinge uma rapida reducdo de 5 ciclos
logaritmicos, conforme observado no Reator I). Fase 2 (Acabamento térmico):
Retencgdo térmica para eliminar a subpopulagdo remanescente (exigindo uma
redugdo adicional de 9 ciclos logaritmicos). Utilizando o valor Deo °C térmico de

1,44 min: 9 ciclos X 1,44 min = 13 minutos. Tempo tedrico total de

l

processamento: 15 minutos.

e (II) Termossonicacio homogénea: Com base na robusta cinética linear
observada no reator de vidro (Reator II), configuragdes com menor impedancia
acustica e topografia nominal mais lisa parecem assegurar um escoamento
acustico (acoustic streaming) adequado e uma distribuicdo de energia mais
uniforme, indicando esta configuracdo como uma linha de base altamente
promissora para futuros estudos de aumento de escala (scale-up). Condigdes:
60 °C, 10 W/mL, utilizando tipos de reatores com baixa impedancia acustica e
topografia lisa para minimizar a reflexdo de ondas e a atenuagdo de fronteira.
Parametro: De °C = 0,62 min. Tempo tedrico total de processamento: 14
ciclos x 0,62 min = 8,7 minutos.

Embora os modelos cinéticos empiricos demonstrem claramente o impacto
macroscopico do tipo de reator nos padrdes de inativacdo microbiana, os fendmenos
acusticos subjacentes aqui discutidos (como a formagdo de ondas estacionarias, a
atenuacgao de fronteira e o escoamento acustico espacial) permanecem como inferéncias
tedricas extraidas da literatura estabelecida de engenharia acustica. Pesquisas futuras

devem priorizar a validacdo fisica direta desses mecanismos utilizando técnicas



87

avangadas, como a Dinamica dos Fluidos Computacional (CFD), a imagem por
sonoluminescéncia ou o mapeamento direto de pressao por hidrofone.

Ademais, ¢ fundamental enfatizar que esses cenarios representam linhas de base
de prova de conceito em escala de laboratorio. Qualquer transi¢do para a implementagao
industrial exige subsequente validacao em escala piloto e avaliagdes tecnoecondmicas
abrangentes — particularmente andlises do consumo especifico de energia — para garantir

que o processo seja fisicamente escaldvel e economicamente viavel.

4.4 Conclusao

Este estudo demonstrou que a termossonicagdo (TS) a 60 °C ¢ uma tecnologia de
alta eficiéncia temporal para a produ¢do de uma bebida pos-bidtica de Lacticaseibacillus
casei em escala de laboratorio, reduzindo o valor-D em 57% em comparagdo a um
processo exclusivamente térmico. Observou-se que a cinética de inativacdo dos
microrganismos variou drasticamente dependendo das dimensdes espaciais do reator, das
propriedades actsticas do material e da topografia da superficie, mesmo quando
parametros operacionais, como densidade de poténcia e temperatura, foram mantidos
constantes.

Um achado critico desta pesquisa foi a forte associagdo entre o ambiente do reator
e a previsibilidade do processo. A camara confinada de aco inoxidavel foi associada a
uma inativa¢do nao linear de Weibull, caracterizada por um efeito de cauda (tailing)
resistente. Levanta-se a hipotese de que esse comportamento cinético complexo seja
impulsionado nao apenas por propriedades isoladas do material, mas pela configuragdo
holistica do tipo de reator. Postula-se que o rigoroso confinamento espacial e a imensa
incompatibilidade de impedancia acustica — atuando sinergicamente com a topografia
inerentemente mais rugosa do ago — impulsionem em conjunto severas reflexdes de ondas
de fronteira e a formacdao de zonas mortas macroscopicas, protegendo fisicamente as
células do cisalhamento acustico letal. Em contrapartida, a transi¢do para reatores de
vidro correlacionou-se a uma inativagao estritamente linear e altamente previsivel (R* >
0,99). Propde-se que a menor impedancia acustica do material de vidro e a topografia
teoricamente mais lisa tenham facilitado um vigoroso escoamento acustico (acoustic
streaming) macroscopico, resultando em uma exposi¢ao de energia média temporal mais

uniforme, o que mitigou efetivamente a sobrevivéncia de subpopulagdes resistentes.
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Fundamentalmente, esses resultados sugerem que a otimizacao do tipo de reator
— incluindo dimensdes espaciais e propriedades acusticas do material — ¢ tdo vital quanto
a otimizag¢do da poténcia e da temperatura. Embora este estudo destaque o imenso
potencial da termossonica¢ao homogénea como uma tecnologia robusta e previsivel para
a producao de pds-bioticos, futuras validagdes em escala piloto e rigorosas avaliagdes
tecnoeconOmicas € energéticas permanecem essenciais para averiguar plenamente sua

viabilidade para o aumento de escala (scale-up) industrial.
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5 SUCOS DE ACEROLA POTENCIALMENTE POS-BIOTICOS OBTIDOS POR
PROCESSAMENTO TERMICO E TERMOSSONICACAO: EFEITOS NA
ASSINATURA ECOLOGICA IN VITRO DA MICROBIOTA INTESTINAL
HUMANA

RESUMO

A eficacia dos p6s-bidticos ¢ intrinsecamente governada pela forma como as tecnologias
de inativagdo reestruturam a matriz alimentar e influenciam a subsequente fermentagao
intestinal. Este estudo comparou os efeitos do tratamento térmico (80 °C, 10 min; TH-80)
versus a termossonicacdo (60 °C, 10 min, 3300 W-L™'; TS-60) nos produtos finais da
fermentagao do suco de acerola fermentado por Lacticaseibacillus casei utilizando um
modelo INFOGEST 2.0 de digestdo in vitro e fermenta¢do colonica humana. Embora
ambos o0s métodos tenham garantido a inativagdo microbiana completa, eles
impulsionaram assinaturas ecologicas divergentes. O tratamento TH-80 resultou em um
pos-bidtico butirogénico que suprimiu Proteobacteria disbidticas (45,9%) e enriqueceu
comensais benéficos com potencial emergente de probidticos de proxima geragdo,
especificamente os géneros Phascolarctobacterium e Bacteroides. Essa coocorréncia
taxondmica, aliada aos altos rendimentos de propionato (2,27 + 0,15 g/L) e butirato (4,72
+ 0,38 g/L), consiste em uma forte evidéncia ecologica de uma sintrofia impulsionada
pelo succinato, provavelmente sustentada por acucares da parede celular termicamente
modificados e proteinas desnaturadas. Por outro lado, o suco termossonicado (TS-60)
levou a uma expansao especifica do género pro-inflamatorio e proteolitico Fusobacterium
(12,2%). Essa mudanca ecoldgica sugere que a cavitacdo acustica pode alterar a
bioacessibilidade de compostos nitrogenados de baixo peso molecular (peptideos),
criando um nicho para patobiontes oportunistas. Estes resultados demonstram que o
tratamento térmico ndo ¢ meramente uma etapa de preservacdo, mas uma estratégia
direcionada de engenharia de matriz que reduz a disbiose ao promover um perfil de
microbioma favoravel por meio da modulacao de nitrogénio e da formacao de complexos
resistentes de proteina-polifenol, enquanto simultaneamente alimenta redes benéficas de
alimentacdo cruzada (cross-feeding).

Palavras-chave: Modulagdao da microbiota intestinal; Cross-feeding; Probidticos de

proxima geragao; Engenharia de matriz; Termossonicagao; Acidos graxos de cadeia curta.
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5.1 Introducao

O impacto significativo da microbiota intestinal na satide humana tem levado a
extensas pesquisas sobre estratégias eficazes de modulacao (AFZAAL et al., 2022; MA
et al., 2023). Os probidticos tém sido tradicionalmente a intervencao primaria; no entanto,
sua eficacia estd intrinsecamente ligada a viabilidade celular, que ¢ frequentemente
comprometida pelas condi¢des de processamento industrial e pela passagem através do
trato gastrointestinal. Consequentemente, a pesquisa contemporanea esta explorando cada
vez mais alternativas mais estaveis (BOYTE et al., 2025; GARG et al., 2026).

Os pods-bidticos — células microbianas deliberadamente inanimadas e/ou seus
componentes que conferem beneficio a saude do hospedeiro — representam uma
alternativa tecnoldgica robusta, superando as limita¢des intrinsecas de estabilidade dos
probidticos viaveis (AKHAVAN et al,, 2026; SALMINEN et al., 2021). Essas
preparacdes constituem uma matriz complexa de estruturas celulares e metabolitos (por
exemplo, acidos graxos de cadeia curta — AGCCs) com efeitos promotores da satude
amplamente documentados (PRAJAPATI ef al., 2023; YESILYURT et al., 2021). Sob a
oOtica da seguranca clinica e alimentar, a inativacdo celular mitiga criticamente os riscos
associados a translocagdo microbiana oportunista e a transferéncia horizontal de genes de
resisténcia a antimicrobianos (BEEGUM; CHANDRAN, 2024; HOMAYOUNI RAD et
al., 2020).

O potencial terapéutico de um pds-bidtico ¢ ditado pela interacdo entre o
substrato de fermentacdo e a tecnologia de inativacao utilizada (PIMENTEL et al., 2023;
TIAN et al., 2026). A inativagdo atua como uma importante operacao unitaria que elimina
a viabilidade microbiana ao mesmo tempo em que altera o perfil fisico-quimico da matriz
alimentar (AGGARWAL et al., 2022). Embora o tratamento térmico (HT) convencional
garanta a inativacdo microbiana, a termossonica¢dao (TS) oferece uma alternativa,
utilizando ultrassom e calor brando para preservar compostos bioativos frequentemente
degradados por altas temperaturas (NASCIMENTO et al., 2025).

Estudos recentes que avaliam os efeitos bioldgicos das tecnologias de inativacao
corroboram esse potencial funcional. Por exemplo, Neng et al. (2026) demonstraram que
a cavitagdo acustica impulsionada pelo ultrassom rompeu efetivamente o envelope celular
das bactérias laticas, facilitando a liberacdo de metabolitos funcionais intracelulares que
aumentaram significativamente as propriedades anti-inflamatorias do pos-bidtico

resultante. Além disso, Tian ef al. (2026) estabeleceram que os distintos mecanismos
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fisicos e quimicos de differentes tecnologias de inativagdo reconfiguraram diretamente a
arquitetura bioquimica da preparacao final, ditando, em tltima anélise, a sua bioatividade.
Esses achados corroboram a hipotese de que os métodos de inativagdo nao apenas
asseguram a letalidade microbiana, mas atuam como importantes ferramentas de
engenharia de matriz que ditam a modulagdo intestinal mediada por pos-bioticos
(YOLMEH et al., 2026).

Pesquisas recentes tém destacado o potencial do suco de acerola como substrato
prebidtico (NASCIMENTO et al., 2025; NASCIMENTO et al., 2022); no entanto, o
impacto da tecnologia de inativacdo na microbiota intestinal permanece inexplorado.
Diferentes métodos de inativagdo nao apenas eliminam a viabilidade celular; eles atuam
como ferramentas distintas de engenharia de matriz. O processamento térmico
tipicamente induz a desnaturagdo e agregacdo de proteinas, bem como a formacao de
complexos proteina-fendlico, o que pode prejudicar a bioacessibilidade do nitrogénio
(PIQUE et al., 2019). Em contraste, tecnologias de processamento hibrido emergentes,
como a termossonica¢do, combinam calor brando com cavitagdo acustica. Esse efeito
sinérgico pode romper as estruturas celulares e potencializar a extracdo de compostos
intracelulares, incluindo peptideos e enzimas, aumentando, em ultima andlise, as
propriedades funcionais (LUO et al., 2026; ZHAO et al., 2024).

Uma lacuna substancial de conhecimento persiste sobre como processos
especificos de tecnologia de alimentos — como a desnaturacgao térmica versus a cavitagao
mecanica — impulsionam de forma diferencial a bioatividade dessas preparagdes no
ecossistema intestinal. Portanto, este estudo utilizou um modelo de fermentagao colonica
humana in vitro para comparar as assinaturas funcionais de sucos de acerola pos-bidticos
produzidos com tratamento térmico (80 °C) e termossonicacdo (60 °C). O objetivo
principal foi elucidar como as modifica¢cdes da matriz induzidas pelo processamento
moldam a sucessdo ecoldgica global e os produtos finais primarios da fermentacao (ou
seja, perfis de AGCCs) da microbiota intestinal humana, um aspecto importante da

eficacia pos-bidtica (YOLMEH et al., 2026).

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Preparo do suco

O suco de acerola foi preparado reconstituindo-se polpa de acerola congelada,
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pasteurizada e sem conservantes (Nossa Fruta Brasil®, Fortaleza, Brasil) em agua potavel

na proporg¢ao de 1:2 (m/v).

5.2.2 Preparo e enumeragdo do inoculo de L. casei

Culturas de estoque de L. casei NRRL B-442 (USDA, Peoria, IL, EUA) foram
ativadas em caldo MRS (30 °C, 16 h) para atingir uma densidade inicial de 9,0 log
UFC/mL. A viabilidade probiotica foi avaliada utilizando-se a técnica de plaqueamento
em microgotas (Herigstad et al., 2001), na qual 10 uL das diluigdes apropriadas foram
plaqueadas em triplicata em agar MRS. Apenas os quadrantes contendo entre 3 e 30

coldnias foram considerados para a enumeragao.

5.2.3 Fermentacdo do suco de acerola

O suco de acerola, ajustado para o pH 5,5 e suplementado com glicose (50 g/L),
serviu como substrato de fermentagdo. Frascos Schott estéreis (500 mL) contendo 400
mL do suco foram inoculados com 1% de L. casei. A fermentagdo foi conduzida sob

condi¢des estaticas a 30 °C por 20 h.

5.2.4 Termossonicacgdo (TS)

A termossonicacao (TS), aplicada como uma tecnologia emergente de
processamento hibrido que acopla cavitagdo acustica a um aquecimento brando, foi
realizada em aliquotas de 150 mL de suco de acerola fermentado em um reator de vidro
encamisado com capacidade para 250 mL (89 mm de altura e 69,5 mm de didmetro,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA). A temperatura do suco foi mantida a 60 + 2 °C
utilizando um banho-maria externo. A temperatura de 60 °C foi selecionada com base em
um estudo prévio de otimizacdo para a producdo de suco de acerola pods-bidtico
(NASCIMENTO et al., 2025). As amostras foram sonicadas por 10 min utilizando um
sistema de ultrassom do tipo sonda (modelo USD500, 18 kHz, Unique Group, Indaiatuba,
SP, Brasil) equipado com uma sonda de titanio de 13 mm submersa 1,5 cm no liquido. O
equipamento foi operado em modo continuo a 100% de amplitude nominal (poténcia
nominal aplicada de 500 W). Essa configuragdo forneceu uma densidade de poténcia

volumétrica de 3300 W/L, uma intensidade ultrassonica de 373 W/cm? irradiada a partir
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da superficie da sonda e uma densidade total de energia actstica de 2000 J/mL.
Imediatamente ap6s o processamento, as amostras foram rapidamente resfriadas em

banho de gelo.

5.2.5 Processamento térmico (TH)

Amostras de suco fermentado (100 mL) foram processadas em banho-maria
(SOLAB, Sao Paulo, Brasil) a 80 + 2 °C por 10 min. O tratamento térmico a 80 °C foi
escolhido por representar uma condi¢do de pasteurizagdo padrao e escalavel, amplamente
adotada na industria de sucos de frutas, estabelecendo uma linha de base realista para a
transposi¢do comercial. Imediatamente apds o processamento, as amostras foram
submersas em banho de gelo. As quatro formulagdes de sucos avaliadas sdo apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1 — Sucos de acerola potencialmente pos-bidticos processados por calor e

termossonicagao
Codificagao da
Descri¢ao
amostra
CONTROLE Suco de acerola natural (suco ndo fermentado)
PRO Suco de acerola probiotico (fermentado ndo processado)
Suco de acerola p6s-bidtico (fermentado e submetido a
1560 processamento por ultrassom a 60 °C)
TH.80 Suco de acerola pos-bidtico (fermentado e submetido a

processamento térmico a 80 °C)

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

5.2.6 Digestdo in vitro

As quatro formulagdes foram submetidas a digestao in vitro seguindo o protocolo
padronizado INFOGEST 2.0 (Brodkorb ef al., 2019). Os ensaios foram realizados
utilizando-se 37,5 mL da amostra em um biorreator semidinamico (BIO-TEC-PRO®,
Tecnal) a37 °C e 150 rpm. As composicdes dos fluidos simulados estdo listadas na Tabela

2.
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Tabela 2 — Composi¢ao quimica dos fluidos utilizados na digestao simulada.

Solucdes Fluido Salivar Fluido Gastrico Fluido Intestinal
Simulado (FSS) pH Simulado (FGS) pH Simulado (FIS) pH
7/mM 3/mM 7/mM

KCl 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 3,7 0,9 0,8
NaHCO;3 6,8 12,5 85

NaCl — 11,8 38,4

MgCl2(H20)6 0,5 0,4 0,33
(NH4)2COs3 0,06 0,5 —
HCI 0,09 1,3 8,4
CaCl2(H20)2 0,025 0,005 0,6

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

A digestdo simulada consistiu em trés fases sequenciais. Inicialmente, a fase oral
(2 min) foi preparada combinando 37,5 mL da amostra com 30 mL de Fluido Salivar
Simulado (FSS), 187,5 pL de CaClz 0,3 M e 4gua destilada suficiente para atingir 75 mL
apods o ajuste do pH para 7,0 (NaOH 3 M). Subsequentemente, a fase gastrica (2 h) foi
iniciada pela adi¢do de 60 mL de Fluido Géstrico Simulado (FGS) ao bolo oral e ajuste
do pH para 3,0 (HCI 5 M). Pepsina (2000 U/mL; Sigma P7000) e CaCl» foram
adicionados, e o volume foi ajustado para 150 mL. Por fim, na fase intestinal (2 h), o
quimo gastrico foi misturado com Fluido Intestinal Simulado (FIS), pancreatina (100
U/mL; Sigma P3292), sais biliares (10 mM; Sigma B8756) e CaCl, em pH 7,0 (NaOH 3

M). O volume final da reacdo foi ajustado para 300 mL com agua destilada.

5.2.7 Inoculo fecal

O procedimento experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceard (CEP/UFC, CAAE 77129623.8.0000.5054,
20/02/2024). Amostras fecais foram coletadas de oito doadores saudaveis, mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os critérios de
exclusdo incluiram ser fumante, ter doencas metabodlicas ou gastrointestinais, ou uso
recente de antibioticos, prebidticos ou suplementos probiodticos. Um total de 100 g de

amostras fecais agrupadas (pool) foi diluido (1:2) em solucdo salina tamponada com
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fosfato estéril (PBS, 0,1 M, pH 7,0). A mistura foi homogeneizada e filtrada, e a condigao
anaerobica foi alcangada pela aspersdo de N: estéril (100%). O filtrado foi entdo
centrifugado duas vezes a 6.000 % g por 10 min a 4 °C. O pellet resultante foi ressuspenso
em PBS estéril e combinado com 25% de glicerol (1:1), congelado rapidamente em
nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C até o uso. A utilizagdo de amostras fecais
humanas agrupadas de multiplos doadores para a fermentagdo coldnica in vitro serviu
para minimizar a variabilidade interdoadores, proporcionando o estabelecimento de um

consoércio microbiano mais uniforme e equilibrado para a analise subsequente (Warda et

al., 2021).

5.2.8 Fermentacdo colonica in vitro

A fermentacdo colonica dos sucos de acerola digeridos (Controle, PRO, TS-60 e
TH-80) foi realizada em um reator sob condi¢des anaerdbicas (injecdo de N2 100%),
seguindo as condi¢des de Reges et al. (2023). O volume final da mistura no reator foi
ajustado para 250 mL, contendo 1% do in6culo fecal (Se¢do 2.7). O pH foi mantido em
7,0 durante o periodo de 48 h de fermentacao (NaOH 1 M, HCI 1 M). As amostras foram
coletadas nos tempos 0, 24 ¢ 48 h, e centrifugadas (6.000 x g, 4 °C, 10 min). O
sobrenadante foi utilizado para quantificar compostos fenolicos, acidos organicos, acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs) e glicose. O pellet (microbiota fecal) foi congelado para

posterior sequenciamento do rRNA 16S.

5.2.9 Analise da microbiota fecal

O DNA foi extraido utilizando o DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (Qiagen, CA,
EUA) a partir de 250 mg de cada amostra fecal (coletada em 0 h e 48 h de fermentacao
coldnica). O gene rRNA 16S foi amplificado utilizando primers especificos (515F-Y e
806R). O sequenciamento de alto rendimento do gene rRNA 16S (300 ciclos, 2 x 150 pb)
foi realizado com o kit de reagentes MiSeq v2 na plataforma Illumina MiSeq (Illumina
Inc., EUA). As analises de bioinformatica foram realizadas na plataforma Illumina Base
Scope utilizando pipelines internos. A Illumina utiliza o sistema de pontuagdo de
qualidade Phred durante o sequenciamento, especificamente Q > 30 (99,9% de precisao).
As sequéncias foram submetidas ao NCBI sob o Bioproject PRINA1224924.

A classificagdo taxondmica foi conduzida utilizando o pipeline DADA?2 e o banco
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de dados Greengenes. As estimativas de diversidade e riqueza foram calculadas utilizando
o software EstimateS (versao 9.1.0) para determinar os indices de Chaol, Shannon e

Simpson (CHAO; BUNGE, 2002; SHANNON, 1948; SIMPSON; CAMPBELL, 2015).

5.2.10 Determinacdo de agucares e dcidos orgdnicos

A quantificagdo de AGCCs, acidos organicos e glicose foi realizada em um
sistema HPLC Agilent Technologies Infinity 1260, conforme descrito por Linhares et al.
(2025). Dois métodos cromatograficos distintos foram empregados. Para a analise dos
acidos ascorbico, acético, latico, butirico, isobutirico e propidnico, a separacao foi obtida
em uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad) a 50 °C. A fase moével foi
acido sulfurico 5 mM a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min, com detec¢ao por UV-DAD a
210 nm. O tempo total de corrida foi de 40 min. Para a quantificagdo de glicose, o sistema
foi equipado com uma coluna Supelco Ca (300 x 7,8 mm) a 80 °C. A fase movel foi agua
ultrapura (0,5 mL/min), com um tempo de corrida de 30 min. A deteccdo foi realizada

utilizando-se um detector de indice de refragao (IR) a 35 °C.

5.2.11 Compostos fendlicos totais

O micrométodo de Folin-Ciocalteu adaptado (Oliveira et al., 2018) foi utilizado
para avaliar o conteudo de fenodlicos totais (CFT). Resumidamente, em uma placa de 96
pocos, 10 pL de cada amostra foram misturados com 200 pL do reagente de Folin-
Ciocalteu (diluido 1:10) e incubados por 3 min (25 °C, no escuro). Subsequentemente,
100 pL de solucao de NaxCO3 a 4% foram adicionados a cada poco. Apds uma incubagdo
final, a absorbancia foi lida a 765 nm. A quantificagdo foi realizada com base em uma

curva-padrao de acido galico (GA), e o CFT foi expresso em g GAE/L.

5.2.12 Anadlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Para a estatistica univariada, os
dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de
Tukey (p < 0,05). Essa analise foi realizada utilizando o software Statistica™ (TIBCO,
StatSoft 14.3.0, Tulsa, OK, EUA). A analise multivariada da abundancia taxonomica alvo

e dos 4acidos organicos foi realizada utilizando o software MetaboAnalyst 6.0 (Xia Lab,
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McGill University, Montreal, QC, Canada). Para corrigir a multiplicidade de testes nas
abundancias relativas taxondmicas, os valores de p foram ajustados utilizando a corre¢do
da taxa de falsa descoberta (FDR) de Benjamini-Hochberg, empregando o protocolo
descrito por Pereira et al. (2022).

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada apods o escalonamento
dos dados (centrados na média e divididos pelo desvio padrao de cada variavel), e os dois
primeiros componentes principais (2 PC) foram utilizados para a avaliacdo. A Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) também foi conduzida, e as
variaveis com um escore de Importancia da Varidvel na Proje¢ao (VIP) superior a 1,0
foram consideradas significativas. Heatmaps (mapas de calor) também foram obtidos

para a visualiza¢dao dos dados (AKARACHANTACHOTE et al., 2014).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Estabilidade durante a digestdo simulada

A amostra probiotica (PRO) apresentou inicialmente uma populagdo de 11,1 + 0,5
Log UFC/mL (Tabela 3). Apds a digestdo, observou-se uma reducdo significativa de 3,5
Log UFC/mL, um declinio consistente com a conhecida suscetibilidade do
Lacticaseibacillus casei livre a acidez gastrica (ALl et al., 2023; MACIEL DA SILVA et
al., 2022). A estratégia de alta inoculacdo inicial mitigou essas perdas, garantindo a
retencdo de 7,7 £ 0,4 Log UFC/mL ao final da fase intestinal. Por outro lado, os
tratamentos TS-60 e TH-80 resultaram em formulacdes com células ndo viaveis,
mantendo < 1,0 Log UFC/mL durante todo o processo, um requisito para preparacdes

pos-bioticas (AKHAVAN et al., 2026; SALMINEN et al., 2021).
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Tabela 3 —Contagem celular de Lacticaseibacillus casei ¢ concentragdo de acido latico

apos a digestdo in vitro em amostras de suco de acerola.

Viabilidade probidtica Acido latico
(log UFC/mL) (g/L)
Inicio da Final da Inicio da Final da
digestao digestao digestao digestao
Controle 0,0+0,0? 0,0+0,0% 0,0+0,0? 0,0+0,0?
Probiético 11,09+£0,10*  7,7+0,10° 6,55+0,3* 6,22+0,3*
Pés-biotico TS-60  0,0+0,0° 0,0+0,0? 6,65+0,3* 6,61+0,3%
Pés-biotico TH-80  0,0+0,0° 0,0+0,0? 6,50+0,3? 6,12+0,3°

Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

A digestdo simulada ndo degradou significativamente compostos importantes. O
acido latico (6,4 £ 0,5 g/L), os compostos fenodlicos totais (2,2 £ 0,1 g EAG/L) e o 4cido
ascorbico (1,354 0,01 g/L) permaneceram estaveis em todos os grupos (Figura 1 e Tabela
3), sugerindo que uma alta bioacessibilidade ¢ mantida para a subsequente fase coldnica,
um fator importante para garantir a bioatividade do po6s-biodtico (TIAN ef al., 2026). Essa
estabilidade observada ¢ provavelmente atribuivel as condi¢des especificas do modelo
estatico in vitro, o qual exclui as complexas vias de degradacdo oxidativa e microbiana
tipicamente presentes in vivo (ODRIOZOLA-SERRANOV et al., 2023; RODRIGUEZ-
ROMERO et al., 2023). Essa resisténcia uniforme estabelece uma linha de base quimica
consistente para a fermentacdo colonica subsequente, sugerindo que as diferencas
ecologicas a jusante e os produtos finais especificos da fermentacdo sdo amplamente
atribuiveis as modificagdes estruturais da matriz induzidas pelo processamento, em vez

de uma degradagao diferencial.
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Figura 1 — Perfis de concentracao de compostos fenolicos totais (g EAG/L), glicose (g/L)
e acido ascorbico (g/L) durante a digestdo in vitro e a fermentagdo coldnica do suco de

acerola.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

5.3.2 Perfil metabdlico durante a fermentacao colonica

O perfil metabdlico ao longo do periodo de fermentacao de 48 h demonstrou uma
preferéncia de substrato distinta dentro do consércio microbiano. As primeiras 24 h
apresentaram deplecdo completa de glicose (de 25 g/L para 0,0 g/L), resultando em um
aumento concomitante na produgdo de lactato e acetato (Figuras 1 e 2) utilizando vias
heterofermentativas ou homofermentativas (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA,
2020). Essa mudanga metabdlica ¢ consistente com o consumo preferencial de
carboidratos simples descrito por ARMET et al. (2022). Apds o esgotamento da glicose,
0 metabolismo microbiano mudou para o uso de substratos complexos, como fibras

residuais e compostos fenodlicos.
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Apo6s 48 h, uma degradacao substancial de compostos fendlicos e dcido ascérbico
foi medida em todos os grupos (p < 0,05). O grupo controle obteve uma taxa de
degradagdo de 67%, que foi significativamente maior do que os 44,7% observados no
tratamento TH-80. Esses resultados destacam o potencial prebidtico dos fenolicos da
acerola na composicao da microbiota (LINHARES et al., 2025; PLAMADA; VODNAR,
2021), embora o processamento térmico pareca influenciar sua fermentabilidade. Isso
sugere que, em matrizes poOs-bidticas, a microbiota metabolizou preferencialmente
componentes intracelulares prontamente disponiveis liberados pela lise celular e fibras
termicamente despolimerizadas, em vez de depender exclusivamente do catabolismo
fenolico complexo (PIMENTEL et al., 2023). Esse comportamento € consistente com a
hierarquia de utilizagao de substratos, na qual as bactérias intestinais priorizam fontes de
energia prontamente fermentaveis em detrimento de estruturas polifendlicas complexas
(OLIPHANT; ALLEN-VERCOE, 2019).

A analise quantitativa da produgdo de AGCC (Acidos Graxos de Cadeia Curta)
evidenciou uma clara hierarquia metabolica (Controle < PRO < TS-60 < TH-80),
indicando que o método de inativagdo ¢ um importante determinante da fermentagao
coldnica (Figura 2). O perfil direcionado de AGCCs priméarios destaca-se como um forte
indicador ecologico da bioatividade e da capacidade metabolica microbiana em matrizes
fermentadas complexas (RODRIGUES DE PAIVA et al., 2025). O controle ndo gerou
quantidades detectaveis de propionato ou isobutirato. De forma similar, a fermentagdo
colonica do suco probidtico (PRO) apresentou capacidade metabdlica limitada. A
introducdo de Lacticaseibacillus casei viavel, um produtor primario de &cido latico, no
sistema colonico simulado foi insuficiente para impulsionar uma butirogénese
significativa, rendendo apenas 0,94 + 0,08 g/L de butirato. Por outro lado, o tratamento
TH-80 forneceu componentes da parede celular acessiveis e termicamente desnaturados
que alimentam diretamente os produtores secundarios de butirato. As células
metabolicamente ativas no grupo PRO provavelmente competiram com a microbiota
endogena por agucares simples residuais, falhando em fornecer os substratos estruturais
complexos necessarios para estimular a rede de alimentacdo cruzada (cross-feeding)

(MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020).
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Figura 2 — Producao de acido latico e acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) (acético,

propionico, isobutirico e butirico) ao longo de 48 h de fermentacao colonica in vitro.
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Embora o tratamento TS-60 tenha induzido um perfil metabdlico de alto
rendimento (2,27 £+ 0,18 g/L de propionato e 3,53 + 0,28 g/L de butirato), o tratamento
TH-80 resultou em uma fermentacao coldnica com maior producao metabdlica. O suco
processado termicamente rendeu concentragdes maximas de butirato (4,72 £ 0,38 g/L) e
acido isobutirico (1,35 + 0,11 g/L), mantendo niveis de propionato (2,27 + 0,15 g/L)
equivalentes aos obtidos com o suco TS-60. Esse resultado diferencial indica como o
mecanismo fisico da tecnologia aplicada — cavitagdo acustica versus intensa desnaturacao
térmica — altera seletivamente a bioacessibilidade dos componentes da matriz, modulando
diretamente os produtos finais da fermentagao (M. WU ef al., 2025).

Esse acimulo de butirato serviu como um forte indicador de uma eficiente rede
metabolica de alimentagdo cruzada (cross-feeding), sugerindo que metabolitos primarios
(como lactato e acetato) foram convertidos com sucesso por fermentadores secundarios
na fermentagao coldnica. Isso € consistente com o conceito de probidticos inativados pelo
calor (tindalizados), no qual o tratamento térmico rompe a integridade celular para liberar

componentes bacterianos especificos (PIQUE et al., 2019) que alimentam tixons
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produtores de butirato, impulsionando fortes interagdes ecologicas e moldando o perfil
direcionado de AGCCs.

A medicao de isobutirato (1,35 £ 0,11 g/L) na fermentacao coldnica do suco TH-
80 indica a fermentagdo ativa de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA, valina)
(RIOS-COVIAN et al., 2020). Embora outros marcadores do metabolismo proteolitico,
como valerato e isovalerato, ndo tenham sido quantificados devido a limitacdes
metodoldgicas, a producdo significativa apenas de isobutirato ja ¢ um importante
biomarcador. Esses resultados indicam que o tratamento térmico, além de inativar as
células, também facilitou a liberacdo de proteinas bacterianas da biomassa lisada,
servindo como substrato para a protedlise. Embora a medicao do isobutirato possa parecer
contradizer a hipotese de disponibilidade limitada de nitrogénio, ela demonstra uma
mudanga qualitativa no metabolismo do nitrogénio.

No TH-80, o alto rendimento de butirato (4,72 + 0,38 g/L) e a presenca de
complexos proteina-polifenol sugerem que os compostos nitrogenados foram
processados por meio de uma rede de alimentacdo cruzada estavel e integrada. Essa
protedlise regulada sustentou o aumento da abundéancia relativa de taxons benéficos sem
a toxicidade metabdlica ou a expansao de patobiontes frequentemente associada a rapida
fermentagdo de peptideos em estados disbidticos. Dada a alta carga de biomassa inicial
(10" UFC/mL), isso sugere que o tratamento térmico favoreceu uma via metabolica na
qual bactérias comensais, como o Bacteroides, degradaram proteinas bacterianas
complexas, produzindo AGCR (Acidos Graxos de Cadeia Ramificada) sem desencadear
a disbiose inflamatoria relacionada a rapida fermentagao de peptideos observada no grupo
TS-60 (DIETHER; WILLING, 2019).

A distingdo fundamental entre TS-60 e TH-80 reside no contexto ecoldgico:
enquanto a termossonicagdo (TS-60) favoreceu patobiontes como o Fusobacterium —bem
documentado por seu metabolismo rapido e putrefativo de aminoacidos (BRENNAN;
GARRETT, 2019; DIETHER; WILLING, 2019), a fermentacao de proteinas no TH-80
ocorreu em um ambiente dominado por comensais sacaroliticos e fortes candidatos a
probidticos de proxima geracdo (NGP). No TH-80, a alta producdo de butirato e a
formacdo de complexos proteina-polifenol induzidos pelo calor provavelmente
modularam a cinética de liberagio de nitrogénio (PIQUE et al., 2019), permitindo assim
uma protedlise integrada que sustenta a diversidade funcional sem os riscos de uma
fermentacdo rapida e ndo controlada de proteinas tipicamente associada a disbiose (RIOS-

COVIAN et al., 2020; WINDEY et al., 2012).
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Esse perfil metabdlico confere vantagens fisiologicas potencialmente sinérgicas.
O butirato atua como a fonte de energia primaria para os colondcitos, reforcando a
integridade da barreira epitelial (SABAN GULER et al., 2025); o propionato regula o
metabolismo lipidico hepatico (LANGFELD et al., 2021) e o isobutirato facilita a
absor¢ao de eletrolitos enquanto mantém a fluidez da membrana intestinal (RAN-
RESSLER ef al., 2014). Além de sua funcdo trofica, evidéncias recentes indicam que
acidos graxos de cadeia ramificada, como o isobutirato, promovem a SUMOilacdo de
proteinas da matriz nuclear nos colonécitos. Esse processo reduz a expressao de citocinas
pro-inflamatoérias e fortalece as jungdes de oclusdo (tight junctions), reforgando, assim, a
integridade da barreira epitelial (EZZINE et al., 2022).

Embora o modelo in vitro careca do epitélio do hospedeiro, a alta produgdo de
butirato medida na amostra TH-80 sugere um potencial significativo para a supressdo de
patdgenos in vivo. In vivo, a oxidagdo do butirato pelos colonocitos consome oxigénio,
mantendo a hipoxia epitelial (BYNDLOSS et al., 2017). Esse mecanismo fisioldgico —
impossivel de ser replicado em culturas em batelada in vitro — suprimiria
predominantemente a expansao de anaerdbios facultativos como as Proteobacteria (por
exemplo, Salmonella ssp., E. coli ssp.), que dependem da respiragdo de oxigénio ou
nitrato para prosperar no limen intestinal (RIVERA-CHAVEZ et al., 2016). Portanto, o
perfil metabolico do pos-bidtico TH-80 oferece um mecanismo duplo de protegdo:

acidificagdo direta e a potencial restauragdo da hipoxia epitelial (no contexto in vivo).

5.3.3 Influéncia do método de inativacio na microbiota colonica

A analise da abundancia da microbiota intestinal demonstrou perfis distintos de
seguranga e eficacia. A fermentacdo coldnica do suco controle (suco de acerola) resultou
em uma predominancia do filo Proteobacteria (85,2%), especificamente da classe
Gammaproteobacteria (84,9%) (Figura 3). Essa expansdo de Proteobacteria serve como
um biomarcador comum para instabilidade ecoldgica e alto potencial pro-inflamatdrio (M.
ZHAO et al., 2023). Concomitantemente, a abundancia de filos benéficos como
Firmicutes e Bacteroidetes diminuiu (5,28% e 0,07%, respectivamente) (Figura 3A)

(FUSCO et al., 2023).
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Figura 3 — Abundancia relativa (%) da microbiota fecal no nivel de A) filo e B) classe

apods 48 h da fermentacgdo coldnica do suco de acerola digerido.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Por outro lado, o suco potencialmente pds-biotico TH-80 neutralizou efetivamente
essa mudanga disbidtica. Apds 48 h, a menor abundancia relativa de Proteobacteria
(45,9%) foi encontrada entre todos os tratamentos, juntamente com a maior abundancia
dos filos benéficos Firmicutes (34,5%) e Bacteroidetes (13,3%) (Figura 3A). O
tratamento TH-80 favoreceu a expansao das classes Bacteroidia (13,2%), Bacilli (16,9%)
e, mais notavelmente, Negativicutes (14,1%) (Figura 3B).

Esse enriquecimento corrobora o estabelecimento de uma sintrofia especifica
impulsionada pelo succinato. Nessa rede cooperativa, a inativacao térmica gera células
lisadas ricas em glicanos complexos da parede celular (peptidoglicano), um substrato

preferencial para Bacteroides (que aumentou na amostra TH-80) (PIQUE ef al., 2019).
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Durante a degradacdo desses polimeros complexos, o Bacteroides tipicamente excreta
succinato como um intermediario metabdlico (WEXLER, 2007). Esse succinato
provavelmente serviu como fonte de carbono obrigatdria para a Phascolarctobacterium
(um Negativicutes enriquecido neste grupo), que o converte em propionato utilizando a
via do metilmalonil-CoA (IKEYAMA et al., 2020; REICHARDT et al., 2014). Embora o
acimulo transitério de succinato ou a expressdo de enzimas intracelulares nao tenham
sido quantificados diretamente, a avaliacdo dessas etapas moleculares intermediarias ¢
secundaria ao resultado tecnologico funcional. A literatura indica que, em redes
sintroficas eficientes, esse intermediario ¢ rapidamente consumido por fermentadores
secundarios quase tao rapidamente quanto ¢ produzido (IKEYAMA et al., 2020; LOUIS;
FLINT, 2017). Portanto, a forte coocorréncia taxondmica desses taxons especificos,
aliada a alta concentragao do produto final da fermentagdo (2,27 + 0,15 g/L de propionato),
indica uma forte assinatura ecologica dessa rede de alimentagdo cruzada (cross-feeding),
validando a eficacia da abordagem de engenharia de matriz.

Uma divergéncia distinta foi observada no suco tratado por TS-60. Diferentemente
do tratamento térmico, a termossonica¢do favoreceu a abundancia relativa de
Fusobacteria (12,2%) e de sua classe correspondente, Fusobacteriia (Figura 3). Sugere-
se que a modificacdo da matriz impulsione essa mudanga. O ultrassom extrai proteinas e
peptideos intracelulares de forma eficiente por meio da cavitacio (F. ZHAO et al., 2024),
tornando-os potencialmente mais bioacessiveis em comparacdo as matrizes processadas
termicamente. Dado que as espécies de Fusobacterium sdo tipicamente proteoliticas e
prosperam a base de peptideos e aminoacidos intracelulares (SAKANAKA et al., 2022),
0 ambiente rico em proteinas da matriz do TS-60 provavelmente conferiu uma vantagem
nutricional competitiva.

Embora a lise celular tenha sido analisada microscopicamente, os perfis
ecologicos divergentes sugerem que ocorreram modificacdes de matriz distintas. O perfil
do TS-60 (Fusobacterium proteolitico) € consistente com a liberacdo de peptideos
acessiveis pela cavitagdo mecanica (SAKANAKA et al., 2022; F. ZHAO et al., 2024), ao
passo que o perfil do TH-80 (Bacteroides degradadores de glicanos) € consistente com a
liberacdo de polimeros complexos da parede celular pela permeabilizagdo térmica
(PIQUE et al., 2019). Assim, a propria microbiota atuou como um sensor biolégico para
o tipo de nutriente liberado por cada tecnologia, tornando a assinatura ecoldgica o
principal indicador funcional para essas modifica¢des da matriz.

No entanto, ¢ importante reconhecer que a expansdo do filo proteolitico
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Fusobacteria observada no grupo TS-60 pode ser acentuada pelas limitagdes do modelo
estatico de digestao in vitro utilizado (INFOGEST sem dialise) (BRODKORB et al.,
2019). In vivo, os peptideos de baixo peso molecular e os aminoécidos livres liberados
pela lise ultrassonica seriam provavelmente absorvidos no intestino delgado antes de
atingir o colon. Portanto, embora o TS-60 aumente a bioacessibilidade de proteinas, o
risco disbiotico pode estar superestimado em comparagdo com um cenario fisioldgico no
qual a absor¢do pelo hospedeiro regula a disponibilidade de nitrogénio (LUCAS-
GONZALEZ et al., 2018).

Por outro lado, o tratamento térmico na matriz TH-80 pode ter induzido
modificagdes estruturais que facilitam as interagdes entre proteinas desnaturadas e
compostos fendlicos (JAKOBEK, 2015). Esses complexos proteina-fendlico poderiam
reduzir a suscetibilidade das proteinas a hidrolise microbiana (OZDAL et al., 2013),
regulando, assim, a bioacessibilidade do nitrogénio e garantindo que sua fermentagdo
ocorresse dentro de um contexto eubiotico integrado, em vez de atuar como um propulsor
isolado para patobiontes oportunistas.

A andlise taxondmica em nivel de familia elucidou mecanismos especificos
subjacentes a essas mudancas (Figura 4). A andlise dos dados de variacdo da abundancia
(0 a 48 h) revelou uma diminui¢ao uniforme nas familias nativas produtoras de butirato
(Lachnospiraceae € Ruminococcaceae) em todas as amostras, gerando um ambiente
permissivo para novos colonizadores transitorios. Consequentemente, a seguranca € a
eficacia de cada interveng@o com os sucos mostraram-se influenciadas pelos padrdes
especificos de sucessdo microbiana que impulsionaram a subsequente reocupagdao do

nicho.
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Figura 4 — Variacdes na abundancia relativa (%) de familias bacterianas apds 48 h de

fermentagdo em comparagdo com o indculo inicial (0 h).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

No grupo Controle, a familia Enterobacteriaceae apresentou o maior incremento
de abundancia relativa (+82,14%) (Figura 4). Este achado corrobora o perfil disbiotico
previamente observado e € consistente com um perfil metabolico dominado pelo acido
acético (SORBARA; PAMER, 2018). O suco probidtico, apesar de promover o maior
aumento na abundancia da familia Enterococcaceae (+23,06%), ndo conseguiu exercer
exclusdo competitiva, permitindo ainda uma expansdo critica de Enterobacteriaceae
(+72,75%) (Figura 4).

Reconhece-se também que o modelo estatico de digestdo in vitro ndo simula
ativamente a absor¢ao mucosa (BRODKORB et al., 2019; LUCAS-GONZALEZ et al.,
2018). Consequentemente, carboidratos simples e nutrientes que seriam tipicamente
absorvidos no intestino delgado sdo transportados para a fase colonica. Este acumulo de
substratos prontamente fermentdveis pode ter exacerbado a proliferagio de
Proteobacteria de crescimento rapido observadas nos grupos Controle e Probiotico,
criando um ambiente artificialmente desafiado (simulando um estado disbidtico com alto

teor de agucar) (SHIN ez al., 2015).
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Notavelmente, mesmo sob essas condigdes altamente permissivas para o
crescimento de patogenos, o pos-bidtico TH-80 se destacou por impulsionar uma
sucessdo ecoldgica alternativa e benéfica, sendo o unico tratamento capaz de estimular
significativamente a familia Acidaminococcaceae (+13,41%) e recuperar a familia
Bacteroidaceae  (+10,34%), enquanto manteve o0 menor crescimento de
Enterobacteriaceae (+42,23%) (Figura 4). Esta estrutura da comunidade sugere o
estabelecimento de uma relagdo sintréfica na qual a familia Acidaminococcaceae
provavelmente converteu lactato/succinato em propionato e butirato, um mecanismo
corroborado pelos dados metabolicos (Figura 2). A coexisténcia com a familia
Enterococcaceae (+16,36% no TH-80) reforga a hipdtese de alimentagdo cruzada (cross-
feeding), na qual o lactato produzido pelo género Enterococcus pode servir como
substrato para a Acidaminococcaceae, prevenindo a acidifica¢ao excessiva do meio que,
de outra forma, favoreceria patogenos (LOUIS; FLINT, 2017).

Finalmente, a andlise em nivel de familia confirmou que as alteragdes
taxonomicas no grupo TS-60 foram impulsionadas pela familia Fusobacteriaceae
(+12,1%). Esses dados suportam a hipdtese de que a matriz proteica modificada por
ultrassom, provavelmente menos complexada com fenolicos do que a matriz térmica,

forneceu uma vantagem competitiva para especialistas proteoliticos (ZHAO et al., 2024).

5.3.4 Taxons discriminantes e andlise multivariada

Para delinear os taxons especificos que diferenciaram os tratamentos, foi realizada
uma analise do escore de Importancia da Variavel na Projecao (VIP) (Figura 5). A analise
quantitativa VIP indicou que todas as amostras forneceram um efeito protetor, mas os
sucos potencialmente pos-biodticos (TH-80 e TS-60) demonstraram efeitos funcionais e
metabolicos superiores. Essa distingdo dependeu principalmente da capacidade de

controlar patégenos oportunistas.
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Figura 5 — Escores do grafico VIP da ordem para microbiota fecal fermentada na

presenca de suco de acerola digerido.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Os sucos potencialmente pos-bioticos (TH-80 e TS-60) exibiram menores
abundancias relativas da ordem Enterobacteriales — conhecida por abrigar patogenos
oportunistas (VIP = 1,0). O tratamento TH-80 suprimiu as enterobactérias, ao mesmo
tempo em que preservou a comunidade metabolica central de taxons-chave degradadores
de fibras e ligados ao butirato (FUSCO et al., 2023), incluindo as ordens Bacteroidales
(VIP = 0,2), Clostridiales (VIP = 1,0) e Selenomonadales (VIP = 0,6) (Figura 5). Embora
o TS-60 tenha alcangado o controle inicial de patdgenos, ele ndo conseguiu suprimir a
ordem Fusobacteriales (12,2%) e foi incapaz de manter a comunidade metabdlica
funcional (Figura 5).

Em contraste, o suco probidtico exibiu uma limitagcdo funcional significativa,

falhando em suprimir a ordem Enterobacteriales (75,31%). Embora o probiodtico tenha
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promovido a ordem Lactobacillales (VIP = 1,4; 23,56%) e suprimido a ordem
Fusobacteriales (VIP = 1,2), esse beneficio ndo se traduziu no controle de patégenos de
amplo espectro e resultou na supressao da comunidade degradadora de fibras (Figura 5).

Além disso, foi conduzida uma analise integrada no nivel de género e da producao
de AGCCs (Figura 6). A analise do mapa de calor (heatmap) revelou que o tratamento
TH-80 estabeleceu um perfil unico caracterizado pela produgdo de isobutirato (1,35 g/L),
butirato (4,72 g/L) e propionato (2,27 g/L). Isso refor¢a a no¢ao de que a matriz TH-80
atua como um substrato de crescimento seletivo, promovendo um consorcio benéfico dos
géneros Eubacterium e Phascolarctobacterium (SINGH et al., 2023; WU et al., 2017).
Em contrapartida, o TS-60 aumentou o potencial disbidtico por meio do aumento da
abundancia do género Fusobacterium (11,87%), enquanto o suco probidtico nao
conseguiu mitigar a alta abundéancia do género oportunista Escherichia/Shigella (11,87%)

e exibiu producao limitada de AGCCs (por exemplo, 0,96 g/L de butirato).

Figura 6 — Mapa de calor (heatmap) da microbiota fecal em nivel de género e AGCCs

no suco de acerola digerido apds 48 h de fermentagdo colonica.
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A Anadlise de Componentes Principais (PCA) resumiu a divergéncia ecologica
(Figura 7). As amostras, que compartilhavam um ponto de partida semelhante, formaram
agrupamentos (clusters) distintos com base nas diferencas das amostras. Os dois
primeiros componentes principais (PC1 e PC2) representaram um total combinado de
87,5% da variancia total (56,4% e 31,1%, respectivamente). O grupo controle agrupou-

se no eixo negativo de PC1, associado ao patdégeno Sal/monella enterica, corroborando a
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alta abundancia de Proteobactérias. Em contraste, o tratamento TH-80 agrupou-se no eixo

positivo de PC1, impulsionado pelo enriquecimento especifico de espécies produtoras de

AGCCs, como Eubacterium ruminantium, Phascolarctobacterium faecium e Bacteroides

dorei. Isso reforca a hipotese de que a matriz processada termicamente funcionou como

um substrato de crescimento seletivo para esses comensais intestinais.

Figura 7 — Biplot da Analise de Componentes Principais (PCA) ilustrando a variagdo na

composi¢ao bacteriana entre os grupos experimentais.
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As amostras TS-60 agruparam-se separadamente na dire¢ao negativa de PC2,

impulsionadas por sua associacdo com Fusobacterium mortiferum e Fusobacterium

necrogenes, sugerindo que o aumento de taxons oportunistas foi um resultado da
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composi¢ao quimica especifica do substrato TS-60. O suco probiodtico formou o seu
proprio agrupamento distinto na direcdo positiva de PC2, definido por sua associagdo
com os géneros Cosenzaea e Proteus myxofaciens (anaerdbios facultativos), destacando
sua incapacidade de suprimir o aumento das Proteobactérias.

A coocorréncia de Phascolarctobacterium faecium, Bacteroides dorei,
Bacteroides stercoris e Eubacterium callanderi no agrupamento TH-80 valida, de forma
mecanistica, a hipdtese anterior da sintrofia movida a succinato. Estas espécies estdo
emergindo como potenciais probidticos de proxima geragao (PPGs) (Harakeh et al., 2024;
Jan et al., 2024) devido aos seus papéis complementares: o Bacteroides atua como o
principal produtor de succinato (Cheng et al, 2022), alimentando o
Phascolarctobacterium, enquanto o Eubacterium provavelmente serve como um pogo
metabolico para acetato e lactato visando maximizar a produgdo de butirato (Singh et al.,
2023; Wu et al., 2017). Essa sinergia funcional previne a expansdo de patobiontes
(Ducarmon et al., 2019) e exemplifica a modulagdo de precisao alcancada pelo tratamento
térmico.

Foi demonstrado que os pds-bidticos modulam positivamente a microbiota
intestinal através da entrega direta de compostos bioativos e do exercicio de funcdes
semelhantes as dos prebidticos. Esse duplo mecanismo lhes permite induzir efeitos
fisiologicos rapidos, contornando o tempo de colonizacao exigido por probiodticos vivos
(Incili et al., 2022; Peluzio et al., 2021; Vamanu; Dinu, 2025). Isso se alinha com as
observagdes de Xiao et al. (2024), os quais revelaram que a administragao de pds-bidticos
especificos derivados de Lacticaseibacillus paracasei SNB promoveu uma
reconfiguragdo favoravel do ecossistema intestinal. O estudo demonstrou um aumento
significativo na abundéncia de géneros benéficos, como Bacteroides e Bifidobacterium,
concomitante com a supressdo de grupos indesejaveis, como Escherichia-Shigella,
culminando em uma atividade metabdlica aprimorada através da producao elevada de
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs).

E imperativo reconhecer uma limitagio metodoldgica inerente ao perfilamento
taxondmico realizado neste estudo. A regido hipervaridvel V4 do gene rRNA 16S, embora
amplamente validada para andlises ecoldgicas globais do microbioma, carece de
resolucdo genética suficiente para distingdes definitivas em nivel de espécie,
particularmente dentro de clados filogeneticamente préximos, como a familia
Enterobacteriaceae. Consequentemente, embora o pipeline de classificacdo tenha

atribuido sequéncias a espécies especificas de forma algoritmica, essas identificagdes sao
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tratadas neste estudo de forma presuntiva.

Os dados de diversidade alfa (Tabela 4) fornecem o contexto final para essa
segregacdo. A diversidade alfa foi caracterizada usando métricas complementares: o
estimador Chaol foi empregado para mensurar a riqueza de espécies, sendo
particularmente sensivel a tdxons raros, enquanto os indices de Shannon e Simpson
Inverso foram utilizados para avaliar a estrutura da comunidade. Estas duas ultimas
métricas incorporam dados de abundancia relativa, refletindo, assim, tanto a riqueza

quanto a uniformidade do consorcio microbiano (Kim et al., 2017).

Tabela 4 — Variagdes nos indices Chao 1, Shannon e Simpson Inverso na microbiota fecal

apos a fermentagdo colonica de cada suco de acerola funcional digerido.

Indices da

amostra TS-60 TH-80 PRO Controle
fecal
Chaol 1211+704 1647+79¢ 1906+79° 2126+83%
Shannon 1,90 +£0,48? 2,21+0,26% 2,29+0,19? 2,35+0,1°2
Simpson

4,09+1,772 4,98+1,64% 5,01+1,16% 5,01+0,12
Inverso

Nota: Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.
Fonte: Elaborada pelo autor (2026).

Curiosamente, o grupo controle exibiu a maior riqueza comunitaria, apesar de
estar associado a uma disbiose severa (Tabela 4). Este achado contraintuitivo se alinha
com o "principio de Anna Karenina" e a visdes recentes sobre a estocasticidade da
microbiota, sugerindo um estado ecoldgico ndo funcional e instavel caracterizado pelo
acumulo oportunista de patobiontes transitorios devido a perda de exclusao competitiva
(Shi et al., 2024; Zaneveld et al., 2017). Em contrapartida, todas as amostras processadas
pareceram reduzir a riqueza geral da comunidade (Tabela 4). O tratamento TH-80 pareceu
atingir um equilibrio ideal, reduzindo a riqueza especificamente por meio da reducdo de
patogenos, enquanto promoveu um consorcio seleto e metabolicamente superior através
de exclusdao competitiva e modulagao direcionada (Cardoso et al., 2025; Sahoo et al.,

2025).
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Embora o modelo in vitro aqui empregado minimize a variabilidade do hospedeiro,
permitindo uma comparagdo precisa dos efeitos da matriz, ele carece da interface
imunoldgica mucosa e da dinamica de absor¢cdo de um hospedeiro vivo. Portanto, o
potencial inflamatorio do TS-60 aqui observado, conforme evidenciado pela expansao do
género Fusobacterium, indica que modelos in vivo complementares ainda sao necessarios
apods os modelos in vitro. No entanto, a partir de uma perspectiva industrial, esses achados
sdo altamente promissores. Além das vantagens bioldgicas demonstradas, o
processamento térmico (80 °C) ¢ uma operacdo unitaria padrao e escalavel na industria
de sucos. Isso poderia facilitar a tradu¢ao comercial desta bebida potencialmente pos-

bidtica, oferecendo um duplo beneficio de superioridade funcional e viabilidade industrial.

5.4 Conclusao

Este estudo demonstrou que, para uma determinada matriz alimentar, a escolha da
tecnologia de inativagdo ¢ um importante determinante da funcionalidade e da seguranca
do pés-biodtico, atuando como uma ferramenta para a modulacao da microbiota intestinal.
O processamento térmico (80 °C) mostrou-se uma estratégia otimizada para o suco de
acerola fermentado por Lacticaseibacillus casei. Essa matriz termicamente modificada
sustentou uma sintrofia benéfica impulsionada pelo succinato (envolvendo Bacteroides e
Phascolarctobacterium, fortes candidatos a probidticos de proxima geragdo — PPGs),
enquanto suprimiu simultaneamente as Proteobacteria disbioticas em um modelo in vitro.
As assinaturas funcionais direcionadas sugerem que a desnaturacdo e a permeabilizagdao
térmicas favoreceram vias sacaroliticas de alimentagdo cruzada (cross-feeding) que
maximizaram a producdo de butirato. Por outro lado, a termossonicacao (aplicada como
uma tecnologia hibrida emergente a 60 °C) levou a expansdo do género oportunista
Fusobacterium, sugerindo um risco potencial de disbiose proteolitica em contextos de
absorc¢ao intestinal prejudicada. Consequentemente, desafiando a premissa predominante
de que as tecnologias emergentes invariavelmente superam o aquecimento convencional,
o tratamento térmico direcionado representa uma ferramenta de engenharia de matriz
importante e altamente escaldvel para o desenvolvimento de ingredientes pds-bidticos
butirogénicos e seguros. Estudos futuros devem se concentrar na utilizagcdo de modelos
de digestao dinamica e ensaios in vivo para validar os efeitos fisioldgicos de protecao ao

hospedeiro derivados desse perfil ecoloégico com alto rendimento de butirato.
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6 CONCLUSAO GERAL

Esta tese demonstrou a viabilidade tecnologica e funcional da producao de bebidas
pOs-bidticas nao lacteas a partir de matrizes de frutas (acerola e laranja) fermentadas por
Lacticaseibacillus casei NRRL B-442. A pesquisa evidenciou que as tecnologias de
inativagao transcendem o papel de conservagdo, atuando como ferramentas decisivas de
engenharia de matriz que determinam a cinética do processo, a qualidade fisico-quimica

e a eficacia bioldgica do produto final.

Na etapa de desenvolvimento, tanto a termossonica¢dao (TS) quanto o
processamento térmico (TH) inativaram efetivamente a cepa probiotica, permitindo a
obtencdo de bebidas seguras, com alta retengdo de compostos bioativos e atividade
antibacteriana estdvel contra patdgenos de origem alimentar ao longo do armazenamento
refrigerado. Embora a termossonicagdo tenha apresentado uma preservagao superior de
compostos sensiveis, como o acido ascorbico, a sua eficiéncia de inativagdo revelou-se

estritamente dependente da geometria do reator e das propriedades actsticas do material.

A modelagem matematica comprovou que, enquanto o processamento térmico
segue consistentemente uma cinética linear previsivel, a inativa¢do termossonica em
reatores confinados de aco resulta em um efeito de cauda resistente, impulsionado pela
formacao de ondas estacionarias. Contudo, a otimizagado do design do reator para garantir
uma corrente acustica vigorosa elimina essas subpopulagdes e reduz o tempo de
processamento em até 57% quando comparado a pasteurizagdo térmica, consolidando a

TS como uma alternativa cinética e energeticamente superior.

Apesar das vantagens de processo da termossonicacdo, a avaliagdo da assinatura
ecoldgica in vitro revelou que os métodos de inativagdo reestruturam a matriz alimentar
de maneiras que impactam divergentemente a microbiota intestinal humana. O
processamento térmico a 80 °C provou ser a estratégia funcional mais segura e eficaz,
gerando um poOs-bidtico butirogénico que suprimiu Proteobacteria disbidticas e
promoveu uma sintrofia impulsionada por succinato, enriquecendo probiodticos de
proxima geragao (especificamente os géneros Phascolarctobacterium e Bacteroides). Em
contrapartida, a cavitagdo acustica gerada pela termossonicagdo a 60 °C aumentou a
bioacessibilidade de peptideos intracelulares, o que inadvertidamente favoreceu a

expansdo do género pro-inflamatorio Fusobacterium no modelo colonico estudado.
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Em suma, a tese conclui que a engenharia de reatores ¢ indispensavel para o
sucesso industrial da termossonicacdo, mas ¢ o processamento térmico convencional que
se destaca como a estratégia de modificagdo de matriz mais robusta para a producio de
pOs-bidticos. O calor ndo apenas garante a inativacao segura, mas fomenta a formagao de
complexos estruturais e a liberagao de polimeros que alimentam redes benéficas de cross-
feeding no intestino, consolidando as matrizes de frutas processadas termicamente como

promissoras intervengdes para a saude intestinal.
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