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RESUMO

Devido a crescente demanda por alimentos benéficos a salde e ainda com baixo impacto
ambiental, a industria do ramo fermentativo vem apostando em estudos que envolvam fontes
vegetais alternativas como residuos de processamento agricola, exemplo a polpa do café, e
PANC’s (Plantas Alimenticias Ndo Convencionais), como as améndoas do jeriva. O objetivo
deste projeto foi otimizar o processo de fermentacdo de meio a base de extratos da polpa de
café ardbica (EPC), améndoas do jeriva (EAJ) e farinha de yacon (FrY) com probi6ticos, através
de uma estratégia sequencial de planejamentos aplicando inicialmente o Plackett e Burman e
em seguida o DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional). Foram fermentados 50 mL
de diferentes formulacdes em triplicata com Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium
longum a 37°C em anaerobiose, conduzidas até pH~4,5 para obtencdo de uma bebida
sensorialmente equilibrada. Apods analise por Plackett e Burman, concluiu-se que, as variaveis
independentes mais importantes foram EPC e FrY, por diminuirem o tempo de fermentacéo da
bebida simbiotica (t=20h), com bom crescimento celular (=5 LogUFC.mL™), consumo de
acucares totais (Cart) e redutores (Car) (méx=68,0 g/L e 43,2 g/L, respectivamente), producao
de exopolissacarideos (max=0,9 g/L) e acidos organicos (max= 1,08g/L). Os resultados do
DCCR indicaram que as variaveis respostas Tempo; CrescTotal; CrescLR; CrescBL; Cat; Pat
e Parametros de cor L*, a*, b* apresentaram bom ajuste do modelo a 95% de confianca
(p<0,05). Os melhores prot6tipos de bebida simbidtica continham de 10 a 14 % m/v de Farinha
de Yacon, 8 a 16 %v/v de extrato de polpa de café, 5% v/v de extrato de polpa de café funcional
e 17,5% v/v de extrato de améndoas de jerivd, com as melhores contagens de células (=13
LogUFC.mL™). Através da validagdo dos modelos nessas condigdes, foi possivel predizer o
tempo de fermentacdo (em torno de 20h) e os CresTotal (em torno de 5,1 Log UFC.mL™);
CrescLR (em torno de 5,3 LogUFC.mL™?) e CrescBL (em torno de 5,02 LogUFC.mL™?). Dos
tratamentos do DCCR, o que apresentou maior producdo de &cido latico (5,3 g/L) (HPLC) e
maior concentracdo de células vivas (48,45%) (Citometria de Fluxo) ao final da fermentacao foi
0 Tratamento 4, (22,1%m/v de FrY e 25,6%v/v de EPC), sendo identificados compostos pés-
bidticos em todos os tratamentos avaliados com maximo de 26,15% no Tratamento 5 (5 %m/v
de FrY e 15 %v/v de EPC), o que garante funcionalidades a bebida. Dos testes funcionais in
vitro notou-se maiores contagens de probiodticos nas primeiras 3 horas de digestdo (8,1
LogUFC.mL™) com queda dréstica apds 4 horas de digestdo (5,5 LogUFC.mL™) e a capacidade
de aderéncia das células ao tecido linféide associado ao intestino variaram de baixa (%H=32,07
Tratamento 1 da Validagdo) a média (%H=39,31 do Tratamento 2 da Validacao).

Palavras-chave: Probidticos; Fermentacdo de Extratos Vegetais; Lactobacillus
rhamnosus; Bifidobacterium longum.



ABSTRACT

Due to the growing demand for foods that are beneficial to health and with low
environmental impact, the fermentation industry has been betting on studies involving
alternative plant sources such as agricultural processing residues, such as coffee pulp, and
PANC's (Unconventional Food Plants), like jeriva almonds. The objective of this project was
to optimize the fermentation process of a medium based on extracts of arabica coffee pulp
(EPC), jeriva almonds (EAJ) and yacon flour (FrY) with probiotics, through a sequential
planning strategy applying initially the Plackett and Burman and then the DCCR (Central
Composite Rotational Design). 50 mL of different formulations were fermented in triplicate
with Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium longum at 37°C in anaerobic conditions,
brought to pH~4.5 to obtain a sensorially balanced drink. After analysis by Plackett and
Burman, it was concluded that the most important independent variables were EPC and FrY, as
they reduced the fermentation time of the symbiotic drink (t=20h), with good cell growth (=5
LogUFC.mL-1) , consumption of total (CAT) and reducing (CAR) sugars (max=68.0 g/L and
43.2 g/L, respectively), production of exopolysaccharides (max=0.9 g/L) and organic acids (
max=1.08g/L). The DCCR results indicated that the response variables Time; TotalGrow;
GrowLR; GrowBL; CAT; PAT and Color parameters L*, a*, b* showed a good fit of the model
at 95% confidence (p<0.05). The best prototypes of symbiotic drink contained 10 to 14 % w/v
of Yacon Flour, 8 to 16 % v/v of coffee pulp extract, 5% v/v of functional coffee pulp extract
and 17.5 % v/v of jeriva almond extract, with the best cell counts (=13 LogUFC.mL-1). By
validating the models under these conditions, it was possible to predict the fermentation time
(around 20h) and CresTotal (around 5.1 Log CFU.mL-1); CrescLR (around 5.3 LogUFC.mL-
1) and CrescBL (around 5.02 LogUFC.mL-1). Of the DCCR treatments, the one that showed
the highest production of lactic acid (5.3 g/L) (HPLC) and the highest concentration of live
cells (48.45%) (Flow Cytometry) at the end of fermentation was Treatment 4, (22.1%m/v of
FrY and 25.6%v/v of EPC), with postbiotic compounds being identified in all treatments
evaluated with a maximum of 26.15% in Treatment 5 (5%m/v of FrY and 15 %v/v EPC), which
guarantees beverage functionality. In vitro functional tests showed higher probiotic counts in
the first 3 hours of digestion (8.1 LogUFC.mL-1) with a drastic drop after 4 hours of digestion
(5.5 LogUFC.mL-1) and the ability to Cell adherence to gut-associated lymphoid tissue ranged
from low (%H=32.07 Treatment 1 of Validation) to medium (%H=39.31 of Treatment 2 of
Validation).

Keywords: Probiotics; Fermentation of Vegetable Extracts; Lactobacillus rhamnosus;
Bifidobacterium longum.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

Devido a crescente demanda atual dos consumidores por alimentos capazes de gerar
beneficios a sua satde, as industrias dos mais diversos setores do ramo tém voltado sua atencéo
ao desenvolvimento de produtos saudaveis, como os alimentos funcionais. Esta iniciativa €
ainda endossada pela diversificacdo do atual mercado brasileiro devido a geragéo de diferentes
segmentos de consumidores com preferéncias mais restritas quanto aos alimentos que ingerem,
COmMo 0S veganos e vegetarianos que se abstém do consumo de alimentos de origem animal.

Alimentos funcionais, além de promover efeitos nutricionais basicos, também geram
beneficios a salide humana, como é o caso dos alimentos simbidticos (Finley, 2009; Balthazar
et al., 2017). Simbidticos ou Synbiotics (Syn=sinergismo; Biotec=para vida), contém
microrganismos probioticos e ingredientes prebidticos, sendo os prebidticos responsaveis por
estimular o desenvolvimento e aumento da viabilidade dos microrganismos, promovendo efeito
sinérgico entre probidticos e prebidticos (Panesar et al., 2009).

Segundo relatérios da FAO/OMS (2002) os probiodticos sdao microrganismos Vivos
capazes de gerar beneficios a salde do consumidor. Dentre eles estdo as bactérias do acido
latico como os lactobacilos e bifidobactérias muito aplicadas no desenvolvimento de alimentos
simbioticos. Os prebiodticos sdo ingredientes dificilmente digeridos pelo intestino humano
capazes de estimular o desenvolvimento de bactérias benéficas que habitam o trato
gastrointestinal, além de servirem de substitutos ao uso de aclcar devido ao seu sabor doce.

Nos ultimos anos pesquisas voltadas a investigacdo da funcionalidade de alimentos
simbidticos indicam haver beneficios clinicos sobre a ingestdo ndo somente dos
microrganismos viaveis, mas também dos metab6litos ou componentes da parede celular
gerados por estes microrganismos, 0s pés-bidticos. Alguns autores definem os pds-bidticos
como sendo endo e exopolissacarideos, acidos graxos de cadeia curta, proteinas da parede
celular, algumas vitaminas, &cidos organicos e etc. capazes de gerar beneficios a satde (Lee et
al., 2002; Oberg et al., 2011; Konstantinov et al., 2013; Tsilingiri & Rescigno, 2013; Tomar et
al., 2015; George et al., 2018; Adebayo-Tayo et al., 2018; Lukic et al., 2018).

Estudos sobre o potencial de fermentacdo com probidticos de fontes vegetais alternativas
as fontes lacteas, vem sendo feitos com o intuito de gerar novos produtos; atender as
necessidades do mercado consumidor cada vez mais diversificado e agregar valor as fontes
estudadas (Mondragdn-Bernal, 2004; Prado et al., 2008; Mondragon-Bernal 2009; Mondragon-
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Bernal et al., 2010; Nicolesco & Buruleanu, 2010; Nualkaekul & Charalampopoulos (2011);
Pereira et al., 2011; Sheela & Suganya (2012); Martins et al., 2013; Wang et al., 2017;
Mondragon-Bernal et al., 2017; Evangelista et al., 2017; Teixeira, 2017; Hernandez-Torres,
2019).

O Brasil € o maior produtor e exportador de café (Coffea arabica) e a regido Sul de Minas
Gerais é a maior produtora do pais. Sua industria libera enormes quantidades de subprodutos
(cerca de 15 milhdes de toneladas segundo levantamentos de Pleissner et al., 2016), ricos em
carboidratos e proteinas o que vem estimulando seu emprego em diversos estudos que
envolvem processos fermentativos (Sera, 2010; Menezes et al., 2013a; Menezes et al., 2013b;
Nurfeta, 2010; Murthy & Naidu, 2011; Torres-Macera et al., 2011; Nogueira et al., 2011;
Velazquez-Mancera et al., 2011; Bhoite & Murthy, 2014; Murthy & Naidu, 2012; Pleissner et
al., 2016; Gurram et al., 2016).

O fruto jerivd (Syagrus romanzoffiana) € uma PANC (Planta alimenticia néo
convencional) nativa brasileira abundante na regido de Minas Gerais e sua améndoa vem sendo
explorada quanto a sua composi¢do nutricional comprovando seu elevado teor de proteinas e
outros compostos nutricionais (Coimbra & Jorge, 2016; Silva et al., 2016; Magalhées et al.,
2020). Nenhum estudo abordou até hoje seu emprego em processos fermentativos, tornando-o
interessante para ser aqui abordado.

O vyacon (Smallanthus sonchifolius) é segundo alguns autores é uma fonte
particularmente abundante de prebidticos (Pedreschi et al., 2003; Ojansivu, et al., 2011), o que
explica sua crescente aplicacdo no desenvolvimento de alimentos simbi6ticos (Delgado et al.,
2010; Mouraet al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Padilha et al., 2017; Hernandez-Torres, 2019).

Desta forma justifica-se 0 emprego da polpa de café, améndoas de jeriva e farinha de
yacon na elaboracdo de uma nova bebida simbidtica como principal objetivo deste projeto. De
maneira geral, espera-se obter uma bebida simbidtica com caracteristicas fisico-quimicas que
promovam equilibrio simbidtico e sinérgico entre as matérias-primas e bactérias empregadas,
gerando um meio balanceado nutricionalmente e que garanta funcionalidade ao produto

elaborado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Elaborar uma bebida simbidtica fermentada a base de extratos da polpa de café (Coffea
arabica), améndoas de jeriva (Syagrus romanzoffiana) e farinha de yacon (Smallanthus
sonchifolius) por Lactobacillus rhamnosus (LR32) e Bifidobacterium longum (BL04), com

capacidade funcional.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizacdo centesimal das matérias-primas (extratos da polpa café, améndoas de
jeriva e farinha de yacon) e avaliacdo de sua aplicacdo em processos de fermentacao
com probidticos;

e Otimizacgéo da formulagéo do meio de fermentagéo e da proporgéo dos microrganismos
para elaboracdo de bebida simbidtica por um planejamento experimental sequencial
Plackett-Burman (PB 12) e Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR);

¢ Avaliacdo da concentracdo de células viaveis, invidveis e injuriadas presentes no meio
de fermentacdo aplicando a técnica de leitura em Citdmetro de Fluxo, possibilitando
discuss@es sobre 0s po6s-bidtico;

e Demonstracdo da capacidade funcional das bactérias probidticas através de estudos in

vitro para os melhores protétipos.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Alimentos Funcionais

O termo “alimento funcional” foi usado pela primeira vez em 1984 no Japao como resultado
de um estudo sobre relagdes entre nutricéo, satisfacéo sensorial, fortificagdo e modulacéo de sistemas
fisiologicos para definir aqueles produtos alimenticios fortificados com constituintes especiais que

possuem efeitos fisiologicos vantajosos (Bigliardi & Galati, 2013).
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Os alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos comuns, com componentes
fisiologicamente ativos que promovem beneficios para a saude além da nutri¢do béasica, estando
relacionados a reducdo do risco da manifestacdo de certas doencas, ndo podendo ser
considerados medicamentos, uma vez que 0s principios responsaveis pelos efeitos benéficos
ndo sdo extraidos do alimento. Pode ser considerado um alimento: natural; ao qual um
componente foi adicionado; do qual um componente foi removido; onde um ou mais
componentes foram modificados; no qual a biodisponibilidade foi modificada ou qualquer
dessas combinacdes (Finley, 2009).

O crescente conhecimento sobre o impacto positivo da dieta na salde humana deu inicio a
uma nova era extraordindria de novos ingredientes e produtos alimenticios funcionais e tem
impulsionado a pesquisa sobre os efeitos fisioldgicos de componentes de alto valor bioldgico de
origem natural (Matos & Cardoso, 2017). Portanto os alimentos funcionais tém sido associados a
promocdo de boa salide; melhoria do bem-estar; qualidade de vida e reducéao no risco de doencas.

A legislacéo brasileira para alimentos funcionais € regulamentada pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) atraves das resolucdes RDC n°18 e 19 datadas de abril de 1999, da
RDC n°2 datada de janeiro de 2002 e da lista de alimentos com alegacdes de propriedades funcionais
e/ou de salde, novos alimentos/ingredientes, substancias bioativas e probioticos aprovada em julho
de 2008. As alegacdes sdo aprovadas para o produto final que contenha os ingredientes ou
componentes funcionais com base em evidéncias cientificas, analisadas caso a caso, considerando a
formulacdo e as caracteristicas do alimento (ANVISA, 1999a; 1999b; 2002; 2008).

Os principais macro e micronutrientes cujas propriedades fisiologicas-funcionais tém sido
demonstradas séo os probi6ticos, prebioticos, cidos graxos poli-insaturados émega 3 e 6, vitaminas
antioxidantes como a vitamina E, carotenoides, flavonoides, fibras alimentares, etc. Vale ressaltar
que tais substancias devem estar presentes nos alimentos em quantidades suficientes para produzir o
efeito fisiologico desejado (Staliano, 2012).

Alimentos e bebidas naturalmente fermentados contém microrganismos funcionais e néo
funcionais. Microrganismos funcionais transformam os constituintes quimicos de matérias-
primas aumentando a biodisponibilidade de nutrientes benéficos. As propriedades funcionais
de microrganismos em alimentos fermentados incluem: propriedades antimicrobianas por
producdo de bacteriocina e nisina; propriedade antioxidante por atividade sequestradora de
radicais livres; producdo de peptideos bioativos com propriedades imunomoduladores,
antitrombicas e anti-hipertensivas; producdo de enzimas; degradagdo de compostos

antinutritivos em produtos consumiveis; sintese de acido organico e peréxido de hidrogénio;
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sintese de nutrientes como vitaminas, aminoacidos essenciais e compostos bioativos; dentre
outras propriedades (Tamang et al., 2016).

Alimentos funcionais contendo prebidticos e probioticos fazem partem de um novo nicho
de mercado que busca o reconhecimento, a satisfacdo e a aceitacdo do consumidor. Eles tém
atraido o interesse da inddstria alimenticia por razdes econémicas e devido a evidéncias

cientificas relacionadas a seus beneficios para a salde (Balthazar et al., 2017).

3.2. Probidticos

Segundo relatérios da FAO/OMS (2002), os probitticos sdo definidos como
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a salide do hospedeiro, através de uma acdo positiva sobre a microbiota intestinal.
Um microrganismo é considerado probiotico se for habitante normal do trato gastrointestinal,
sobreviver a passagem pelo estbmago e manter sua a viabilidade e atividade no intestino
produzindo substancias antimicrobianas, por exemplo, as bacteriocinas (Ejtahed et al., 2011,
Lollo et al., 2013; Nabavi et al., 2014; Puupponen-Pimia et al., 2002). Apesar de ndo ser uma
idéia nova, a comercializacdo de alimentos probidticos tem aumentado significativamente
(Wane, 2016).

De forma geral, os produtos que contém microrganismos probioticos devem conter um
nimero minimo de células viaveis entre 10° e 108 unidades formadoras de coldnia por grama de
produto final (UFC/g). A legislacao brasileira recomenda uma dose minima de probiéticos entre
108 e 10° UFC/porcéo diaria do produto, para obter os efeitos benéficos a saide (ANVISA,
2008).

Para que um microrganismo seja considerado cultura probidtica, deve satisfazer os
seguintes critérios: i) Ser de origem humana e isolada de seu trato gastrointestinal, para que seja
segura ao consumo humano; ii) Serem reconhecidas como seguras (GRAS-generally
recognised as safe) para o consumo humano; iii) Sua producao em alta escala deve ser possivel
e 0s microrganismos devem estar vidveis e ativos nos veiculos (alimentos) em que sao
incorporados; iv) Devem ser resistentes ao suco gastrico e intestinal e pH baixo do organismo
do hospedeiro; v) Devem aderir as células intestinais e mucosa intestinal humana, permitindo
sua manutencdo e crescimento no intestino, favorecendo a exclusdo competitiva de potenciais
patdgenos da mucosa do intestino; vi) Devem produzir substancias antimicrobianas contra

patogenos intestinais; vii) Devem ser seguros quando ingeridos através do consumo de
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alimentos e durante uso clinico, mesmo em individuos imunocomprometidos; viii) Devem ter
sua seguranca e eficécia estabelecida através de ensaios clinicos controlados por placebo; ix)
Devem ser capazes de produzir substancias tais como bacteriocinas, acidos organicos, diacetil
ou perdxido de hidrogénio com atividade antagdnica contra potenciais patogenos (PRESTI et
al., 2015).

Entre os microrganismos com propriedades probidticas estdo as bactérias laticas, como
Lactobacilos, Bifidobactérias e Enterococos. Dentre as espécies de lactobacilos e
bifidobactérias mais empregadas, destacam-se: Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. casei
spp. rhamnosus, L. lactis, L. paracasei, L. plantarum, Bifidobacterium adolescentes, B.
animalis, B. breve, B. bifium, B. infantis, B. lactis, B. longum, etc. (Hage et al., 2017).

E de suma importancia que a cepa probi6tica sobreviva ao local onde se presume estar
ativa. Para atividade méxima, a cepa deve ser capaz de proliferar e colonizar neste local
especifico. Além disso, também deve ser tolerado pelo sistema imunol6gico. Para uma
aplicacdo bem-sucedida em alimentos, o probiotico deve ser tecnologicamente compativel com
0 processo de fabricacdo de alimentos. Além disso, os alimentos que contém as bactérias
probidticas devem manter os atributos sensoriais caracteristicos dos alimentos tradicionais
(Nagpal et al., 2012).

Das contribui¢cBes da composi¢cdo do alimento para a funcionalidade probiotica, uma
consideracao importante é a presenca de ingredientes bioativos, que podem fornecer beneficios
independentes ou aumentar ou diminuir a eficacia dos probioticos. Estes ingredientes podem
ser adicionados ou estar naturalmente presentes no alimento. Tais ingredientes podem incluir
prebidticos, outras fibras, enzimas, vitaminas, minerais ou conservantes (Sanders & Marco,
2010). Além de fontes de carbono, as bactérias probidticas podem ser particularmente
exigentes em aminoacidos, vitaminas e minerais para se desenvolverem em meio a matriz
alimentar em que sao inseridas (Espirito-Santo et al., 2014).

A viabilidade dos probiéticos é um pardmetro fundamental, além também dos novos
conceitos que vem agregando funcionalidade aos alimentos probiéticos como 0s
paraprobioticos e os pds-bioticos. Varios fatores ilustrados na Figura 1 afetam a viabilidade das
bactérias probidticas até que elas atinjam o local de destino do hospedeiro. A demanda
industrial por novas tecnologias que possibilitam um alto rendimento celular em larga escala
que garantem a estabilidade probiotica dos alimentos permanece forte, porque muitas cepas de

origem intestinal sdo dificeis de propagar (Lacroix & Yildirim, 2007).
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Figura 1 - Principais fatores que afetam a viabilidade dos probidticos desde a produgéo do
alimento até o trato gastrointestinal.
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Fonte: Lacroix & Yildirim (2007).

3.3. Probidticos e seus efeitos sobre a saude

Uma consideracdo ecoldgica da microbiota intestinal humana é necesséaria para
compreender a relevancia na acdo dos microrganismos probidticos na saude humana. Cada
individuo apresenta contagem de bactérias no total entre 10'°-10®° UFC/mL, sendo que as
células bacterianas compreendem metade do peso Umido do material do c6lon e seus nUmeros
excedem em 10 vezes o numero de células do tecido que formam o corpo humano e a populacao
microbiana total no colon intestinal é cerca de 10% e 10'? UFC/g (Aziz, et al., 2013).

Em muitos casos clinicos, ocorrem desequilibrio nas densidades populacionais da
microbiota intestinal (disbiose) e isso resulta em um supercrescimento de microrganismos
patégenos (Daliri & Lee, 2015). A microbiota intestinal pode perder sua homeostase por
diversos fatores enddgenos e exogenos, tais como composicdo da dieta, estilo de vida,
envelhecimento, desordens peristalticas, cancer, cirurgias, doencas hepéticas ou renais, entre
outros. Eubiose significa acdo, processo ou condi¢do de bem viver. As culturas probi6ticas sao
a chave para restabelecer a eubiose quando ocorre desequilibrio por fatores adversos (Antunes
etal., 2007).

O uso de probioticos para beneficios clinicos a salde é uma area fascinante de pesquisa
que a era atual ainda precisa explorar. Algumas das propriedades dos probidticos, tais como
anti-patogenicidade, anti-diabético, anti-obesidade, anti-inflamatorio, anti-cancer e anti-

alergénicas e seu efeito sobre o cérebro e sistema nervoso central sdo relatados. A Figura 2
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representa esquematicamente alguns das principais aplicagdes e forma de agdo dos probioticos
sobre a salde humana (George et al., 2018). Os probiéticos interagem com o hospedeiro
humano em trés niveis diferentes da parte inferior do trato gastrointestinal (TGI) humano:
camada de muco, camada epitelial e tecido linfoide associado ao intestino (GALT) (Delgado
etal., 2017).

Figura 2 - Beneficios a saude e modos de acdo dos probioticos e pds-bidticos.
T
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Fonte: George et al. (2018).

A atividade antipatogénica é considerada como um dos efeitos mais benéficos dos
probidticos porque, ao contrario dos antibidticos classicos, a perturbacdo ou alteracdo na
composic¢do da populacdo complexa da microbiota intestinal é inibida. Baseado em mecanismos
elucidados pelo papel benéfico das cepas comerciais e probioticas, torna-se claro que tais cepas
fornecem resisténcia a colonizacdo por patdgeno através de dois mecanismos: O antagonismo
direto e os efeitos indiretos contra os patdgenos (Tomar et al., 2015).

Levantamentos de George et al., 2018 demonstram que pesquisadores fizeram progressos
na compreensdo da importancia dos probioticos na cura da diabetes; perda de peso; atividade
anti-inflamatoria (principalmente relacionado a cepas bacterianas probidticas geneticamente
capazes de produzir e descarregar imunomoduladores); efeito anti-carcinogénico; prevencéo de
disturbios associados a alergia; estimulacdo da produgdo do horménio serotonina muito
importante na regulagio do humor, sono, apetite e ritmo cardiaco, dentre outras fun¢des. Muitos
estudos desenvolvidos com o passar dos anos foram bem-sucedidos em reproduzir resultados
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que mostraram reducBes significativas na lipoproteina de baixa densidade (LDL) e no
colesterol total com o consumo de probidticos (Thushara et al., 2016).

3.4. Prebidticos

Os prebidticos séo definidos como ingredientes alimentares nao digeriveis, seletivamente
fermentaveis que permitem modificacBes especificas na composi¢cdo e/ou na atividade da
microbiota gastrintestinal que resultam em beneficios ao bem-estar e a satde do hospedeiro
(Roberfroid, 2007; Wang, 2009). Os prebioticos estimulam o crescimento preferencial de um
numero limitado de espécies promotoras de salde que ja residem no colon, especialmente, mas
ndo exclusivamente, lactobacilos e bifidobactérias (Quingley et al., 2011).

Os principais prebioticos utilizados pela industria de alimentos mundial sdo os fruto-
oligossacarideos (FOS), a inulina, os isomalto-oligossacarideos (IMO), os glico-
oligossacarideos (GOS) e os trans-galacto-oligossacarideos (TOS). Dentre os mencionados, a
inulina e os FOS sdo os mais estudados, sendo ainda os Unicos para 0s quais a alegacéo de efeito
sobre a composi¢do da microbiota intestinal é permitida no Brasil (ANVISA, 2008).

Os probidticos sofrem a desvantagem da degradacdo durante o transito pelo trato
gastrointestinal e a necessidade de controles rigorosos de qualidade durante e ap6s a fabricacgéo.
Por outro lado, os prebi6ticos estimulam o desenvolvimento e aumento da viabilidade dos
probidticos ja existentes no célon intestinal e aquelas que sdo ingeridas. Sendo assim 0s
prebidticos exercem mudancas positivas na microbiota intestinal residente (Gibson &
Roberfroid, 1995).

Existem beneficios clinicamente comprovados pela ingestdo de alimentos contendo
ingredientes prebioticos adicionais, incluindo absorcdo mineral melhorada especialmente a de
calcio, o que resulta no fortalecimento da massa 6ssea e na prevencao/retardo da osteoporose
(Bosscher & Van-Loo, 2006), reducdo de risco de algumas enfermidades, como diarreia
associada a infeccdes intestinais, reducdo dos niveis de colesterol devido a uma influéncia
positiva no metabolismo lipidico e moduladores do sistema imunoldgico (Renhe et al., 2008) e

resisténcia a obesidade muito associada ao consumo de inulina (Delzenne & Cani, 2010).

3.5. Alimentos Simbioticos

Simbioticos, com origem da palavra inglesa Synbiotic (Syn=sinergia e Biotec= para vida)
podem ser definidos como a combinagdo de probidticos (bactérias vivas) e prebidticos
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(ingredientes alimentares ndo digeriveis) que por sua vez sdo consumidos pelas bactérias em
questdo, gerando um sinergismo em que 0s prebidticos estimulam o crescimento dos
probidticos no meio (Panesar et al., 2009).

A simbiose tem sido um tema central em microbiologia, devido ao aumento das demandas
por parte dos consumidores, que buscam além de alimentos saudaveis, certa variabilidade dos
produtos desse seguimento da industria alimenticia (Wang, et al., 2017).

As relacOes simbioticas entre linhagens de lactobacilos e a bifidobactéria ocorrem, pois,
por um lado, os lactobacilos possuem enzimas proteoliticas que ajudam na digestdo das
proteinas dos substratos, biodisponibilizando peptideos e amino&cidos para as bifidobactérias
que sdo pobres em peptinases. Enquanto as bifidobactérias possuem maiores complexos
enzimaticos do tipo inulinases e/ou B (1-2) frutosidases (Wang, et al., 2017).

Uma diversidade de estudos tem sido desenvolvida voltados a elaboracdo de alimentos
simbidticos utilizando diferentes fontes de probi6ticos e prebioticos, sendo as matérias-primas
lacteas boas matrizes alimentares (Aradjo, et al., 2010; Cheirsilp & Radchabut, 2011; Barile et
al., 2009; Pescuma et al., 2008). Além do desenvolvimento de alimentos simbidticos a base
lactea, uma alternativa que vem sendo amplamente explorada pelo ramo biotecnoldgico, é a
elaboracdo de bebidas simbioticas a base de extratos vegetais com potencialidade de aplicacdo
em processos fermentativos. Esta iniciativa vem surgindo devido a limitagdo do consumo
produtos a base lactea devido ao crescente vegetarianismo e ao grande nimero de individuos
que apresentam intolerancia a lactose ou em dietas restritas ao colesterol (Martins, et al., 2013).

Podem ser citados por exemplo o estudo de Wang, et al. (2017) em que foi desenvolvido
um produto simbidtico a base de extrato de milho que remetesse ao iogurte tradicional, neste
estudo o leite de milho foi misturado a agUcar, glicose, isolado de proteina de soja, inulina,
proteina de soro de leite polimerizada e goma xantana, os autores obtiveram como resultado
uma bebida com textura e consisténcia estaveis sem alteracdes no contetido proteico no tempo
de armazenamento estudado, gerando um produto estdvel e com potencial de servir de
alternativa ao iogurte lacteo.

Mondragon-Bernal et a. (2010) e (2017) investigaram em seus estudos a potencialidade
na elaboragdo de um alimento simbiotico fermentado a base do extrato hidrossolvel de soja,
sua aceitabilidade sensorial e estabilidade ao armazenamento verificando haver boa
aceitabilidade dessa bebida por parte do publico alvo estudado e ainda, o alcance de boa
estabilidade ao armazenamento. Estudos de Evangelista, et al. (2012) avaliaram a producdo de

uma bebida simbidtica composta por extrato hidrossoltvel de soja, frutooligossacarideos como
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prebidticos, incluindo a adicdo de sacarose e bactérias lacticas convencionalmente utilizadas na
elaboracdo de iogurte, sendo obtidos resultados promissores sobre a bebida simbiética
elaborada.

Estudos recentes de Hernandez-Torres (2019) investigaram os efeitos da variacdo da
concentracdo de farinha de yacon e de amendoim na cinética da fermentacdo de 4 linhagens
probidticas e sua funcionalidade, sendo verificado haver um bom desenvolvimento das
bactérias probidticas em prototipos contendo 7% de farinha de yacon e 7% da farinha de
amendoim, além disso também foram demonstradas caracteristicas de funcionalidade positiva
sobre o produto simbiético elaborado elevada contagem de bactérias probidticas e boa
resisténcia as condicfes simuladas do trato gastrointestinal humano em concordancia com as
normas legislativas que definem um alimento simbidtico.

Prado et al. (2008), Nicolesco & Buruleanu (2010), Nualkaekul & Charalampopoulos
(2011), Pereira et al. (2011), Sheela & Suganya (2012), relataram que bebidas como sucos
vegetais podem se apresentar como matrizes com composicdo adequada para 0

desenvolvimento de bactérias probidticas.

3.6. Fermentacéo Latica e Bactérias do Acido Latico

Os alimentos fermentados sdo geralmente definidos como aqueles alimentos ou bebidas
feitos através de crescimento microbiano controlado e conversfes enziméaticas de componentes
alimentares. A fermentacdo pode ser vista como um método biolégico de preservacdo de
alimentos. Os alimentos produzidos dessa maneira tém um risco reduzido de contaminacgédo
devido a geracdo de compostos antimicrobianos, como &cidos organicos, etanol
e bacteriocinas . As vantagens dos alimentos fermentados incluem também os novos e
desejaveis sabores e texturas que sdo completamente diferentes daqueles presentes nos
materiais de partida. Além dessas caracteristicas, é cada vez mais compreendido que alguns
alimentos fermentados também promovem a saude (Marco et al., 2017).

No ramo alimenticio, o destaque se da aos alimentos probidticos em que se utilizam
principalmente bactérias do acido latico (BAL) como precursores da fermentacdo capazes de
gerar uma série de beneficios fisico-quimicos ao produto e funcionais ao consumidor (Abdel-
Haman et al., 2013).

As principais fontes de sacarose utilizadas pelas BAL’s, deficientes em muitas rotas

biossintéeticas, sdo as hexoses e pentoses e por isso € requisitado o enriquecimento nutricional
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do meio para fermentacdo. As bactérias laticas sdo organismos estritamente fermentativos, visto
que ndo possuem qualquer tipo de sistema respiratorio, sendo a fermentacdo latica a Unica
maneira de obterem energia. Dependendo da espécie, esta fermentacdo pode ocorrer seguindo
duas vias (Figura 3): a via homofermentativa ou a via heterofermentativa (Abdel-Rahman et
al., 2013; Abreu, 2014).

As bactérias do 4cido latico (BAL’s) homofermentativas possuem enzimas aldolase e
produz o &cido lactico como o principal produto final. Por outro lado, as BAL’s
heterofermentativas produzem subprodutos além do acido latico (acido acético, etanol e dioxido
de carbono) através de pentoses e, portanto, o rendimento méximo de acido latico para a glicose
atinge apenas 0,5 g/g ou 1,0 mol/mol (Abdel-Rahman et al., 2013).

Figura 3 - Vias metabdlicas das bactérias do cido latico.
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Piruvato Etanol
2 Lactato L.actato

Homofermentagdo Heterofermentacdo

Fonte: Axelsson (2004).

As bactérias do acido lactico (BAL) sdao um grupo filogeneticamente diversificado de
bactérias gram-positivas diferenciadas por alguns tracos tanto morfologicos como metabolicos
e fisiologicos. Apresentam a forma bastonetes (Lactobacillus e Carnobacterium) e de cocos
(todas os demais géneros), a maioria é aerotolerante, catalase e oxidase negativas e sintetizam
a adenosina-tri-fosfato (ATP) na fermentagdo lactica dos carboidratos, € deficiente em

citocromos, ndo formam esporos e sdao imoveis. O grupo das BAL é provavelmente o mais
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abundante encontrado na natureza, devido a sua capacidade de crescer em varios substratos e
varias condicdes bioldgicas (Moreira,1993).

Pertencem aos géneros Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulun,
Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella. A
taxionomia inicial definiu quatro "géneros centrais" principais envolvidos em fermentacdes de
alimentos: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus. Esses microrganismos
produzem acido acético e &cido latico compostos que se caracterizam por causar reducéo do pH
do meio.

Com a crescente pressdo dos consumidores para consumo de produtos com uso de
conservantes naturais e capazes de gerar beneficios a salde, as BAL apresentam-se como ideais,
devido ao seu status GRAS (geralmente considerado como seguro) e seu status de Presuncao
Qualificada de Seguranca (QPS) e, consequentemente, a exploracéo cientifica de seus produtos
tem tido um interesse consistente e crescente (Crowley & Mahony, 2013).

O género Lactobacillus compreende o maior e mais diversificado grupo de bactérias do
acido latico, com caracteristicas de apresentar tolerancia a acidos e conversdo de agucares em
acido lactico. Sua capacidade de fermentar leite, carne e material vegetal apresenta a base para
seu uso industrial (Stefanovic et al., 2017). Em geral sdo aerotolerantes, aciddricos ou
acidofilicos, e obrigatoriamente sacaroclasticos. A temperatura para o crescimento varia de 2 a
53°C (a temperatura ideal é geralmente de 30 a 40°C) e elas podem crescer entre pH 3 e 8
(normalmente 6timo em pH 5,5-6,2) (Mattarelli et al., 2014). As espécies autorizadas pela
ANVISA para sua utilizacdo como probidticos sdo Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacilus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis e Enterococcus faecium (ANVISA, 2008).

3.7. Bifidobactérias

De acordo com o Taxonomic  Outline of the  Prokaryotes, o
género Bifidobacterium pertence a familia Bifidobacteriaceae. Todos os tdxons sao ndo moveis,
ndo formam endosporos e geralmente s&o estritamente anaerdbicos, embora a sensibilidade ao
oxigénio seja diferente entre diferentes espécies e géneros. Além disso, a morfologia celular
varia de bastbes curtos, regulares e finos com extremidades pontiagudas. Eles possuem a

enzima frutose-6-fosfato-fosquetoquase como uma caracteristica chave do seu catabolismo
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sacaroclastico. Os acidos acético e lactico sdao formados principalmente em uma proporgao
molar de 3:2, enquanto que CO2 ndo é produzido. Pequenas quantidades de etanol, &cido
formico e acido succinico sdo produzidas, ndo produzindo acidos butirico ou propidnico. A
temperatura 6tima de crescimento varia entre 30 a 42 ° C. Nesse género a heterofermentacéo
ocorre concomitantemente, e a fermentacdo de uma hexose resulta na formacéo tanto de lactato
como de acetato. O crescimento geralmente ocorre na faixa de pH 5,0 a 8,0, com 6timo
crescimento entre pH 6,0 e 7,0. (Mattarelli et al., 2014).

Apresentam uma via especial de fermentacdo de aglcar, Unica para 0 género, que as
separam claramente do grupo de bactérias do &cido latico. As cepas de Bifidobacterium sdo
capazes de fermentar eficientemente oligo e polissacarideos baseados em xilose. De acordo
com a Resolucdo n°18 da ANVISA (2008) as espécies de bifidobactérias que podem ser
utilizadas como probioticos sdo apenas Bifidobacterium bifidum, B. animallis (incluindo a
subespécie B. lactis) e B. longum. Fermentam seletivamente os frutanos e preferencialmente
outras fontes de carboidratos como o amido, a pectina ou a polidextrose (Fooks, Fuller &
Gibson, 1999). A alta especificidade dos FOS como substratos para bifidobactérias resulta da
atividade das enzimas B-frutosidases (inulinases) associadas a células especificas, as quais
hidrolisam mondmeros de frutose da extremidade n&o-redutora da cadeia de inulina ou de
determinados agUcares em que o residuo de frutose ocorre na posigdo B(2-1). Essas hidrolases
sdo produzidas por alguns bolores e leveduras e s6 esporadicamente por bactérias (Biedrzycka,
Bielecka, 2004).

3.8. Pos-Bidticos

O termo pds-bidticos (post-biodtics) também conhecido como metabiotics, biogenics ou
simplesmente metabolitos, refere-se a fatores soltveis (produtos ou subprodutos metabdlicos)
secretados por probidticos vivos ou liberados apds sua lise. Esses subprodutos oferecem
beneficios fisioldgicos ao hospedeiro (Figura 4), fornecendo bioatividade adicional. Em alguns
estudos, tais metabolitos foram coletados de varias cepas bacterianas, exemplos incluem acidos
graxos de cadeia curta, enzimas, peptideos, acidos teicdicos, muropeptideos derivados de
peptidioglicano, endo e exo-polissacarideos, proteinas da superficie celular, vitaminas,
plasmalogénios e acidos organicos (Konstantinov et al., 2013; Oberg et al., 2011; Tsilingiri &
Rescigno, 2013).
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Pesquisas apontam que esses fatores metabdlicos apresentam propriedade inibitoria em
relagcdo a patogénicos e, portanto, podem ser usados como uma alternativa para o campo dos
alimentos funcionais. Os pds-bidticos sdo ndo toxicos e resistentes a hidrélise por enzimas de
mamiferos. Em alguns casos também podem melhorar a funcdo de barreira contra espécies

como Saccharomyces boulardii (George et al., 2018).

Figura 4 - Alguns p6s-bidticos e seus possiveis efeitos positivos locais e sistémicos no
hospedeiro.
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Fonte: Garcia (2018).

Uma pesquisa realizada por Lee et al. (2002) relataram significativas capacidades
imunorreguladoras de quatro diferentes fracdes de Bifidobacterium bifidum (ou seja, células
inteiras, extratos livres de células, parede celular purificada e sobrenadante de cultura), onde
cada fracdo mostrou diferentes padrdes de reagdes imunes. Além disso, fracOes e extratos de
Bifidobacterium e Lactobacillus spp., contendo altos niveis de carboidratos microbianos,
mostraram profundas atividades de supressdo tumoral in vitro. Portanto, novos termos como
paraprobioticos e post-bidtics surgiram, o que implica que a viabilidade bacteriana ndo é um
requisito essencial para os beneficios a satde, proporcionando uma oportunidade potencial no
campo dos alimentos funcionais (Garcia, 2018).

Apesar do fato de que os mecanismos implicados nos efeitos benéficos a saude dos pds-
bidticos ndo estdo totalmente elucidados, os dados cientificos forneceram evidéncias de que tais
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compostos possuem  propriedades funcionais como antimicrobiano, antioxidante,
imunomodulatério, anti-inflamatdrio, hipocolesterolémicos, anti-obesogénicos, anti-
hipertensivos e antiproliferativos. Estas propriedades podem afetar positivamente
a homeostase da microbiota e/ou as vias metabdlicas e de sinalizacdo do hospedeiro , afetando
reagdes fisioldgicas, imunoldgicas, neuro-hormonais bioldgicas, regulatorias e metabdlicas
especificas (Sharma & Shukla, 2016; Shenderov, 2013).

Os exopolissacarideos microbianos (EPS) compreendem um amplo grupo de polimeros
secretados pela maioria dos microrganismos probioticos que estdo ou fortemente ligados a
superficie celular ou liberados como lodo extracelular no entorno da célula. Apresentam ampla
aplicacdo nas industrias farmacéutica, biomédica e alimenticia. Em indUstrias de alimentos o0s
EPS sdo amplamente utilizados como espessantes, estabilizantes, emulsionantes e agentes
geleificantes, sendo muito utilizados para melhorar a reologia e textura de alimentos
fermentados. Os EPS também tém capacidade de melhorar a saide humana devido as suas
atividades antioxidante, antitumoral, antitlcera, imunomoduladora ou redutora do colesterol
podendo assim ser considerado um componente pos-bidtico. A viscosidade aumentada de
alimentos contendo EPS contribui para um aumento no tempo de permanéncia do alimento
fermentado ingerido no trato gastrointestinal, apoiando assim a colonizagdo transitdria por
bactérias probidticas (Adebayo-Tayo et al., 2018).

Em estudos de Lukic et al. (2018), os autores fizeram 0 uso de uma solucéo contendo uma
mistura de metabdlitos solUveis de bactérias probidticas benéficas para o intestino humano
sendo elas Streptococcus faecalis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus e
Escherichia coli, objetivando determinar a capacidade in vitro dos post-biotics em inibir a
reproducdo de 4 bactérias patogénicas para o intestino (Proteus mirabilis, Staphylococcus
aureus, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes. Em conclusdo os autores verificaram
haver eficiente inibicdo dos patdgenos estudados pela solucdo pds-bidtica utilizada, visto que
houve reducdo do pH do meio favorecendo a inibicdo. Os dados também sugerem uma
evidéncia para um possivel modo de acdo desta solucdo pos-bidtica in vivo, permitindo a
proliferacdo de bactérias benéficas para o intestino humano.

A evidéncia cientifica dos efeitos benéficos a saude dado pelos pés-bidticos esta
aumentando progressivamente apesar de sua cCOmposi¢ao precisa e mecanismos subjacentes
ainda estarem sob investigacdo. Os pos-bidticos tém vantagem devido a sua estrutura quimica
clara, parametros de dose de seguranca e maior prazo de validade que podem influenciar a

funcao fisioldgica do hospedeiro (Tomar et al., 2015). Na maioria dos casos, 0s pds-bidticos
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sdo derivados de cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium. Supde-se que sejam mais estaveis
do que as bactérias vivas de que sdo derivados (Garcia, 2018).

3.9. Jeriva (Syagrus romanzoffiana)

A palmeirade jeriva € da familia Palmae, distribui-se em toda a América do Sul: no Brasil,
desde o sul da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Goias até o Rio Grande do Sul e Mato
Grosso do Sul; no Paraguai; na Argentina e no Uruguai (Lorenzi, 2004). E utilizada para
paisagismo e restauracdo de vegetacdo em areas urbanas, tendo a caracteristica de produzir
grandes quantidades de frutos (Silva, et al., 2016). Mostra grande dispersdo regional e é
endémica na América do Sul (Imbernon & Rocha, 2016).

O fruto amarelo e ovalado ndo passa de 3 cm na sua parte maior. A parte externa, carnosa,
é composta de uma mucilagem adocicada muito apreciada por alguns animais como papagaios
e maritacas, ou mesmo pelo ser humano. Floresce e frutifica em diferentes meses do ano,
dependendo da regido em que se encontra. Internamente possui uma pequena améndoa bem
parecida com a do coco-da-baia que também é consumida pelo ser humano (Coimbra, 2010).

Os estudos sobre o uso de frutos de jeriva sdo escassos e nao ha muitas informacdes
disponiveis sobre suas caracteristicas quimicas, fisicas e nutricionais (Silva, et al., 2016). As
améndoas do Jeriva se apresentam como substrato fermentescivel interessante a ser explorado
para geracdo de produtos com alto valor agregado por se tratar de uma PANC (Planta
Alimenticia Ndo Convencional) e apresentar elevado teor de proteina.

Estudos de Coimbra e Jorge (2011) objetivaram realizar a caracterizacdo centesimal da
polpa e améndoa do jeriva (Tabela 2), sendo ressaltado, em relagcdo a améndoa, seu consideravel
teor de proteinas (23,98%) e lipideos (56,37%) demonstrando ser um potencial a ser explorado

em processos fermentativos probioticos. A Figura 5 representa 0os cocos da palmeira de jeriva.

Figura 5 - Cocos da palmeira de Jeriva.

Fonte: Odair-Plantas, (s.d.).
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Tabela 1 - Composicao aproximada das améndoas de Jeriva

Compostos Améndoas do Jeriva (%)
Umidade 3,94 + 0,06
Proteinas 23,98 + 0,51

Cinzas 1,72 £ 0,05
Lipidios 56,37 + 0,34
Fibras Totais 10,99 + 0,46
Carboidratos 3,01+0,28
Inulina/Oligofrutose 3-19%

Fonte: Coimbra & Jorge (2011).

3.10. Café (Coffea arabica) e Aplicabilidade da Polpa

O café é a segunda maior commodity negociada no mundo depois do petréleo e a industria
do café libera enormes quantidades de subprodutos de seu processamento. Devido ao alto
conteddo de matéria organica, os residuos do café sdo altamente poluentes, portanto encontrar
forma de reaproveitar estes residuos, além de agregar valor a eles, seria Gtil para diminuir seu
impacto no meio ambiente (Mussato et al., 2011).

E grande a necessidade de equilibrar a producio de café com a utilizagio adequada de
seus subprodutos. A polpa corresponde por quase 45% do grdo cereja sendo um de seus
principais subprodutos (Janissen & Huynh, 2018). A Figura 6 abaixo ilustra os subprodutos
polpa Umida e polpa seca gerados do processamento via Umida e via seca do café,
respectivamente. A Tabela 2 representa a composicdo quimica da polpa de café umida.

Segundo levantamentos de Pleissner et al., 2016, 15 milhGes de toneladas de residuos da
producdo do café tem sido geradas a nivel mundial sendo que 9,4 milhdes de toneladas sao

referentes a polpa.

Figura 6 - Subprodutos gerados do processamento do café

A- Polpa umid B- Polpa seca
Fonte: Adaptado de Murthy & Naidu (2015).
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Tabela 2 — Composicdo da polpa de café, expressas e matéria seca (%)

Compostos (% Base Seca) Polpa de café (%)

Matéria Seca 22,41
Proteina Bruta 15,06
Fibra detergente neutro 62,71
Fibra detergente acido 40,88
Lignina 18,84
Hemicelulose 11,83
Celulose 32,04
Cafeina 1,00

Calcio 0,44

Fosforo 0,14

Fonte: Barcelos et al., 2013.

Estudos recentes relatam aplicacGes vistas como alternativas para o reaproveitamento da
polpa do café como producdo de amilase; producdo de &cido cafeico, celulase, &cido
clorogénico, acido ferulico, pectinase, polifendis, xilanase e cogumelos (Murthy & Naidu,
2011; Nurfeta, 2010; Torres-Macera et al., 2011; Murthy & Naidu, 2012; Nogueira et al., 2011,
Velazquez-Mancera et al., 2011; Sera, 2010). Visto sua composicao, a polpa do café tem sido
aplicada em diversos experimentos como base para a geracdo de bioprodutos como biogas,
etanol, vinagre, proteina unicelular, enzimas e biopesticidas (Pleissner et al., 2016).

Em pesquisas realizadas por Gurram et al. (2016) os autores objetivaram investigar a
possibilidade de conversdo da polpa de café em etanol combustivel por acdo da cepa de
Saccharomyces cerevisiae, e obtiveram producdo total de etanol de 88%. Bhoite & Murthy
(2014) utilizaram a polpa do café como substrato para producdo da enzima tanase pelo
Penicillium verrocosum, os autores obtiveram um indice de entorno 66,5% de degradacéo de
taninos. No estudo de Pleissner et al. (2016), em que foram utilizados hidrolisados da polpa do
café para producdo de acido latico pela acdo da cepa de Bacillus coagulans, os autores
comprovaram ser possivel boa producdo de &cidos, com rendimento de 0,78 g/g, 0 que
representou um consumo de 94,65% dos acUcares fornecidos demonstrando que a polpa do café
se apresenta como potencial para a producdo de &cido latico. Menezes et al. (2013)
investigaram o emprego do extrato da polpa de café para seu uso na producédo de bioetanol,
sendo verificado pelos autores obtiveram bom rendimento na produgdo de bioetanol, entorno
de 70 g/L.
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3.11. Yacon (Smallanthus sonchifolius)

O yacon é uma planta perene que forma raizes tuberosas geralmente apresentando entre
15 a 20 cm de comprimento e 10 cm de espessura. Normalmente é consumido cru apresentando
sabor caracteristico de uma combinacao de maca e melancia (Herbal, 2010). Se caracteriza por
ser uma fonte particularmente abundante prebidticos como frutooligossacarideos (FOS) e
inulina ou oligofrutoses (40-70% em base seca), substancias que favorecem o crescimento
seletivo de probidticos e que proporcionam um efeito sinérgico positivo a sadde, servindo como
Otimo ingrediente para elaboracdo de alimentos simbi6ticos (Pedreschi, et al. 2003). A frutose
tem um poder adogante 30-70% maior que o da sacarose, além de ser um adocante ndo calérico
e a inulina apresenta grande aplicabilidade na industrializagdo da enzima inulinase (Lobo, et
al., 2007; Cazetta et al., 2005).

Apresentando 6tima resisténcia a digestao no trato gastrointestinal, o yacon acaba por se
apresentar como potencial para ser utilizado em sinergia com bactérias probioticas e bactérias
gue habitam o colon intestinal, que por sua vez, sdo capazes de hidrolisar esta fonte e fermentar
beneficamente o0 meio, estimulando o sistema imunoldgico e prevencdo ao desenvolvimento do
cancer de colon intestinal (Delgado, et al., 2010; Moura, et al., 2012).

O tubérculo apresenta potenciais propriedades promotoras de saude, incluindo efeitos
antidiabéticos. Contém flavonoides, acidos fendlicos e triptofano, que exibem atividades
antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas e anticancer, sendo relatado que o0s
compostos fendlicos presentes em sua composicao protegem biomoléculas como DNA, lipideos
e proteinas, contra danos causados por radicais livres (Ojansivu et al., 2011; Simonovska et al.,
2003).

Em estudos de Padilha et al. (2017), avaliou-se a aplicacdo do yacon na elaboracdo de
iogurte a base lactea sendo verificados bons na estimulagédo do desenvolvimento de bactérias
probidticas. Rodrigues, et al. (2012) verificaram o efeito da farinha de yacon sobre a bactéria
lactea Bifidobacterium longum, na modulacgéo de variaveis relacionadas a satde 6ssea de ratos,
sendo verificado elevado teor minerais nos 0ssos. Estudos recentes de Hernandez-Torres (2019)
investigaram os efeitos da variacdo da concentracdo de farinha de yacon e de amendoim na
cinética da fermentacdo de 4 linhagens probidticas e sua funcionalidade, sendo verificado haver
um bom desenvolvimento das bactérias; caracteristicas de funcionalidade positiva; elevada

contagem de bactérias probidticas e boa resisténcia as condi¢des simuladas do trato
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gastrointestinal humano. A Figura 7 representa o tubérculo yacon e a Tabela 3 a composi¢édo

centesimal do Yacon in natura.

Figura 7 - Batata yacon.

Fonte: Conveniéncia Organica, (s.d.).

Tabela 2 - Composi¢do centesimal do Yacon in natura (base umida)

Compostos g/100g
Umidade 86,89 + 0,87
Fibra Bruta 3,28 +£0,16
Proteinas Bruta 0,43 +£0,02
Cinzas 0,35+ 0,05
Lipidios 0,15+£0,05

Carboidratos Totais 14,04

Fonte: Bertolo (2017).
3.12. Citometria De Fluxo

Métodos microbioldgicos rapidos tém sido desenvolvidos como alternativas aos metodos
microbioldgicos tradicionais para a analise quantitativa e qualitativa dos alimentos. Os métodos
rapidos possuem algumas vantagens em comparacdo com 0s métodos tradicionais, como
aumento da facilidade de registros, rastreabilidade dos dados, reducéo das etapas envolvidas e
do tempo para obtencdo de resultados. A citometria de fluxo se enquadra em um dos métodos
rapidos de medida de viabilidade microbiolégica (Brito, 2019). A principal vantagem é a
velocidade de analise unicelular e, consequentemente, a possibilidade de fazer uma anélise
detalhada da populagéo celular e sua heterogeneidade (Buysschaert & Byloos, 2016).

Um tipico citdmetro de fluxo contém varias partes (Figura 8): (i) Um sistema hidraulico,
que produz uma corrente fluida, com uma bainha liquida ao redor da suspensao de células. Essa
bainha é responsavel pela passagem das particulas através de sensores, com velocidade
constante. (ii) Um sistema de iluminag&o, que consiste de uma luz que produz sinais de reflexéo
e de fluorescéncia, quando as particulas passam por ele. (iii) Um sistema optico, que direciona
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a luz que incide sobre as particulas e recupera a luz refletida e a fluorescéncia, produzidas pelo
fluorocromo presente nas células, e direciona ambas para o tubo fotomultiplicador apropriado.
(iv) Um sistema eletronico que transforma a luz refletida e a fluorescéncia captadas pelo sistema
oOptico em pulsos elétricos. (v) Um sistema de analise de dados, que consiste de um software
que permite a analise da grande quantidade de informagGes produzidas pela aquisi¢cdo de dados

multiparamétricos (Saloméo, 2012).

Figura 8 - Configuracdes de um citdmetro de fluxo.
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Fonte: Rodrigues (2017).

A técnica baseia-se na medida do espalhamento de luz quando uma célula ou particula é
interceptada, individualmente, por um feixe de luz. Tais medidas possibilitam avaliar
caracteristicas citométricas de uma dada populacédo celular, permitindo sua caracterizacdo por
meio de pardmetros relacionados a sua morfologia (Pereira et al., 2011; Kuiec et al., 2009).
Mais especificamente envolve a geracdo de uma suspensdo liquida de bactérias de uma amostra
de alimento que é entdo movida dentro de uma corrente liquida conhecida como fluido da
bainha. A medida que cada célula passa por um ponto dentro do caminho do fluxo, ela é
interceptada por um laser que dispersa a luz em duas direcBes principais conhecidas como
dispersdo de luz de angulo direto ou dispersdo de luz de angulo lateral. As duas formas de
dispersdo, de maneira geral, podem discriminar células com base em seu tamanho e
granularidade e, portanto, sdo usados para localizar células em um perfil conhecido como um
citografo (Wilkinson, 2018).

O segundo, e mais especifico, método de deteccdo e enumeracdo de celulas envolve a

coleta de sinais de fluorescéncia emitidos em diferentes comprimentos de onda de células
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marcadas/coradas & medida que passam pelos lasers. Os dados s&o coletados a partir de células
coradas individuais e o grau de absor¢do de uma coloragao particular permite a discriminagéo
de células em subpopulacdes discretas. Assim os dados gerados por histogramas de
fluorescéncia refletem propriedades diferentes, como a extenséo da integridade da membrana
celular, funcionalidade do potencial de membrana, presenca de atividade enzimatica
intracelular e composigéo da base de DNA (Wilkinson, 2018).

Os corantes relacionados com proliferacdo celular, apresentam a capacidade de se
difundirem passivamente na célula hidrolisando o meio. Dupla coloracdo com CFDA
(Carboxifluoresceina Diacetato Succinimidil Ester) e iodeto de propidio (PI) é comumente
empregado para gerar uma distingdo mais facil entre bactérias ativas e inativas (Hoefel et al.,
2003). Em particular o PI € utilizado para sondar a integridade da membrana celular enquanto
a CFDA é utilizada para ensaiar a atividade da enzima intracelular (esterase). A analise de
citometria de fluxo combinada com dupla coloracdo CFDA/PI foi aplicada com sucesso para
discriminar a heterogeneidade fisiolégica em algumas espécies de Bifidobacterium e
Lactobacillus nos estudos de Chen et al. (2012).

A técnica de citometria de fluxo tem sido introduzida com sucesso para caracterizar
probioticos, monitorando o dano celular durante o processamento e armazenamento e avaliacdo
da viabilidade probiotica apds tratamentos de estresse microbiano (Geng et al., 2014). O uso de
citometria de fluxo ndo sé permite a determinacdo de contagens de células vidveis, mas também
permite a enumeracdo de subpopulacBes de células injuriadas e mortas. Os resultados séo
expressos como TFU (Total Fluorescent Units) e AFU (Active Fluorescent Units). Em
dezembro de 2015, a norma internacional 1SSO 19344-IDF 232 “Leite e produtos lacteos —
Culturas iniciadoras, probidticos e produtos fermentados — Quantificacdo de bactérias do acido
latico por citometria de fluxo” foi publicada. Este ISO especifico pode ser aplicado
universalmente e independentemente das espécies de interesse (Pane et al., 2018).

Estudos de Raymond e Champagne (2015) em que foi feita a validacdo da analise feita
por citometria de fluxo através da contagem padrdo de bactérias, demonstraram haver eficiéncia
guanto ao uso do citbmetro de fluxo. Em estudo de He et al. (2017) técnica foi aplicada e para
a rapida quantificacdo de bactérias vivas/mortas em produtos lacteos probioticos utilizando a
combinacéo dos corantes SYTO 9 e iodeto de propidio (PI) (Figura 9). Os autores verificaram
que o0 método apresentou sucesso na deteccédo de bactérias do acido latico.
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Figura 9 - Diagrama esquematico do principio de deteccdo para contagem de bactéria do
acido latico viva/morta em produtos contendo probioticos utilizando a

citometria de fluxo de alta sensibilidade construida em laboratério.

Dispersao de luz

Eogun !‘_ ' o i
sy [ =2 (==l
: ®/ pré-Tratamento \ ® | Coloragdo '
A _ A\ Y -
| uH \ :f \ J \j

Bebida

Verde
o
pi—
===
] 1

Vermelho

’ BAL vivo g BAL morto # Paticulas de impureza + SYTOS . Pl

Fonte: He et al. (2017).

Estudos de Martin-Dejardin et al. (2013) realizaram testes de aplicacdo da citometria de
fluxo para avaliar e comparar a viabilidade de Bifidobacterium bifidum com uma técnica padrdo
(contagem em placas), através dos graficos multiparametros obtidos (Figura 10) os autores
puderam distinguir as bactérias mortas, vivas, lesadas e ndo coradas, demonstrando que a
viabilidade avaliada pelo método padréo por contagem em placas pode ser correlacionado com
0 obtido pela citometria de fluxo, demonstrando que esta técnica permite de fato avaliar a

viabilidade de uma bactéria probiotica.

Figura 10 - Graficos de multiparametros obtidos apés dupla coloracdo PI/CFDA de células de
B. bifidum antes (A) e apos liofilizacdo (B). Com Q1: bactérias mortas coradas; Q2:
bactérias lesadas coradas; Q3: células ndo coradas e Q4: bactérias vivas coradas.
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Fonte: Martin-Dejardin et al. (2013).
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RESUMO

Devido a crescente demanda por alimentos benéficos a salde e ainda com baixo impacto
ambiental, a industria do ramo fermentativo vem apostando em estudos que envolvam fontes
vegetais alternativas como residuos de processamento agricola, como a polpa do café, e
PANC’s (Plantas Alimenticias Ndo Convencionais), como as améndoas do jeriva. O objetivo
deste projeto foi otimizar o processo de fermentacdo de meio a base de extratos da polpa de
café arabica (EPC), améndoas do jeriva (EAJ) e farinha de yacon (FrY) com probidticos, através
de uma estratégia sequencial de planejamentos aplicando inicialmente o Plackett e Burman e
em seguida o DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional). Foram fermentados 50 mL
de diferentes formulacdes em triplicata com Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium
longum a 37°C em anaerobiose, conduzidas até pH~4,5 para obtengdo de uma bebida
sensorialmente equilibrada. Apos anéalise por Plackett e Burman, concluiu-se que, as variaveis
independentes mais importantes foram EPC e FrY, por diminuirem o tempo de fermentacéo da
bebida simbiotica (t=20h), com bom crescimento celular (=5 LogUFC.mL™), consumo de

acucares totais (Cart) e redutores (Car) (max=68,0 g/L e 43,2 g/L, respectivamente), produgao
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de exopolissacarideos (méax=0,9 g/L) e acidos organicos (méx= 1,08g/L). Os resultados do
DCCR indicaram que as variaveis respostas Tempo; CrescTotal; CrescLR; CrescBL; Cat; Pat
e Parametros de cor L*, a*, b* apresentaram bom ajuste do modelo a 95% de confianca
(p<0,05). Os melhores prototipos de bebida simbiotica continham de 10 a 14 % m/v de Farinha
de Yacon, 8 a 16 %v/v de extrato de polpa de café, 5% v/v de extrato de polpa de café funcional
e 17,5% v/v de extrato de améndoas de jerivd, com as melhores contagens de células (=13
LogUFC.mL™). Através da validagdo dos modelos nessas condicdes, foi possivel predizer o
tempo de fermentacdo (em torno de 20h) e os CresTotal (em torno de 5,1 Log UFC.mL™);
CrescLR (em torno de 5,3 LogUFC.mL™) e CrescBL (em torno de 5,02 LogUFC.mL™). Dos
tratamentos do DCCR, o que apresentou maior producdo de &cido latico (5,3 g/L) (HPLC) e
maior concentracdo de células vivas (48,45%) (Citometria de Fluxo) ao final da fermentacao foi
o Tratamento 4, (22,1%m/v de FrY e 25,6%v/v de EPC), sendo identificados compostos pos-
bidticos em todos os tratamentos avaliados com maximo de 26,15% no Tratamento 5 (5 %m/v
de FrY e 15 %v/v de EPC), o que garante funcionalidades a bebida. Dos testes funcionais in
vitro notou-se maiores contagens de probioticos nas primeiras 3 horas de digestdo (8,1
LogUFC.mL1) com queda drastica apds 4 horas de digestdo (5,5 LogUFC.mL™) e a capacidade
de aderéncia das celulas ao tecido linfoide associado ao intestino variaram de baixa (%H=32,07
Tratamento 1 da Validagdo) a média (%H=39,31 do Tratamento 2 da Validacao).

Palavras-chave: Probioticos; Extratos Vegetais; Coffea arabica; Lactobacillus rhamnosus;

Bifidobacterium longum

ABSTRACT

Due to the growing demand for foods that are beneficial to health and with low
environmental impact, the fermentation industry has been betting on studies involving
alternative plant sources such as agricultural processing residues, such as coffee pulp, and
PANC's (Unconventional Food Plants), like jeriva almonds. The objective of this project was
to optimize the fermentation process of a medium based on extracts of arabica coffee pulp
(EPC), jeriva almonds (EAJ) and yacon flour (FrY) with probiotics, through a sequential
planning strategy applying initially the Plackett and Burman and then the DCCR (Central
Composite Rotational Design). 50 mL of different formulations were fermented in triplicate

with Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium longum at 37°C in anaerobic conditions,
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brought to pH~4.5 to obtain a sensorially balanced drink. After analysis by Plackett and
Burman, it was concluded that the most important independent variables were EPC and FrY, as
they reduced the fermentation time of the symbiotic drink (t=20h), with good cell growth (=5
LogUFC.mL-1) , consumption of total (CAT) and reducing (CAR) sugars (max=68.0 g/L and
43.2 g/L, respectively), production of exopolysaccharides (max=0.9 g/L) and organic acids (
max=1.08g/L). The DCCR results indicated that the response variables Time; TotalGrow;
GrowLR; GrowBL; CAT; PAT and Color parameters L*, a*, b* showed a good fit of the model
at 95% confidence (p<0.05). The best prototypes of symbiotic drink contained 10 to 14 % w/v
of Yacon Flour, 8 to 16 % v/v of coffee pulp extract, 5% v/v of functional coffee pulp extract
and 17.5 % v/v of jeriva almond extract, with the best cell counts (=13 LogUFC.mL-1). By
validating the models under these conditions, it was possible to predict the fermentation time
(around 20h) and CresTotal (around 5.1 Log CFU.mL-1); CrescLR (around 5.3 LogUFC.mL-
1) and CrescBL (around 5.02 LogUFC.mL-1). Of the DCCR treatments, the one that showed
the highest production of lactic acid (5.3 g/L) (HPLC) and the highest concentration of live
cells (48.45%) (Flow Cytometry) at the end of fermentation was Treatment 4, (22.1%m/v of
FrY and 25.6%v/v of EPC), with postbiotic compounds being identified in all treatments
evaluated with a maximum of 26.15% in Treatment 5 (5%m/v of FrY and 15 %v/v EPC), which
guarantees beverage functionality. In vitro functional tests showed higher probiotic counts in
the first 3 hours of digestion (8.1 LogUFC.mL-1) with a drastic drop after 4 hours of digestion
(5.5 LogUFC.mL-1) and the ability to Cell adherence to gut-associated lymphoid tissue ranged
from low (%H=32.07 Treatment 1 of Validation) to medium (%H=39.31 of Treatment 2 of
Validation).

Keywords: Probiotics; Vegetable Extracts; Arabica coffee; Lactobacillus rhamnosus;

Bifidobacterium longum.

1. INTRODUCAO

Devido a crescente demanda atual dos consumidores por alimentos capazes de gerar
beneficios a sua saude, as industrias dos mais diversos setores do ramo tém voltado sua atencdo
ao desenvolvimento de produtos saudaveis, como os alimentos funcionais. Alimentos

funcionais, além de promover efeitos nutricionais basicos, também geram beneficios a saude
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humana, como é o caso dos alimentos simbi6ticos (Finley, 2009; Balthazar et al., 2017).
Simbidticos ou Synbiotics (Syn=sinergismo; Biotec=para vida), contém microrganismos
probidticos, microorganismos vivos capazes de gerar beneficios a a saude, e ingredientes
prebidticos, sendo os prebidticos responsaveis por estimular o desenvolvimento e aumento da
viabilidade dos microrganismos, promovendo efeito sinérgico entre probidticos e prebidticos
(Panesar et al., 2009).

Nos ultimos anos pesquisas voltadas a investigacdo da funcionalidade de alimentos
simbioticos indicam haver beneficios clinicos sobre a ingestio ndo somente dos
microrganismos viadveis, mas também dos metabélitos ou componentes da parede celular
gerados por estes microrganismos, 0s pés-biodticos. Alguns autores definem os pos-bidticos
como sendo endo e exopolissacarideos, acidos graxos de cadeia curta, proteinas da parede
celular, algumas vitaminas, &cidos organicos e etc. capazes de gerar beneficios a satde (Lee et
al., 2002; Oberg et al., 2011; Konstantinov et al., 2013; Tsilingiri & Rescigno, 2013; Tomar et
al., 2015; George et al., 2018; Adebayo-Tayo et al., 2018; Lukic et al., 2018).

Estudos sobre o potencial de fermentacdo com probioticos de fontes vegetais alternativas
as fontes lacteas, vem sendo feitos com o intuito de gerar novos produtos; atender as
necessidades do mercado consumidor cada vez mais diversificado; agregar valor as fontes
estudadas; reaproveitar residuos do processamento e endossar o aproveitamento de PANC’s e
ainda com isso diminuir o impacto ambiental na elaboracdo de alimentos (Mondragon-Bernal,
2004; Prado et al., 2008; Mondragdén-Bernal 2009; Mondragon-Bernal et al., 2010; Nicolesco
& Buruleanu, 2010; Nualkaekul & Charalampopoulos (2011); Pereira et al., 2011; Sheela &
Suganya (2012); Martins et al., 2013; Wang et al., 2017; Mondragén-Bernal et al., 2017;
Evangelista et al., 2017; Teixeira, 2017; Herndndez-Torres, 2019).

O Brasil € o maior produtor e exportador de café (Coffea arabica) e a regido Sul de Minas
Gerais € a maior produtora do pais. Sua industria libera enormes quantidades de subprodutos,
ricos em carboidratos e proteinas o que vem estimulando seu emprego em diversos estudos que
envolvem processos fermentativos (Sera, 2010; Menezes et al., 2013a; Menezes et al., 2013b;
Nurfeta, 2010; Murthy & Naidu, 2011; Torres-Macera et al., 2011; Nogueira et al., 2011;
Velazquez-Mancera et al., 2011; Bhoite & Murthy, 2014; Murthy & Naidu, 2012; Pleissner et
al., 2016; Gurram et al., 2016).

O fruto jerivd (Syagrus romanzoffiana) ¢ uma PANC (Planta alimenticia néo
convencional) nativa brasileira abundante na regido de Minas Gerais e sua améndoa vem sendo

explorada quanto a sua composicao nutricional comprovando seu elevado teor de proteinas e
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outros compostos nutricionais (Coimbra & Jorge, 2016; Silva et al., 2016; Magalh&es et al.,
2020). Nenhum estudo abordou até hoje seu emprego em processos fermentativos, tornando-o
interessante para ser aqui abordado.

O yacon (Smallanthus sonchifolius) € segundo alguns autores é uma fonte
particularmente abundante de prebidticos (Pedreschi et al., 2003; Ojansivu, et al., 2011), o que
explica sua crescente aplicacdo no desenvolvimento de alimentos simbi6ticos (Delgado et al.,
2010; Mouraet al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Padilha et al., 2017; Hernandez-Torres, 2019).

Desta forma justifica-se 0 emprego da polpa de café, améndoas de jeriva e farinha de
yacon na elaborac&o de uma nova bebida simbi6tica como principal objetivo deste projeto, para
obtengdo de uma bebida simbidtica com caracteristicas fisico-quimicas que promovam
equilibrio simbidtico e sinérgico entre as matérias-primas e bactérias empregadas, gerando um

meio balanceado nutricionalmente e que garanta funcionalidade ao produto elaborado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo e caracterizagdo centesimal das matérias primas

As matérias primas estudadas neste experimento, que compuseram 0S meios de
fermentacdo, foram extrato da polpa de café maduro (EPC), extrato da polpa de café funcional
(EPC¥), extrato das améndoas de jeriva (EAJ) e extrato da farinha de yacon (FrY).

A polpa de café maduro proveniente do Sitio Montes Verdes/Ouro Fino-MG foi obtida
por despolpamento dos graos cereja (Pinhalense, Sdo Paulo, Brasil) seguida por sanitizacdo em
solucdo de perdxido de hidrogénio 0,1:10 (v:v) (Menezes et al., 2013). A polpa de café verde e
maduro com potencial antioxidante foi obtida no Departamento de Engenharia/UFLA por
metodologias adotadas pelo professor doutor Borém. As améndoas de jeriva provenientes do
Sitio Oliveira/Ouro Fino MG foram obtidas por prensagem das castanhas previamente
sanitizadas em solucédo de peroxido de hidrogénio 0,1:10 (v:v) seguidas por secagem em estufa
(105°/24h) (Adaptado de Magalhées et al., 2020) e a farinha de yacon desidratada foi adquirida
através de compra junto a empresa Ingredientes Online/Sédo Paulo-SP (Hernandez-Torres,
2019). Foram preparados extratos de EPC e EAJ a partir de trituragdo em &gua destilada,
sequida de filtragdo em um fino tecido de nylon, e armazenamento em freezer.

Uma caracterizagdo centesimal dos extratos foi realizada segundo metodos da AOAC

2012 quantificando umidade, proteinas, cinzas, fibras, lipideos e carboidratos totais.
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2.2. Linhagens probidticas e Preparo do inéculo

As linhagens probiodticas estudadas foram Lactobacillus rhamnosus (LR-32)
(Aché®/Guarulhos-SP) e Bifidobacterium longum (BL-04) (Danisco Dupont®/S&o Paulo-SP)
em sua forma liofilizada. Inicialmente as diferentes linhagens foram submetidas a ativacéo
(0,1g + 0,9 mL de agua peptonada (0,01%) esterilizada (121°15min)) seguida por
plaqueamento por profundidade (pour plate) em agar MRS (Man Rogosa e Sharpe, 1960) +
0,1% de azul de anilina (Sigma-Aldrich®, Séo Paulo, Brasil) com incubagédo de 48h/37°C em
condicdes de aerobiose para LR-32 e anaerobiose para BL-04. Desta forma realizou-se a
contagem padrdo em placas para determinacdo da concentracao de células em cada linhagem
(Mondragdn-Bernal, 2004).

Posteriormente foi feito o isolamento das culturas puras de cada linhagem (esgotamento
por superficie) e propagacdo em meio a caldo MRS + 10% L-cisteina + 17,5% solucdo de &cido
ascorbico durante 48h a 37°C, obtendo-se um volume total de 100 mL de cultura estoque
mantidas sob congelamento. As mesmas foram descongeladas e submetidas a contagem padréo
em placas para calculo dos volumes de indculo a serem adicionados nos diferentes meios de
fermentacdo, tomando como base uma contagem inicial de 5x107 UFC/mL (Mondragdn-
Bernal, 2004; Teixeira 2017; Hernandez-Torres,2019).

2.3. Fermentagdes e Planejamento Experimental

As fermentacdes dos diferentes meios definidos em planejamento experimental foram
conduzidas em tubos de ensaio em triplicata com volume de meio de 50 mL a 37°C em
anaerobiose, durante tempo necessario para que o pH do meio atingisse pH~4,5. Foram
coletadas amostras em triplicata no tempo inicial e final de fermentacéo de cada tratamento para
analises microbiologicas e fisico-quimicas (Adaptado de Mondragén-Bernal 2009).

Foi realizada uma estratégia sequencial de planejamentos: Plackett e Burman 12 (PB 12)
com 3 repeticdes no ponto central totalizando 15 ensaios seguido de um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) (Rodrigues e lemma, 2014).

No PB12, as varidveis independentes foram o extrato da polpa de café (EPC-%v/v);
extrato da polpa de café funcional (EPCk %v/v); extrato das améndoas de jeriva (EAJ %v/v);
farinha de yacon (FrY% m/v) e proporcdo de Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium

longum (LR/BL). As variaveis respostas foram: tempo de fermentacdo (t-h); Crescimento total
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(Cresc. Total- LogUFC.mL?); Crescimento da Bifidobacterium longum (Cresc. BL-
LogUFC.mL™); Crescimento da Lactobacillus rhamnosus (Cresc. LR-LogUFC.mL™);
Consumo de agucares totais (Cat-g/L); Consumo de agucares redutores (Car-g/L); Producéo
de exopolissacarideos (Peps-g/L) e Producdo de acidos totais (Pat-g/L). Foram realizadas
estimativas dos efeitos das varidveis independentes sobre as respostas, sendo consideradas
significativas as que apresentaram p<0,05 utilizando-se o software Statistica 8.0 (Statsoft,
2008) (Rodrigues e lemma, 2014).

Na Tabela 1, é apresentada a relacdo entre os niveis codificados e reais das variaveis

independentes do delineamento Plackett e Burman.

Tabela 1 - Relacdo entre os niveis codificados e reais das variaveis independentes no
delineamento Plackett e Burman

Niveis
Variaveis -1 (%) 0 (%) +1 (%)
EPC 0 15 30
EPCk 0 5 10
EAJ 0 17,5 35
LR/BL  0:100(LR:BL) 50:50(LR:BL)  100:0(LR:BL)
Fry 5 15 25

Nota: EPC: Extrato da polpa de café; EPCr: Extrato da polpa de café funcional; EAJ: Extrato das
améndoas de jeriva; LR/BL: Proporcdo Lactobacillus rhamnosus/ Bifidobacterium longum; FrY:
Farinha de Yacon.

Fonte: Do autor, 2021.

2.4. Delineamento Experimental DCCR

Apo0s analise dos resultados do delineamento PB 12, foi conduzido um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) com duas variaveis independentes: EPC (%v/v) e FrY
(%m/v), totalizando 11 tratamentos, sendo as variaveis EPCr e EAJ fixados em seus respectivos
pontos centrais do PB12 (Rodrigues e lemma, 2014). As variaveis dependentes do DCCR
foram: Tempo (t-h); Crescimento total (Cresc.Total- LogUFC.mL™); Crescimento de
Bifidobactéria (Cresc. BL- LogUFC.mL™?); Crescimento de Lactobacilo (Cresc. LR-
LogUFC.mL™); Consumo de Aclcares Totais (Car - g/L); Consumo de Aclcares Redutores
(Car — g/L); Producéo de Exopolissacarideos (Peps — g/L); Producéo de Acidos Totais (Pat-
g/L); Parametros de cor: L*, a* e b* e Turbidez Final. Os resultados foram analisados

utilizando-se o software Statistica 8.0 (Statsoft, 2008) (Rodrigues e lemma, 2014).
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Na Tabela 2 € apresentada a relacdo entre valores codificados e reais das variaveis

independentes usadas no DCCR

Tabela 2 - Relacdo entre valores codificados e reais das variaveis independentes utilizadas no

DCCR
Niveis
Variaveis -1,41 (%) -1(%) 0(%) +1(%0) +1,41(%0)
FryY (x1) 5% 7,9% 15% 22,08% 25%
EPC (x2) 0% 4,36% 15% 25,64% 30%

Legenda: EPC: Extrato da polpa de café; FrY: Farinha de Yacon.
Fonte: Do Autor, 2021.

Os coeficientes de regressdo das variaveis independentes para cada varidvel resposta
foram determinados e a analise de variancia ANOVA foi realizada a 95% de confianca
(p<0,05), sendo ajustados modelos de regressdo polinomial de segunda ordem como descrito
na Equagéo 1 seguinte.

Y = B0+ XL, BiXi + N, BiiX? + Y, BijXiXj + £ (1)

Onde o ¢ a constante do modelo; Bi é o coeficiente linear; Bii € 0 coeficiente quadratico;
Bij é o coeficiente de interacdo; Xi e Xj sdo as variaveis independentes; k & o nimero de fatores
testados (k=2) e € € o erro experimental. A partir dos modelos ajustados foram geradas
superficies de resposta e curvas de contorno com auxilio do software Statistica 8.0 (Statsoft,
2008) (Rodrigues e lemma, 2014).

Os modelos para tempo (t-h); crescimento total (Ct — LogUFC.mL™); crescimento de LR
(CLr- LogUFC.mL?); crescimento de BL (CgL- LogUFC.mL™); consumo de aglcares totais
(Cat—g/L); produgdo de &cidos totais (Pat- g/L) e pardmetros de cor: L*, a* e b*, foram obtidos
e para os que tiveram bom ajuste na ANOVA, a 5% de significancia e para estes foram geradas

as superficies de resposta.

2.4.1 Validagao dos modelos

Os modelos ajustados foram validados através da execucdo de dois experimentos em
triplicata com teores de EPC (%vV/v) e FrY (%m/v) dentro da regido do 6timo observada. A
validacdo foi feita pela comparacdo entre os valores experimentais e preditos pelos modelos

ajustados e calculo do erro relativo.
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2.5. Medida do pH, Acidez titulavel (AT) e Producdo de Acidos Totais (Pat)

O pH foi medido em potencidmetro MS Tecnopon Intrumentacdo (AOAC, 2012). A
acidez titulavel (AT) foi medida diluindo-se 5 mL da amostra em &gua destilada seguido de
titulagdo com solucdo de NaOH 0,1 mol. L™, utilizando-se fenolftaleina 1% como indicador
(AOAC (2012). A producéo de AT (PaT) se deu pela diferenga entre a produgdo de &cidos no
tempo final (ATy) e tempo inicial das fermentacfes (ATw) (Mondragdn-Bernal, 2004).

2.6. Contagem Padrao em Placas e Crescimento Celular

As contagens celulares das amostras coletadas ao longo das fermentacGes foram
determinadas por plaqueamento em profundidade em Agar MRS + 0,1% de azul de anilina, em
triplicada, a 37°C durante 72h em condigdes de aerobiose e anaerobiose em jarras herméticas
com geradores de anaerobiose (Anaerobac Probac, Sdo Paulo, Brasil).

As Contagens Totais (Ct) (LogUFC.mL?) e Contagens Diferenciadas (Cp)
(LogUFC.mL™?) foram obtidas por contagem padrdo em placas, sendo a contagem de
Bifidobactérias calculada como a diferenca entre Contagem Total (condi¢do de anaerobiose) e
a Contagem de Lactobacilos (condicdo de aerobiose). Foram determinados os crescimentos
celulares (LogUFC.mL™) através da diferenca entre as contagens verificadas no tempo final e
inicial de fermentacdo (Cresc.LR; Cresc.BL ou Cresc.Total= Contagemy — Contagemio)
(Mondragdn-Bernal, 2004).

2.7. Determinacao de Acucares Totais (AT), AcUcares Redutores (AR) e Consumo de

Acucares (Cart e Car)

Inicialmente foi feita a remoc¢édo de células e proteinas dos meios avaliados através da
adicdo de 0,10 mL de acido citrico 1M a cada 1,0 mL de amostra posteriormente centrifugadas
a 3000 g durante 30 minutos e o sobrenadante foi direcionado para quantificacdo de agucares
afim de se evitar interferéncias nos resultados.

Os AT e AR foram determinados através do método do &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS)
(Miller, 1959), sendo a absorbancia medida em espectrofotdmetro Fento 700S com
comprimento de onda de 540 nm, utilizando curvas padrdes de sacarose (3g/L) e glicose (1g/L)
no intervalo de 0-3g e 0-1g respectivamente. A taxa de consumo de agUcares totais (%AT) e

consumo de agucares redutores (%0AR) foi medida de acordo com a diferenca entre os resultados
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verificados ao inicio e final das fermentacfes (Cat ou Car = CAw — CAsr) (Mondragon-Bernal,
2004).

2.8. Determinacdo do teor de Exopolissacarideos (EPS) e Producéo de EPS (Peps)

Inicialmente foi feita a remocéo de células e proteinas dos meios avaliados através da
adicdo de 0,10 mL de acido citrico 1M a cada 1,0 mL de amostra posteriormente centrifugadas
a 3000 g durante 30 minutos. O sobrenadante foi direcionado as quantifica¢fes de agUcares, a
fim de se evitar interferéncias nos resultados.

Para extracdo do EPS bruto, o sobrenadante foi aquecido (100°C/10min) para inativacao
enzimatica. Os EPS foram precipitados (2 volumes de etanol 95% resfriado durante 12 h a 4°C)
seguidos de centrifugacdo (2500g/20min), sendo o sobrenadante descartado e o precipitado
ressuspendido em etanol 95% repetindo-se 0 mesmo procedimento. Em seguida promoveu-se
a evaporacdo do etanol residual em estufa B.O.D. (3h/60°C), sendo por fim o contetdo
ressuspendido em agua destilada (1mL) e direcionado a analise.

A quantificacdo de EPS se deu pelo método de Antrona (Trevelyan e Harrison, 1952),
sendo as absorbancias medidas em espectrofotémetro Fento 700S com comprimento de onda
de 620nm, utilizando uma curva padrdo de goma xantana (0,04g/L) no intervalo de 0-0,04g. A
producdo de EPS (Peps-g/L) foi determinada pela diferenga entre a produgéo de EPS no tempo
final e inicial de fermentacgdo (Peps= EPSt- EPSto), usando metodologia adaptada de Savadogo
et al., 2004 e Grattepanche et al., 2007 por Mondragédn Bernal et al., 2017.

2.9. Determinacao dos parametros de cor L*, a*, b*

Os parametros de cor L*, a*, b* foram definidos no sistema Cielab pelo equipamento
espectrofotdmetro de bancada CM-5 (Konica Monolta, Sensing Americas) com iluminante D65
e angulo de iluminacdo de 10° nas amostras de tempo final de fermentacdo (Adaptado de Migot
etal., 2017).

2.10. Determinacéao da Turbidez

A medida da turbidez se deu para amostras do tempo inicial e final de fermentacéo atraves
de medidas de absorbancia a 600 nm em espectrofotdmetro Fento 700S (Adaptado de
Mondragon-Bernal, 2009).
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2.11. Determinacao de acidos orgénicos por HPLC

Previamente a avaliacdo de &cidos organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) todas as amostras de tempo inicial e final de fermentacdo passaram por pré-tratamentos
envolvendo a remocdo de células e proteinas dos meios avaliados através da adi¢do de 0,10 mL
de &cido citrico 1M a cada 1,0 mL de amostra posteriormente centrifugadas a 3000 g durante
30 minutos (Mondragon-Bernal et al., 2009). Promoveu-se também a remog¢do de gorduras
presentes no meio misturando-se partes iguais das amostras e n-hexano (1:1) seguido de
agitacdo por 30 segundos e separacdo da fracdo ndo hexanica (desengordurada), direcionando
a aliquota a uma repeticdo do mesmo processo que se finalizou ap6s centrifugacdo a 7000 rpm
por 20 min a 4°C (Santos et al., 2014).

A determinacdo da concentragdo (g/L) dos &cidos oxalico, citrico, méalico, latico e acético
nas amostras foi feita em HPLC 1260 Infinity Il com bomba quaternaria, amostrador
automatico, compartimento termostatizado de coluna, detector UV-Vis, indice de refracdo e
fluorecéncia — Software Open LAB CDS 2 da marca Agilent. Solucdes analiticas de acidos
oxalico, citrico, malico, tartérico, latico e acético foram preparadas.

O método cromatografico foi realizado nas seguintes condicfes: Coluna + pre-coluna:
Supelcogel C-gH1o (300 mm x 7,8 mm D.l.) a 50°C monitorada por espectrofotometria de UV
a 210 nm de comprimento de onda. Fase mével: 10 mM solucéo de Acido Perclérico 0,23% a
uma taxa de fluxo constante de 0,6 mL/min como fase mével. Detector U.V (Jham et al., 2002).

A injecéo foi realizada com variagdo de fluxo.

2.12. Estudo da viabilidade celular por Citometria de Fluxo

O preparo das amostras para avaliagdo em citometro de fluxo FacsCalibur™ (BD,
Bioscienses, San Jose, CA, USA), iniciou-se pela centrifugacdo das células na centrifuga de
marca e modelo Sigma Laboratory Centrifuges 4k-15 (Newport Pagnell, Inglaterra) contidas
no meio de fermentacdo a 3000 g/15 min, a 4°C. O sobrenadante foi retirado e o concentrado
de células lavado duas vezes com tampao fosfato (0,1 M, pH 8,0) e ressuspendido em 10 mL
do mesmo tampdo. A marcacao se deu sobre 1 mL desta suspenséo suplementada com 0,5 mL
de CFDA-SE (Carboxifluoresceina Diacetato Succinimidil Ester) seguida de incubac¢do no

escuro a temperatura ambiente por 10 min, logo depois a suspenséo foi novamente centrifugada
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nas mesmas condigdes, ressuspendida em 1 mL de tampao fosfato, suplementada com 3,74 mL
de PI (lodeto de Propidio) e incubada novamente no escuro a temperatura ambiente durante 10
minutos (Shengbin et al., 2017). As leituras foram realizadas dentro de 24h apds preparo das
amostras.

As amostras previamente tratadas foram entdo levadas a leituras no equipamento
Citometro de Fluxo FacsCalibur™ (BD, Bioscienses, San Jose, CA, USA), sendo 0s canais de
leitura previamente limpos pelo uso da solugdo FACS Rinse (BD, Bioscienses, San Jose, CA,
USA) (Shengbin et al., 2017) e previamente ajustados (Canal FL2-PI (injuria celular) a 400V e
Canal FL1-CFDA (viabilidade) a 600V) determinando a faixa de captacdo do laser, a
combinacéo de tamanho (FSC - Foward SCatter) e granulosidade (SSC - Side SCatter) utilizada
para discriminar o tamanho dos microrganismos avaliados.

Foi avaliada qualitativamente a concentracdo de microrganismos viaveis (%CelsVivas),
ndo viaveis (%CelsMortas) e injuriados (%CelslInjuriadas) das amostras coletadas no tempo
inicial (t0) e final (tf) de fermentagcdo em triplicata, sendo avaliados 50.000 eventos. Foram
feitas avaliacbes pelo software FlowJo® 10.0.6 que permite determinar o melhor
enguadramento de distribuicdo celular de cada tratamento ou populacéo alvo do estudo, geracédo
dos histogramas e porcentagens de eventos concentrados em cada quadrante dos histogramas.
No quadrante 1 (Q1) estdo concentradas as células coradas apenas com CFDA, indicando alta
atividade de esterase e membrana celular intacta (células vivas). No quadrante 2 (Q2) estdo as
células marcadas com ambos os corantes (Pl e CFDA-SE), indicando pequeno dano na
membrana, porém ainda com atividade de esterases, representando as células injuriadas. O
quadrante 3 (Q3) representa células coradas apenas com P, indicando que a membrana foi
comprometida e que ndo existe atividade de esterase detectavel, ou seja, células mortas. E o
quadrante 4 (Q4) representa as células que ndo sofreram marcacdo (Adaptado de Bernucci,
2017).

2.13. AvaliacGes Funcionais

2.13.1. Teste de digestibilidade in vitro

Os testes de digestibilidade in vitro foram conduzidos em tubos de ensaio nos quais foram
adicionados 1,0 mL de amostra e 9 mL de saliva artificial. Esta mistura foi agitada em vortex
durante 10 s e incubada por 5 min em banho a 37°C seguido de retirada de amostra para analises.
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Posteriormente foram adicionados 10 mL do suco gastrico seguido novamente de incubacéo a
37 °C, amostras foram retiradas ap6s uma e trés horas de digestdo. Apds trés horas foi realizada
a centrifugacdo, o sobrenadante descartado e adicionados 5mL de suco intestinal e 5 mL do
suco pancreatico ao meio prosseguindo-se a digestdo a 37°C, foram retiradas amostras nos
tempos de 4 e 8 horas para andlises. Todas as digestdes foram realizadas em triplicata nas
amostras de tempo inicial e final de fermentacdo dos testes de validacdo. As analises foram
feitas para verificacdo da resisténcia as condicdes do trato digestério por meio da contagem
padrdo em placa em meio Agar MRS nas amostras de tempo inicial e final de fermentacéo, para
controle da perda de viabilidade dos microrganismos (Hernandez-Torres, 2019).

Os sucos digestivos artificiais foram elaborados seguindo metodologias adaptadas de
Bernucci (2017); Mondragon-Bernal (2009) e Hernandes-Torres, 2019.

e Saliva: Foi preparada com lisozima (atividade de hidrélise nas ligacdes a-1,4 entre a N-
acetilglicosamina e N-acetilmuramico do peptidioglicano da parede celular de bactérias
gram-positivas) 1g/L de clara de ovo (Interprise, Sdo Paulo, Brasil), a-amilase
(catalisam hidrolise de ligagdes a-1,4 glicosidicas de polissacarideos) 0,3 g/100mL
(Termamyl®, Novosyme, Dinamarca) e tampdo bicarbonato de sddio - carbonato de
sodio 1.M pH 6,0.

e Suco gastrico: HCI 0,08 M pH 1,2; com 0,32g/L de pepsina (Affymetrix, Thermo Fisher
Scientific, California, USA) (capaz de hidrolisar algumas, mas ndo todas as classes de
ligacbes peptidicas, agindo essencialmente sobre as ligacGes que envolvem o grupo
carboxilo dos residuos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) e menos
rapidamente em ligacGes que envolvem outros aminoacidos) e 0,2g/L de lipase de
pancreas suina - Tipo Il (Sigma Aldrich, Sdo Paulo,Brasil) (catalisam a hidrolise de
triglicerideos e a sintese de ésteres formados a partir de glicerol e &cidos graxos de
cadeia longa.).

e Suco intestinal: Foi preparado com sais biliares 0,33 g/L (Sigma Aldrich, Séo Paulo,
Brasil) e invertase comercial 0,25 g/L (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (catalisam a
hidrolise altamente exotérmica e irreversivel da sacarose em glicose e frutose). Foi
utilizada solugédo tampdo bicarbonato de sodio - carbonato de sddio 1.M pH 8,0.

e Suco pancredtico: Foram utilizadas pancreatina 0,83 g/L de pancreas suino (Darmstadt,
Germany, USA) (promovem a hidrélise de gorduras, carboidratos e proteinas,

respectivamente) e lipase 0,02 g/L de pancreas suina - Tipo Il (Sigma Aldrich, Séo
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Paulo, Brasil). Foi utilizada solugdo tampao bicarbonato de sddio - carbonato de sédio
1.M pH 8,0.

Todos os sucos digestivos foram esterilizados a frio através de filtros de membrana com
diametro de poro de 0,2 um (Chromafil-Induslab, Curitiba, Brasil) e em condi¢des estéreis.
Todos foram tamponados com solucdo bicarbonato de sodio-carbonato de sédio 1 M, nas
proporcdes correspondentes ao pH caracteristico de cada suco digestivo.

2.13.2. Teste de hidrofobicidade (Aderéncia)

O teste de hidrofobicidade foi feito de acordo com metodologia adotada por Hernandez-
Torres (2019) e Mishra e Prasad (2005), usando como solvente xileno (Synth, Sdo Paulo,
Brasil), um hidrocarboneto aromatico.

A hidrofobicidade foi calculada conforme metodologia de Mishra e Prasad (2005) para
as linhagens puras, o inoculo preparado e para as células centrifugadas das amostras
experimentais para validacdo. As culturas foram cultivadas em caldo MRS a 37°C/ 24 h
seguidas de centrifugacdo a 1008 g/ 15 min. O concentrado foi lavado duas vezes com tampéao
fosfato 0,1 M (pH = 7,0) seguido de ressuspensdo das células no mesmo tampao fosfato para se
proceder a medida da absorbéancia inicial (Ao) a 540 nm em espectrofotdometro Femto 700S.

Em tubos de ensaio foram adicionados 5 mL da suspensao celular em solugéo de tampao
fosfato 0,1 M adicionados de 1 mL do hidrocarboneto xileno e misturados com auxilio de
agitador tipo vortex Vision Scientific KMC-1300V a alta velocidade durante 2 min. Em seguida
0s tubos foram incubados durante 1h a 37°C para que ocorresse a separacao das fases e com o
auxilio de uma pipeta Pasteur a fase inferior aquosa foi coletada e inserida em cubeta de quartzo
para leitura da absorbancia final (Ar) a 540 nm. Quanto menor a absorbancia na fase aquosa
maior é a hidrofobicidade da superficie celular (H%), e quanto maior a hidrofobicidade maior
a capacidade de aderéncia da(s) célula(s) ao epitélio intestinal, assim se determinou a
capacidade das bactérias probidticas presentes na bebida elaborada em se aderir ao epitélio
intestinal humano. A hidrofobicidade foi calculada de acordo com a equacéo 2 apresentada a
sequir:

H% = AO0—-Af

x 100 ?)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo centesimal das matérias primas

A Tabela 3 demonstra os resultados da composi¢do centesimal com base na matéria
integral dos extratos da polpa de café, améndoas de jeriva e farinha de yacon. Algumas bactérias
probidticas como os lactobacilos séo capazes de digerir, aléem dos carboidratos biodisponiveis,
alguns nutrientes como proteinas (Wang et al., 2017). Neste sentido verifica-se que foi possivel
formular um meio balanceado com elevados teores de proteinas do EAJ e da FrY e carboidratos
do EPC e FrY. Qutros autores também constataram elevada concentracdo de carboidratos totais
na polpa do café arabica (Menezes, 2013; Murthy e Naidu, 2012; Torres-Macera et al., 2011).
Coimbra e Jorge (2011) detectaram elevada concentragdo de proteinas das améndoas do jeriva.
Bertolo (2017) constatou elevado teor de carboidratos e proteinas na batata yacon in natura e
Pedreschi (2003) constatou ser a batata yacon, uma excelente fonte de prebidticos como

frutooligassacarideos (FOS) e inulina.

Tabela 3 - Composicao em base integral dos extratos de polpa de café, améndoas de jeriva e
farinha de yacon

Componentes EPC (% m/v) EAJ (%om/v) FrY (%m/m)
Umidade 92,12 +£0,01 92,12 +0,21 4,97 +0,00
Gordura 0,05+0,01 6,08 + 3,30 0,19 0,00
Proteinas 0,56 +0,01 1,71 +2,30 4,06 +1,00

Fibra Bruta 0,04 £ 0,00 0,002 0,02 9,83 £0,00
Cinzas 0,00 £0,00 0,002 0,00 0,03 £0,00
Carboidratos Digeriveis 7,16 0,00 0,07+0,00 80,93 +0,00

Fonte: Do Autor, 2021.

3.2. Delineamento experimental Plackett e Burman 12 (PB12) para andlise de variaveis

significativas na formulacdo da bebida funcional.

A Tabela 4 reune os resultados das varidveis respostas obtidas no PB 12 para
determinacdo do efeito das variaveis extrato da polpa de café (EPC-%v/v); extrato da polpa de
café funcional (EPCr- %v/v); extrato das améndoas de jeriva (EAJ-%v/v); farinha de yacon
(FrY-% m/v) e proporgéo de bifidobacteria e bactéria latica na formulagdo e funcionalidade

potencial da bebida simbidtica.
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Ao longo das fermentac6es, foi feito 0 monitoramento do tempo e do pH dos tratamentos.
Com pH=~4,5 garante-se um bom desenvolvimento celular e o controle de microrganismos
patogénicos ou deteriorantes, sem causar problemas sensoriais na bebida. Esse pH é atingido
apos a geracdo de acidos organicos em concentragdes adequadas. Outros metabolitos
produzidos pelas bactérias probioticas utilizadas na fermentacéo dos extratos, conhecidos como
pos probidticos, também sdo de interesse, sendo algumas enzimas, peptideos, endo e exo-
polissacarideos, proteinas, vitaminas, dentre outros compostos considerados benéficos a saude
segundo Konstantinov et al. (2013). Foi avaliada a cinética de consumo de substrato,

crescimento celular, e geracdo de produtos desejaveis, buscando-se também um baixo tempo

de fermentacdo como focos principais deste estudo.

Tabela 4 - Resultados dos ensaios do planejamento experimental PB 12

Respostas

EPC EPCr EAJ LR/BL FrY  Tempo CrsLR CrsBL Cart Car  Peps  Par

Trats. (%v:v) (%viv) (%viv) (%) (%om:v) (h) (LogUFC.LY) (LogUFC.LY) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 1(15) -1(0) 1(175) -1(0) -1(2)5) 6 4,78 0,00 13,93 8,01 -0,02 0,69

2 1(15) 1(5) -1(0) 1(100) -1(2,5) 16 0,00 3,98 350 784 075 0,15

3 -1 (0) 1(5) 1(@75 -10) 1(12,5) 6 4,90 0,00 15,70 36,00 0,35 0,96

4 1(15) -1(0) 1(17,5) 1(100) -1(2,5 14 0,00 4,42 18,86 3,15 041 051

5 1(15) 1(5) -1(0) 1(100) 1(12)5) 21 0,00 5,09 23,67 2586 053 1,08

6 1(15) 1(5) 1(@75 -10) 1(12,5) 30 4,52 0,00 33,62 33,04 -0,00 0,54

7 -1 (0) 1() 1(75) 1(100) -1(2,5 19 0,00 4,79 12,54 17,08 0,22 0,60

8 -1 (0) -1(0) 1(17,5) 1(100) 1(12,5) 16 0,00 4,08 6,00 650 0,18 0,49

9 -1 (0) -1 (0) -1(0) 1(100) 1(12,5) 16 0,00 4,99 11,43 43,22 0,73 0,99
10 1(15) -1(0) -1(0) -1(0) 1(12)5) 28 4,90 0,00 10,81 22,99 -0,02 0,90
11 -1 (0) 1(5) -1(0) -1(0) -1(25) 34 4,34 0,00 10,18 450 -0,06 0,45
12 -1 (0) -1 (0) -1(0)  -1(0) -1(25) 21 4,05 0,00 951 2,88 -0,013 0,40
13(pc) 0(7,5 0(25 0(8,75) 0(0) 0(7,5) 8 4,83 0,09 68,02 40,49 0,95 0,90
14 (pc) 0(7,5 0(25 08,75 0(0) 0(7,5) 8 4,89 0,06 64,34 41,08 0,95 0,93
15@(pc) 0(7,5 0(25) 0(8,75 0(0) 0(7,5) 8 4,88 0,07 60,89 4052 0,95 0,93

Legenda: Tratamentos; CrsTotal: Crescimento total; CrsLR: Crescimento de Lactobacillus rhamnosus; CrsBL:
Crescimento de Bifidobacterium longum; Cart: Consumo de agUcares redutores totais; Car: Consumo de agucares
redutores; Peps: Producéo de exopolissacarideos; Par: Producéo de &cidos totais; pc: ponto central.

Fonte: Do Autor, 2021.

Apbs plagueamento das amostras do tempo inicial e final verificou-se contagens totais
em torno de 8 LogUFC.mL™e 13 LogUFC.mL* respectivamente, exceto para os tratamentos
2, 8 e 12 com contagens finais médias de 12 LogUFC.mL™. Notou-se um aumento de até 5
LogUFC.mL™ no decorrer das fermentaces avaliando-se os crescimentos celulares de LR
(CrsLR) e de BL (CrsBL) na Tabela 4, indicando um bom crescimento das bactérias na maioria
dos tratamentos estudados. Hernandez-Torres (2019) obteve crescimento de até 5 LogUFC.mL"
! da mistura de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus,
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Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum em meios contendo farinha de yacon (0O-
129/100mL) e amendoim (2,8-11,2g/100mL). Mondragén-Bernal et al. (2017) obteve um
crescimento de até 3 LogUFC.mL™ da mistura de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp paracasei e Bifidobacterium longum em diferentes
meios formulados a base de extrato de soja hidrossollvel adicionado de FOS e/ou polidextrose
COM e sem sacarose.

Com relacéo ao consumo de agucares totais (Cat) e consumo de agUcares redutores (Car),
nota-se no geral, que houve bom desempenho no consumo de substratos na maioria dos
tratamentos, sendo que no tratamento do ponto central foi verificado maior consumo de AT
(o/L) (68; 64,3 e 60,9, respectivamente) e em relacdo ao consumo de AR (g/L) foram o
tratamento 9 (43,2) e os ensaios do ponto central (40,5; 41,1 e 40,5). Os tratamentos que
apresentaram menor consumo de AT (g/L) e também de AR (g/L) foram 2 (Art=3,5 € Ar=7,8),
8 (ArT=6,0 e AR=6,5) e 12 (ArT=9,5 € Ar=2,9). Observa-se que o crescimento celular aumenta
concomitantemente ao consumo de carboidratos, frente a essa afirmacao, € relevante considerar
o efeito sinérgico e beneficio mutuo no crescimento entre as bactérias aqui estudadas em
mistura (LR e BL) visto que as bifidobactérias tém atividade hidrolitica em oligossacarideos
como inulina, biodisponibilizando acglUcares para os lactobacilos, e em contrapartida 0s
lactobacilos biodisponibilizam peptideos e aminoécidos para as bifidobactérias devido a sua
atividade proteolitica, atividades favorecidas pelos substratos presentes no meio formulado
(acUcares e proteinas) (Vinderola et al., 2000; Zhuge et al, 2021). Hernandes-Torres (2019)
verificou haver bom consumo de Art (méax. 20,6g/L) e Ar (max. 20,8g/L) na fermentacdo de
meio contendo farinha de yacon (0-12g/100mL) e amendoim (2,8-11,29/100mL) por
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium longum.

Estudos tém reportado a importancia industrial e sobre a saude humana dos EPS
(Adebayo-Tayo et al., 2018). Na producédo de EPS por bactérias probiéticas, deve-se considerar
haver reaces complexas entre todos os polimeros e agucares presentes no meio de fermentagédo
(proteinas, prebioticos e EPS formado), e ainda a influéncia da composicdo do meio de
fermentacéo, as particularidades das bactérias produtoras e as concentragdes dos sais de Mg?*
e Mn?* pois sdo essenciais para o desenvolvimento de lactobacilos e producéo de EPS (Macedo
et al., 2002; Mondragon-Bernal et al, 2017). Mende et al. (2016) provaram que a interacao

entre diferentes pardmetros estruturais do meio fermentativo pode afetar a eficacia de produgéo
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de EPS. Assim a avaliacdo da composicdo e demais caracteristicas fisico-quimica dos EPS
detectados neste estudo devem ser melhor investigadas em estudos futuros.

Nota-se ndo haver uma elevada producdo de EPS (Peps) nos tratamentos aqui estudados
(maximo de 0,9 g/L para os pontos centrais). Esses resultados equiparam-se aos teores
encontrados por Li et al. (2014) que obtiveram producdo de até 0,635 g/L ao fermentar extrato
de soja pela bactéria Lactobacillus rhamnosus e Savadogo et al. (2004) que obteve até 0,8g/L
de EPS em meio a caldo MRS fermentado por Streptococcus thermophilus.

Ao avaliar a producdo de acidos totais (Pat (g/L)), verifica-se haver produgédo de acidos
titulaveis na mesma proporcdo em que ocorre desenvolvimento celular pelo consumo de
substratos, sendo que no tratamento 5 houve maior producéo (1,08) e no tratamento 2 menor
producdo (0,15). Hernandez-Torres (2019) obteve producdo de até 2,8 g/L na fermentacao de
meios contendo farinha de yacon (0-12g/100mL) e amendoim (2,8-11,2g/100mL) por acéo da
mistura de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium longum.

Todos os resultados ou variaveis respostas apresentadas pela Tabela 4 foram tratados
estatisticamente e foram estimados os efeitos das cinco variaveis independentes nas respostas,

a 90% de confianca (p<0,1) como demonstrado pela Tabela 5.

Tabela 5 - Estimativa de efeitos para CrsLR (LogUFC.mL™), CresBL (LogUFC.mL™Y),
Car (g/L), Peps (g/L) e Pat (g/L) no PB12

CresLR CresBL Car Peps Pat
Efeito p- Efeito p- Efeito p- Efeito p- Efeito p-

Variavel (LogUFC.mL") valor (LogUFC.mL*Y)  valor (g/L)  wvalor (g/L) wvalor (g/L) valor
Média 2,82 0,00 1,84 0,00 22,21 0,00 0,39 0,00 0,70 0,00
EPC 0,19 0,80 -0,06 0,92 -1,54 0,86 0,03 0,87 -0,00 0,97
EPCk 0,03 0,96 0,06 0,93 6,25 0,49 0,08 0,77 -0,03 0,82
EAJ 0,18 0,81 -0,12 0,85 -0,58 094 -012 059 -0,03 0,85
LR/BL -4,62 0,00 4,56 0,00 -0,62 0,94 0,43 0,09 -0,02 0,90
Fry 0,22 0,77 0,16 0,81 20,69 0,04 0,08 0,72 0,36 0,04

Legenda: CresLR: Crescimento da Lactobacillus rhamnosus; CresBL: Crescimento da Bifidobacteium
longum; EPC: Extrato da polpa de café; EPCr: Extrato da polpa de café funcional; EAJ: Extrato das
améndoas de jeriva; LR/BL: Proporcdo Lactobacillus rhamnosus/Bifidobacterium longum; FrY:
Farinha de Yacon; p: probabilidade. Nota: Efeitos significativos a p<0,100. EPC (%m/v); EPCk
(%om/v); EAJ (%m/v); LR/BL (LogUFC.mL™1); FrY (%m/v).
Fonte: Do Autor, 2021.
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Ao avaliar a estimativa de efeitos sobre as respostas tempo e consumo de agucares
redutores totais (Cat) foi verificado ndo haver efeito significativo de nenhuma das cinco
variaveis independentes estudadas.

Houve efeito significativo positivo da FrY sobre o Cagr, indicando que quanto maior a
concentragdo da FrY maior o Car, sendo este um dos motivos pelos quais a FrY foi uma
variavel levada a estudo para o DCCR.

Verifica-se haver efeito significativo positivo da proporcdo de LR/BL sobre a Peps,
indicando que quanto maior a concentracdo da Bifidobacterium longum (BL) no meio, maior a
producéo de EPS e por este motivo para 0 DCCR optou-se em fixar maiores concentragdes de
BL (75%) e menores de LR (25%). O EAJ teve suas concentragdes fixadas no ponto central
aqui estudado (17,5%) para experimentos do DCCR, uma vez verificado que apesar de ndo ser
significativo, esta variavel gerou efeito negativo consideravel sobre o tempo, indicando que
quanto maior sua concentracdo no meio menor o tempo de fermentacdo e este € um dos
objetivos a se alcancgar neste projeto.

Em se tratando da avaliagdo sobre a Par, verifica-se que a FrY apresenta efeito
significativo positivo sobre esta resposta, indicando que quanto maior o teor de FrY no meio
de fermentacdo maior a Pat, e por este motivo também a FrY foi uma das variaveis levadas a
estudo para o DCCR.

O teor de EPC, apesar de ndo apresentar efeito significativo sobre nenhuma das respostas
aqui avaliadas, foi a segunda variavel escolhida para o DCCR, por ser rico em carboidratos e
outros nutrientes essenciais para a fermentacdo, podendo ainda agregar pontos positivos no que
diz respeito aos efeitos sensoriais do produto, além do objetivo de aproveita-lo, uma vez que é

um subproduto gerado em grandes volumes no Brasil.

3.3. DCCR

A partir dos dados apresentados pela Tabela 6, nota-se com relagdo ao tempo, que 0s
Tratamentos 1 e 7 foram mais rapidos (19,5h) e os Tratamentos 5 e 6 0os mais longos (20,4h)
para concluséo da fermentagcéo. Com respeito ao tempo, foi verificado que o teor de extrato de
polpa de café (EPC) exerceu efeito significativo e positivo sobre o tempo de fermentacao.

Em relagdo ao crescimento total das bactérias (CrescTotal), observou-se que o
crescimento foi maior nos ensaios do ponto central, ensaio 9 com 5,1 LogUFC.mL; ensaio 10

com 5,3 LogUFC.mL™? e 11 com 5,1 LogUFC.mL? e menor para o Tratamento 6 (4,1
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LogUFC.mL™). O Crescimento de LR também foi maior nos pontos centrais, ensaios 9 (5,29
LogUFC.mL™); 10 (5,33 LogUFC.mL?) e 11 (5,28 LogUFC.mL1) e menor para o Tratamento
6 (4,31 LogUFC.mL™). Verificou-se também que a farinha de yacon (FrY) exerceu efeito
significativo e negativo sobre o crescimento de LR. Mesmo comportamento foi observado para
crescimento de BL, que também foi maior nos pontos centrais: ensaios 9 (5,02 LogUFC.mL™?)
e 10 (5,05 LogUFC.mL™); e, menor para o Tratamento 6 (4,05 LogUFC.mL™). Maiores
crescimentos das bactérias probioticas nos pontos centrais (15% FrY e EPC) indicam meios
balanceados nutricionalmente que favorecem o crescimento sinérgico de ambas as bactérias
estudadas em um tempo adequado de fermentacdo. Menores crescimentos no Tratamento 6
(25% FrY e 15% EPC) mostram o efeito negativo do aumento no teor de FrY sobre o
crescimento das bactérias, que por sua vez € rica em prebidticos como a inulina, de forma
possivelmente a inibir o crescimento.

Quanto as respostas consumo de agUcares totais e redutores Cat (g/L) e Car (g/L), a0
avaliar o efeito das varidveis independentes do DCCR, nota-se maior Cat nos pontos centrais
Tratamento 9 (34,3 g/L); 10 (34,3 g/L) e 11 (34,1 g/L) e menor Cat para o Tratamento 3 (18,4
g/L) seguido do Tratamento 6 (19,2 g/L).

Todos os resultados apresentados na Tabela 6 foram tratados estatisticamente, e assim
foram obtidos os coeficientes da regressdo e foi feita a analise de variancia ANOVA a 95% de
confianga (p<0,05). Para os modelos com bom ajuste (coeficiente de determinagdo R?> 0,70 e
regressao significativa pelo teste F), foram geradas superficies de respostas e curvas de contorno

(Rodrigues e lemma, 2014).
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Tabela 6 - Resultados dos ensaios do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Respostas

%FrYy  %EPC Tempo  CrsTotal CrsLR CrsBL Car Car Pers  Par L* a* b* Turbidez

Trat. (x1) (x2) (h)  (LogUFC.mLY)  (LogUFC.mL%Y) (Logurcmi?) (g/L)  (g/L) (g/L) (g/L) Final
1 -1(7,9) -1(4,36) 19,50 4,95 5,14 4,89 2530 2357 019 0,68 1251 4,67 1368 2,63

2 -17,9) 1(25,64) 20,00 4,97 4,81 5,00 2387 24,18 0,18 081 453 6,04 7,19 2,84

3 1(22,08) -1(4,36) 20,00 4,51 4,41 4,53 18,37 2352 021 084 560 9,00 9,60 2,57

4  1(22,08) 1(25,64) 20,25 4,22 4,37 4,17 19,52 19,08 0,23 1,07 0,26 097 045 2,99

5 -141(5) 0,0(15) 20,40 4,89 5,33 4,64 20,42 18,24 0,00 057 11,34 6,42 1442 297

6 1,41(25) 0,0(15 20,40 4,13 4,31 4,05 19,16 17,81 0,08 1,08 091 260 1,55 2,99

7 0,0(15) -1,41(0) 19,50 4,97 5,24 4,89 2491 18,67 0,00 0,77 4,77 449 6,78 2,78

8 0,0(15) 1,41(30) 20,00 4,77 4,95 4,71 20,87 2191 000 083 068 1,9 1,16 3,00

9(pc) 0,0(15) 0,0(15) 20,00 5,10 5,29 5,02 3429 34,05 0,03 0,78 6,34 633 892 2,84
10(pc) 0,0(15) 0,0(15) 20,00 513 5,33 5,05 3429 3410 0,03 0,77 7,40 7,77 1048 2,75
11(pc) 0,0(15) 0,0(15) 20,00 512 5,28 5,05 34,12 34,17 0,03 0,77 751 833 1145 2,77

Legenda: Trats: Tratamentos; CrsTotal: Crescimento total; CrsLR: Crescimento de Lactobacillus rhamnosus; CrsBL: Crescimento de Bifidobacterium

longum; Car: Consumo de agucares totais; Car: Consumo de agUcares redutores; Peps: Producéo de exopolissacarideos; Par: Producéo de cidos totais; L*:
luminosidade; a* var. vermelho e verde; b* var. amarelo e azul; pc: ponto central.
Fonte: Do Autor, 2021.
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H& também maior Car para 0s pontos centrais Tratamento 9 (34,1 g/L); 10 (34,1 g/L) e
11 (34,2 g/L) e menor Car para o0 Tratamento 6 (17,8 g/L). Tais resultados sdo corroborados
com os resultados do crescimento total e diferenciado das bactérias probioticas nos pontos
centrais e tratamento 6, ja que a tendéncia é de maior consumo de substratos com maior
crescimento celular.

A producdo de EPS néo se distanciou muito dos resultados encontrados no PB 12, pois
todos os tratamentos também apresentaram resultados baixos de produgdo (méx. 0,23 g/L no
tratamento 4) enquanto que alguns nao apresentaram producéo nenhuma (Tratamentos 5,7 e 8),
podendo este resultado ser comparado aos obtidos por Li et al. (2014) que obteve até 0,63 g/L
ao fermentar extrato de soja pela bactéria Lactobacillus rhamnosus e Savadogo et al. (2004)
que obteve até 0,8g/L de EPS em caldo MRS fermentado por Streptococcus thermophilus.
Considerando-se a complexidade envolvida no processo de producdo de EPS e ainda as
constatacdes de Mondragdn-Bernal et al. (2017) de que ndo ha correlacdo entre crescimento
celular e producdo de EPS, mas ha correlagdo entre aumento da viscosidade do meio e producao
de EPS. Verifica-se que os resultados aqui encontrados resultaram em produtos pouco Viscosos,
portanto, os produtos fermentados neste estudo assemelham-se mais a bebidas fermentadas tipo
kombucha.

A Pat (g/L) nos tratamentos do DCCR, variou entre 0,57 g/L (Tratamento 5) a 1,07 g/L
(Tratamento 4) apresentando um valor médio de 0,8 g/L nos pontos centrais. Conforme mostra
a Tabela 10, o teor de farinha de yacon exerceu efeito significativo e positivo na producédo de
acidos totais, deixando, portanto, a bebida mais acida.

Com respeito a cor, verificou-se que tanto o teor de farinha de yacon, como o teor de
Extrato de polpa de café influenciaram de forma significativa e negativa os parametros de
luminosidade (L*), como o parametro b*, deixando a bebida mais escura, ao nivel de 5% de
significancia (Tabela 10). J& para a parametro a*, apenas o teor de extrato de polpa de café
(EPC) exerceu efeito significativo e negativo. O maior valor para o pardmetro de cor L*
(luminosidade) foi o Tratamento 1 (12,51) indicando ser a cor do meio fermentado mais clara
entre todos os tratamentos, sendo que a cor do Tratamento 4 foi a mais escura, com menor valor
de L* (0,41). Para o parametro a* (Var. entre vermelho e verde) o Tratamento 11 apresentou
maior valor (8,33) ndo se distanciando muito dos demais ensaios no ponto central, e 0o
Tratamento 4 também apresentou menor valor (0,97).

Quanto ao parametro b* (Var. entre amarelo e azul) o Tratamento 1 apresentou maior

valor (13,68) e o Tratamento 4 menor valor (0,45). Logo o tratamento 4 apresentou-se como 0
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tratamento mais escuro e o tratamento 1 o mais claro. Por se tratar de uma bebida a base de
café, a melhor cor seré aquela que lembre mais a este. A avalia¢do sobre os pardmetros de cor
pode auxiliar na determinacdo do melhor prot6tipo em termos dos pardmetros instrumentais
para cor, para aqueles que se melhor enquadram com o tipo de bebida que remete a café com
extratos vegetais, sendo assim buscou-se trabalhar na regido do 6timo para favorecimento de
tons marrom-claro nos passos finais de validagdo dos melhores prototipos.

Outro parametro fisico utilizado para nortear a definicdo dos melhores prototipos foi a
turbidez final que se apresentou com maior valor para o Tratamento 8 (3) e menor para o
Tratamento 1 (2,63), mas de maneira geral pode-se notar ndo haver elevada variagéo entre os
resultados de turbidez final de todos os tratamentos estudados no DCCR. Verificou-se que
apenas o teor de extrato de polpa de café exerceu efeito significativo e positivos sobre a turbidez
(p-valor < 0,05). Quanto maior o teor de EPC maior sera a turbidez da bebida fermentada.
Estudos com analises sensoriais serdo necessarias para determinar a aceitacdo por parte dos
potenciais consumidores das preferéncias e aceitagdo quanto a sabor, viscosidade, turbidez e
cor.

Os coeficientes de regressao e seus efeitos (destacados em negrito) sdo apresentados nas
Tabela 7 e 8 para todas as respostas avaliadas. Os modelos que apresentaram bom ajuste aos
dados experimentais foram Tempo (t), Crescimento Total (CrescTotal); Crescimento de
Bifdobacterium longum (CrescBL), Crescimento de Lactobacillus rhamnosus (CrescLR),
Consumo de acucares totais (Cat), Producdo de acidos totais (Pat) e Parametros de cor
L*a*b* A Tabela 9, apresenta os resultados da andlise de variancia ANOVA a 95% de
confianca (p<0,005) para os casos em que houve bons ajustes dos modelos.

A Figura 1 representa as superficies de respostas para cada variavel independente ajustada

aos modelos quadraticos polinomiais (Equacdes 3, 4, 5, 6, 7,8 ,9,10 e 11).
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Tabela 7 - Coeficientes de regresséo, r2 e p-valor gerados a partir das analises sobre
tempo; CrsTotal; CrsLR; CrsBL; Cat € Car

Respostas
CrsTotal CrsLR CrsBL Cart Car
Tempo (h)  (LoguFC.mL?)  (LogUFC.mL?)  (LogUFC.mL"Y) (g/L) (9/L)
p- p- p- p- p- p-

Parametros Regr valor Regr. valor Regr. valor Regr. valor Regr. valor Regr valor

Media/Inter. 20 000 511 000 530 0,00 504 000 3422 0,00 24,18 0,00
X1 (L) 009 013 -028 000 -032 000 -025 000 -163 0,04 0,07 0,25
X1(Q) 016 004 -031 000 -03 000 -032 000 -711 0,00 -0,03 0,61
Xz (L) 018 001 -006 000 -009 017 -0,06 006 -0,74 0,28 0,07 0,25
X2 (Q) -0,15 0,04 -0,23 0,00 -0,17 006 -0,10 0,02 -556 0,00 -0,03 0,61
XXz -0,06 043 -007 000 007 044 -011 002 064 049 -0,15 0,12

R? 0,87 099 000 097 0,97 0,96 0,58

Legenda: CrsTotal: Crescimento total; CrsLR: Crescimento de Lactobacillus rhamnosus; CrsBL.:
Crescimento de Bifidobacterium longum; Car: Consumo de agucares totais; Car: Consumo de
acucares redutores. L: Termo Linear; Q (Termo Quadratico). R? coeficiente de determinacéo. Regr:
Coeficientes de regressao.

Fonte: Do Autor, 2021.

Tabela 8 - Coeficientes de regressdo, r2 e p-valor gerados a partir das analises sobre
Peps; Pat; L*, a*, b* e Turbidez Final

Respostas

Turbidez
Parametros PEPS (g/L) PAT (g/L) L* a* b* Final

p- p- p- p- p- p-
Regr. valor Regr wvalor Regr. valor Regr. wvalor Regr. valor Regr. valor

Média/Interagdio 0,02 0,72 0,77 000 7,08 0,00 747 000 1028 0,00 278 0,00

X1 (L) 002 061 014 000 -324 o000 -0,76 017 -362 0,00 0,01 0,76

X1(Q) 005 03 003 026 -015 082 -115 0,10 -0,72 047 005 0,36

X2 (L) 000 09% 005 007 -238 000 -128 004 -294 001 011 0,04

X2 (Q) 003 052 002 047 -18 004 -18 002 -271 0,03 0,00 091

X1Xa2 000 088 002 054 066 044 -234 001 -066 05 005 041
R? 0,24 0,89 0,92 0,86 0,90 0,63

Legenda: Peps:Producdo de exopolissacarideos; Par:Producéo de acidos totais; L*: luminosidade; a*
var. vermelho e verde; b* var. amarelo e azul. L:Termo Linear; Q(Termo Quadratico). R2 coeficiente
de determinacédo. Regr: Coeficientes de regresséo.

Fonte: Do Autor, 2021.

Os resultados das Tabelas 7 e 8 indicam que quanto maior a concentracdo de FrY no meio
a tendéncia é de maior, maior producdo de &cidos titulaveis, porém, elevadas concentraces
dessa matéria prima levam ao efeito inibidor do crescimento das bactérias com consequente

diminuigdo no consumo de substratos do meio. Assim deve-se limitar a adigéo da farinha de
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yacon no meio de fermentacdo para evitar que esses fendmenos inibitérios, sendo indicado um
teor em torno de 7,5%m/m.

Os resultados indicam também que quanto maior a propor¢do do EPC no meio maior o
tempo de fermentacdo; diminuicdo também no crescimento total, mostrando que um valor
intermediério de EPC, em torno de 7,5%m/v seria indicado. Os efeitos sobre os parametros de
cor e turbidez indicam haver maior escurecimento e turvacdo no meio na medida em que se
adiciona ECP.

Observa-se pela Tabela 9 que os modelos de regressdo para Tempo (h); CrescTotal
(LogUFC.mL™); CrescLR (LogUFC.mL™); CrescBL (LogUFC.mL™); Car (g/L); Pat (g/L) €
Pardmetros de cor L*,a*,b* tiveram bons ajustes aos dados experimentais, pois foram
significativos pelo Teste F (Fcalculado > Ftabelado, p-valor<0,05) e apresentaram bons
coeficientes de determinacdo (R2> 0,7). Desta forma foram geradas curvas de contorno (Figura
6) e modelos preditivos para as respectivas respostas (Egs: 3,4,5,6,7,8,9,10 e 11), em que, para
os modelos, x1 é o valor codificado da % da FrY e x2 é o valor codificado da % de EPC.

Tabela 9 - Analise de variancia ANOVA para as respostas Tempo; CrescTotal;
CrescBL,; CrescLR; Car; PaT e Parametros de cor L*, a*, b*

Tempo (h)

Fonte de Variacao SQ GL QM Fcalc Ftab (5%)  p-valor
Regresséo 0,77 5 015 7,14 5,05 0,02
Error 0,10 5 0,02
Total 0838 10
R2 0,98

CrescTotal (LogUFC.mL?)
Fonte de Variagdo  SQ GL QM Fcalc Ftab (5%)  p-valor

Regressdo 1,25 5 0,25 322,21 5,05 2,88x10°
Error 0,00 5 0,00
Total 126 10
r2 0,99

CrescLR (LogUFC.mL™)
Fonte de Variagdo  SQ GL QM Fcalc Ftab (5%)  p-valor

Regressdo 1,52 5 0,30 9,65 5,05 0,01
Error 0,15 5 0,03
Total 168 10
r2 0,98

CrescBL (LogUFC.mL™?)

Fonte de Variagdo ~ SQ GL QM Fcalc Ftab (5%)  p-valor
Regresséo 1,20 5 0,24 42,71 5,05 0,00
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Error 0,02 5 0,00

Total 1,23 10
r2 0,97
CAT (g/L)

Fonte de Variacdo SQ GL QM Fcalc Ftab (5%)  p-valor
Regresséo 38783 5 7756 25,27 5,05 0,00
Error 1534 5 3,06
Total 403,18 10
r2 0,96

PAT (g/L)

Fonte de Variacdo SQ GL QM Fcalc Ftab (5%)  p-valor
Regressdo 0,19 5 0,03 8,24 5,05 0,01
Error 0,02 5 0,00
Total 0,22 10
r2 0,89

Parametro L*
Fonte de Variagdo SQ GL QM Fcalc Ftab (5%) p-valor

Regressdo 151,74 5 30,34 11,75 5,05 0,00
Error 1290 5 2,58
Total 164,65 10
r2 0,92

Parametro a*
Fonte de Variagdo SQ GL QM Fcalc Ftab (5%) p-valor

Regressdo 60,62 5 12,12 6,44 5,05 0,03
Error 9,41 5 1,88
Total 10,03 10
r2 0,86

Parametro b*
Fonte de Variagdo SQ GL QM Fcalc Ftab (5%) p-valor

Regressdo 21828 5 43,65 9,24 5,05 0,01
Error 2361 5 4,72
Total 241,90 10
r2 0,90

Legenda: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; QM Quadrado médio; Fcalc: F calculado;
Ftab: F tabelado; r2: coeficiente de determinagdo explicado.
Fonte: Do Autor, 2021.
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Figura 1. - Curvas de contorno para Tempo (a); CrescTotal (b); CrescLR (c); CrescBL (d);
Car (e); Pat (f); L*(g); a*(h) e b*(i).
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Fonte: Do Autor, 2021.

Tempo= 20 + 0,093*x1 + 0,16*x12 + 0,18*x2 - 0,15*x22 - 0,0625*x1*x2
CrescTotal=5,30 - 0,32*x1 - 0,30*x12 - 0,098*x2 - 0,17*x22 + 0,073*x1*x2
CrescLR=5,30- 0,32*x1- 0,30*x12- 0,09*x2 - 0,17*x22+ 0,07375*x1*x2
CrescBL=5,03- 0,25*x1 - 0,32*x12- 0,06*x2- 0,10*x22- 0,116*x1*y2
Cat=34,22-1,63*x1 -7,11*x12 -0,74*x2- 5,56*x22+ 0,64*x1*x2

Pa7=0,76 +0,14*x1 +0,03*x12+ 0,055*x2 +0,022*x22+ 0,0225*x1*x2
L*=7,08- 3,24*x1- 0,15*x1? -2,38*x2- 1,85*x22+ 0,66*x1*Xx2

a*=7,47 - 0,767*x1 -1,15*x12 -1,28*x2- 1,80*x22- 2,34*x1*x2

b*=10,28 -3,62 *x1- 0,71*x12 -2,94*x2- 2,71*x22- 0,66*x1*x2

Eq (3).
Eq (4).
Eq (5).
Eq (6).
Eq (7).
Eq (8).
Eq (9).
Eq (10).

Eq (11).
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Avaliando-se a Figura 1(a) pode-se notar dentro dos limites desse estudo que a regido
Otima para fermentacdo em menores tempos (em torno de 20h) esté nas faixas de concentracdo
de 8-15% FrY e de 4,3% do EPC. A faixa Otima para obtencdo dos maiores CrescTotal;
CrescLR e CrescBL (entorno de 13 LogUFC.mL™) est4 entre 8-15% de FrY e 5-23% de EPC
como pode ser visto nas Figuras 1(b), 1(c) e 1(d). De acordo com a Figura 6(e), a faixa 6tima
para maior Cat (Aprox. 34 g/L) esta entre 11-16% FrY e e 11-16% de EPC, bem préximo da
faixa 6tima de FrY e dentro da faixa 6tima de EPC para crescimento das bactérias. Para maior
Pat (Aprox. 1 g/L) a faixa Otima a se trabalhar é de 22-24% da FrY e 25,6-26% do EPC
conforme Figura 1(f), o que ndo coincide com a o 6timo para crescimento celular e consumo
de substratos, ou seja, para 6tima producao de &cidos é requerido maiores concentracdes de FrY
e EPC que por suas vezes causam efeitos inibitorios do crescimento celular. E em se tratando
dos parametros de cor, os valores intermediarios para L* (7), a* (7,5) e b* (10) foram
considerados os melhores estando nas regifes 6timas de 13-19% de FrY e 21-25% do EPC para
L* (Figura 1(g)); entre 21- 25% de FrY e 21-27% de EPC (Figura 1(h)) para a* e entre 15-25%
da FrY e 17-27% do EPC para b* (Figura 1(i)), pois nessas regides verificou-se favorecimento
da cor marrom-claro, oque remete ao café com leite.

Atraveés dessa avaliacdo buscando-se determinar os melhores protétipos, considerou-se
como mais relevante as regides do 6timo para as respostas de tempo (menores tempos) e
contagens de células (o suficiente para ser considerada bebida funcional) para determinacédo das
duas formulacdes para validacdo dos modelos segundo analise do DCCR. De acordo com a
legislacdo brasileira, para ser considerado alimento probidtico a contagem total de células no
meio deve ser de no minimo 9 LogUFC.mL™ por dose diéria e ainda que para desempenharem
efeito funcional 6timo no organismo as células devem se apresentar em concentra¢cdo minima
6 LogUFC.mL™ (ANVISA, 2002). Desta maneira considerando os resultados avaliados em
cada tratamento do DCCR, nota-se que todos se enquadram em alimentos funcionais de acordo
com a legislacdo uma vez que todos apresentaram contagem superior a 9 LogUFC mLt com
regido 6tima de 8-15% de FrY e 5-23% de EPC. Com relagdo ao tempo, buscando beneficiar o
processo, o ideal é que seja 0 menor possivel, todos os tratamentos para 0 DCCR apresentaram

tempo de fermentagdo em torno de 20h com regido 6tima de 8-15% FrY e de 5% do EPC.
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3.4. Validagao dos Modelos

Para validacdo dos modelos foram elaborados dois tratamentos com teores de FrY (%m:v)
e EPC (%v:v) estabelecidos dentro da regido de 6timo das varidveis respostas que apresentaram
bom ajuste do modelo como demonstra a Tabela 10.

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos da validagdo dos modelos, bem como os
resultados dos valores preditos pelos modelos e desvios relativos. Através dessa tabela pode-se
verificar baixos desvios relativos (<10%) para as respostas: Tempo (h); CrescTotal
(LogUFC.mL™); CrescLR LogUFC.mL™) e CrescBL (LogUFC.mL™?), obtendo-se modelos
validados para esses casos. Para as respostas que apresentaram desvios relativos acima de 10%,
ndo foi possivel validar os modelos.

Desta maneira no experimento realizado, pode-se predizer o tempo de fermentacédo (h) e
crescimento das bactérias probidticas (LogUFC.mL™) nos meios com essas formulagdes e
proporcbes das bactérias, dois parametros importantissimos de serem controlados para

otimizacdo do processo fermentativo em questao.

Tabela 10 - Formulag6es utilizadas para validagédo dos modelos

Tratamentos FrY (%om:v) EPC (%v:v) EPCfr(%Vv:v) EAJ (%v:v)
1 10 8 5 17,5
2 14 16 5 17,5
Legenda: FrY: Farinha de Yacon; EPC: Extrato da polpa de café; EPCF: Extrato da polpa de café
funcional; EAJ: Extrato das améndoas de jeriva.
Fonte: Do Autor, 2021.
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Tabela 11 - Validacdo dos modelos; valores experimentais e preditos e desvios relativos

Resultados Experimentais

Trat. Tempo (h) CrescTotal CrescLR CrescBL
(LogUFC.mL?)  (LogUFC.mL?)  (LogUFC.mL%)
1 20,0 5,07 5,63 4,80
2 20,5 5,04 5,75 5,48
Valores Preditos
Trats. Tempo (h) CrescTotal CrescLR CrescBL
(LogUFC.mL?Y)  (LogUFC.mL?) (LogUFC.mL%)
1 19,8 5,11 5,40 4,99
2 20,0 5,14 5,32 5,06
Desvios Relativos
Trat.. Tempo % CrescTotal % CrescLR % CrescBL %
1 11 0,7 41 3,9
2 2,4 2,1 7,5 7,6

Legenda: Trats: Tratamentos; CrescTotal: Crescimento Total; CrescLR: Crescimento de Lactobacillus
rhamnosus; CrescBL: Crescimento de Bifidobacterium longum; Par: Producéo de acidos totais; L*, a*
e b*: Parametros de cor.

Fonte: Do Autor, 2021.

3.5. Analise da producéo de acidos organicos na bebida simbiotica

Apbs quantificacdo em triplicata dos acidos latico e acético de todos os tratamentos do
DCCR nos tempos inicial (t0) e final (tf) de fermentacdo por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), obteve-se os resultados médios de producéo de &cidos (Prod.Ac.) descritos
pela Tabela 12.

Tabela 12 - Producdo de acidos: latico e acético no DCCR.

Trats Prod. Acido Prod. Acido
Latico (g/L) Acético (g/L)
1 2,89+0,11 0,10+0,02
2 5,05+0,0 0,26%0,02
3 3,87+0,0 -
4 5,44+0,3 -
5 3,47+0,05 -
6 4,95+0,4 i
7 3,68+0,3 0,10+0,00
8 4,6+0,14 -
9 4,03+0,08 -

Fonte: Do Autor, 2021.

Estudos comprovam que as bifidobactérias tendem a produzir maior concentracdo de
acido acético do que acido latico a partir do consumo da glicose como principal fonte

energeética, normalmente em proporcdes de 1,5:1 (moles de &cido acético: acido latico) (Fukuda,
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et al., 2011). Neste estudo verificou-se o contrario, uma tendéncia na maior producéo de acido
latico sobre &cido acético apds os tempos que cada tratamento levou para fermentar (=20h)
apesar de a bifidobacteria estar presente em maior proporcdo com relacdo a bactéria latica,
sendo que para alguns tratamentos sequer houve producdo de &cido acético, um resultado
benéfico em termos sensoriais ja que o &cido acético tende a agregar flavor desagradavel ao
paladar quando consumido, ao contrério do &cido latico (Mondragon-Bernal, 2004).

Através dos resultados das médias de producdo, nota-se que o Tratamento 4 (5% EPCF;
17,5% EAJ; 22,08% FrY e 25,64% EPC) apresentou maior producéo de acido latico (5,44 g/L)
sem producgdo do acido acético enquanto que o Tratamento 1 (5% EPCF; 17,5% EAJ; 7,9% FrY
e 4,36% EPC) apresentou menor producédo do acido latico (2,89 g/L) e tracos do &cido acético
(0,10 g/L), assim como pode ser visualizado nos cromatogramas de uma das repeti¢cbes de
tempo inicial e final destes tratamentos ilustrados pelas Figuras 2 (a e b) e 3 (a e b) a seguir. Os
cromatogramas de todos os tratamentos neste estudo avaliados, estdo reunidos no Apéndice B.
A maior producdo de &cidos encontrada no Tratamento 4 pode ser explicada pela maior
concentracdo de FrY e vice-versa para o Tratamento 1, visto que essa variavel exerceu efeito
significativo positivo na producdo de &cidos titulaveis como visualizado anteriormente na
avaliacdo do DCCR. Uma vez estando a proporc¢do de 75%BL/25%LR fixada para todos 0s
tratamentos, pode-se dizer que houve prevaléncia na producdo do acido latico pela bactéria
latica.

Cui et al.,, 2011, ao fermentar palha de milho com cultura mista de Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus brevis, notaram haver producéo de entorno 17,7 g/L de &cido latico
como resultado da fermentagédo pela Lactobacillus rhamnosus. Wang, et al., 2010, detectou
concentragdes de até 174,5 g/L de &cido latico utilizando 275 g/L de p6é de mandioca com total
de 222,5 g/L de acucar atraves da fermentacdo do meio pela Lactobacillus rhamnosus,
indicando o potencial dessa bactéria em fermentar meios vegetais alternativos. Hernandez-
Torres, 2019 encontrou até 7,4 g/L de acido latico produzido pela mistura de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei; Lactobacillus rhamnosus; Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium longum em meio formulado com 10% de farinha de yacon e 7% de farinha de
amendoim.

De maneira geral, nas condic¢Oes deste estudo, o &cido latico tornou-se mais relevante
devido a sua expressiva producdo comparado ao 4&cido acético, especialmente pelas

caracteristicas benéficas que pode agregar ao sabor do produto acabado, apesar de néo ter sido
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detectado em concentragdes tdo elevadas quanto as notadas em estudos que envolvem bases

vegetais e bactérias do acido latico.

Figura 2. - Cromatograma do tratamento 1, tempo inicial, repeticdo 1 (a); Cromatograma
do tratamento 1, tempo final, repeticéo 1 (b).
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Fonte: Do Autor, 2021.
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Figura 3. - Cromatograma do tratamento 4, tempo inicial, repeticdo 1 (a); Cromatograma
do tratamento 4, tempo final, repeticdo 1(b).
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Fonte: Do Autor, 2021.

3.6. Avaliacao da proporcao de bactérias vivas, mortas e injuriadas por Citometria de
Fluxo

Através do uso do software de tratamento de dados FlowJo, determinou-se o melhor
enquadramento da distribuicdo celular, de cada tratamento englobando a populagédo alvo do
estudo possibilitando a geracdo dos histogramas e seus respectivos quadrantes (Q1, Q2, Q3 g
Q4), onde o eixo SSH-H corresponde a granulosidade celular (Ajustado a 600V), FL2-H ao
lodeto de Propidio (injdria celular-Ajustado em 400V) e FL1-H ao CFDA (viabilidade celular-
Ajustado em 600V).

Neste experimento ndo foram conduzidas avaliagbes sobre amostras em branco, desta
forma as conclusdes foram tomadas com base na analise de um padrdo detectado sobre as

células de se concentrarem proximas aos eixos pré-estabelecidos no histograma apo6s sua
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distribuicdo: Eixo Y= Canal FL1-H — Células marcadas por CFDA ou células vivas, portanto
quadrante 1 (Q1) retine maior concentracdo de células vivas com ativa atividade de esterase e
membrana celular intacta. Eixo X= Canal FL2- H — Células marcadas por lodeto de Propidio
ou células mortas, portanto o quadrante 3 (Q3) reline maior concentracdo de células mortas
indicando que a membrana foi comprometida e que ndo existe atividade de esterase detectavel;
Regido duplo negativa abaixo dos pontos X=0 e Y=0 pré-estabelecido na distribui¢do — Células
sem marcacao, portanto quadrante 4 (Q4) relne células ndo marcadas por ambos 0s corantes e
Regido duplo positiva acima dos pontos X=0 e Y=0 pré-estabelecidos na distribui¢do — Células
marcadas com ambos os corantes ou células injuriadas, portanto o quadrante 2 (Q2) relne
células marcadas por ambos 0s corantes indicando pequeno dano na membrana, porém ainda
com atividade de esterases.

A seguir sdo apresentados os graficos dos tratamentos com melhor distribuicdo das
células e suas repeticbes com reprodutibilidade no tf (Tratamentos 1,2,3,4,5 e 6), ou seja,
aqueles em que houveram melhor distribuicéo celular percorrendo os 4 quadrantes de interesse,
sendo, portanto, os tratamentos aqui avaliados quantitativamente na Tabela 13 e figura 4. A
Tabela 14 representa a média da contagem total de bactérias em LogUFC.mL™* para o tempo
final de fermentacéo de todos os tratamentos do DCCR, também avaliados em Citometria.

Agqueles tratamentos em que se observou, em todas as repeticoes nos t0 e tf, tendéncia de
retencédo das distribuicOes celulares sobre ou antes a linha vertical Y do histograma com mais
de 60% das células concentradas no quadrante duplo negativo (Q4 — sem marcagao)
(Tratamentos 7,8 e 9), sdo células ndo marcadas ndo apresentaram boa captura sendo
inviabilizadas suas avaliacdes, seus resultados numéricos e histogramas sdo apresentados no
Apéndice C.

Foi observado que os tratamentos que continham maior concentracdo da polpa de café
apresentaram maiores porcentagens sem marcacdo, podendo este fator ter influenciado
negativamente a andlise de viabilidade das celulas, além de se considerar possiveis erros
experimentais na dupla marcacdo, por sua vez altamente sensivel. Wilkes et al., 2012
confirmam o desafio encontrado na aplicacdo da citometria de fluxo em andlise de alimentos
devido as particulas que interferem na andalise. Bunthof e Abee (2002) encontraram dificuldades
nas avaliages por citometria de fluxo ao estudarem a viabilidade de cultura probidtica pura e
mista na fermentacdo de derivados lacteos como o queijo e o iogurte devido a interferéncia das

particulas solidas da matriz.
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Figura 4. - Distribuicdo de celulas nos 4 quadrantes do histograma no tempo final de
fermentacdo para Tratamento 1 (a); Tratamento 2 (b); Tratamento 3 (c);
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Tabela 13 - Média de porcentagem de distribuicdo do tempo final de fermentacéo (tf) para
cada quadrante dos Tratamentos 1,2,3,4,5 e 6.

Tratamentos Quadrante 1 Quadrante 2 (Q2) Quadrante 3 (Q3) Quadrante 4 (Q4) -

(Q1) — (%) Vivas - (%) Injuriadas — (%) Mortas (%) Sem Marcacéao
1 38,80+0,022 23,83+0,04° 23,30+0,01%¢ 14,12+0,072
2 45,76+0,042 3,00+0,02? 5,69+0,06? 45,50+0,1°
3 38,85+0,072 33,50+0,01° 19,75+0,08° 7,91+0,012
4 48,45+0,092 7,300,042 10,42+0,042 33,85+0,07"
5 34,35+0,042 32,55+0,2° 26,15+0,14° 7,00+0,38?
6 46,70+0,082 2,870,062 5,83+0,04? 43,60+0,03"

*As letras minGsculas na mesma coluna correspondem a analise estatistica (Teste de Tukey). Letras
diferentes correspondem a diferencga significativa a nivel de 5% de significancia, letras iguais
correspondem a igualdade significativa a nivel de 5% de significancia.

Fonte: Do Autor, 2021.

Tabela 14 - Média das contagens totais e de células nédo viaveis (LogUFC.mL™) no tempo
final de fermentacédo para os tratamentos possiveis de serem avaliados em Citometria de

Fluxo.

Tratamentos Contagem Total (tf) Células ndo viaveis
(LogUFC.mL™) (tf) (LogUFC.mL™?)

1 13,46+0,007¢ 3,13+0,007¢

2 13,46+0,003° 0,76+0,003°

3 12,99+0,03¢ 2,56+0,03°

4 12,73+0,03° 1,32+0,03°

5 13,4+0,002¢ 3,50+0,0024

6 12,58+0,01% 0,73+0,01%

*As letras minGsculas na mesma coluna correspondem a analise estatistica (Teste de Tukey). Letras
diferentes correspondem a diferencga significativa a nivel de 5% de significancia, letras iguais
correspondem a igualdade significativa a nivel de 5% de significancia.

Fonte: Do Autor, 2021.

Em acordo com as RDC n°2 de 2002 da ANVISA, para ser considerado alimento
probidtico as células devem permanecer vidveis no produto acabado em contagem de no
minimo 9 LogUFC.mL™, desta forma neste experimento tanto as contagens padrdo em placas
quanto a avaliacdo da viabilidade de células por citometria de fluxo comprovam que a bebida

simbiotica estudada apresenta potencial efeito funcional sobre o organismo humano. A
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citometria de fluxo permite quantificar, além das células vivas detectadas por contagem padrao
em placas, células mortas e injuriadas que compdem o meio.

No contexto dos potenciais beneficios dos pds-bidticos a saude, proporcoes elevadas de
células injuriadas ou mortas (parabioticos) e seus compostos extra e intra-celulares (pos-
bidticos) também s&o de grande relevancia para aderir funcionalidade ao alimento, como &cidos
graxos de cadeia curta, enzimas, peptideos, &cidos teicoicos, muropeptideos derivados de
peptidioglicano, endo e exo-polissacarideos, proteinas da superficie celular, vitaminas,
plamogénios e acidos organicos (Konstantinov et al., 2013; Oberg et al., 2011; Tsilingiri e
Rescigno, 2013).

Evidéncias recentes sugerem que a viabilidade bacteriana ndo é exclusivamente
necessaria para atingir efeitos promotores da salde, pois nem todos os mecanismos nem
beneficios clinicos estdo diretamente relacionados as bactérias vivas (Lee et al., 2002; Garcia,
2018). Os pos-bioticoss apresentam potencial antioxidante, antimicrobiano, imunomodulatorio,
anti-inflamatorio, hipocolesterolémicos, anti-obesogénicos e anti-hipertensivos (Sharma e
Shukla, 2016; Shenderov, 2013). Supde-se que sejam mais estaveis do que as bactérias vivas
das quais sdo derivados (Garcia, 2018).

Sendo assim pode-se concluir, considerando analogia sobre as contagens padrdo junto as
avaliacdes por citometria de fluxo nos tempos finais de fermentagdo, que os Tratamentos
1,2,3,4, 5 e 6 garantem a funcionalidade do produto gracas as células probidticas vivas e
compostos pds-bioticos presentes no meio, visto que nestes tratamentos verificou-se contagens
totais de células viaveis em (tf) acima de 9 LogUFC.mL?! (13,4 LogUCF.mL™; para
Tratamentos 1,2 e 5; 12,7 LogUCF.mL™ para o Tratamento 4; 12,9 LogUCF.mL™ para
Tratamento 3 e 12,5 LogUCF.mL™ para Tratamento 6) maiores proporc¢des de células vivas
(38,8%; 45,76%; 38,85%; 48,45%; 34,35% e 44,7% respectivamente) e proporcdes
consideraveis de células injuriadas (23,83%; 3%; 33,5%; 7,295%; 32,55% e 2,87
respectivamente).

Ainda acerca das possiveis conclusdes sobre a avaliacdo quantitativa da concentracao de
células vivas e mortas por citometria de fluxo, pode-se considerar que dos tratamentos
mencionados no paragrafo anterior o Tratamento 2 favoreceu o aumento de células vivas apds
fermentacdo passando de 38,56% (t0) para 45,76% (tf) e a diminuicdo consideravel da
concentracdo de celulas mortas passando de 24,43% (t0) para 5,69% (tf), como representado

pela Figura 5 ae b a seguir.
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Figura 5. - Distribuicéo de células nos 4 quadrantes do histograma para as trés repeticdes
do tempo inicial do Tratamento 2 (a) e do tempo final do Tratamento 2 (b).
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Fonte: Do Autor, 2021.

Raimond e Champagne (2015) ao compararem o método tradicional de contagem total de
células com a avaliacdo de células vivas de mortas por citometria de fluxo através da avaliacdo
de populacbes de Lactobacillus rhamnosus R0011 em suspensdes celulares, obtiveram
contagem total de 9,9 LogUFC.mL™ e em contrapartida 10,04 LogUFC.mL™ de células vivas e
7,92 LogUFC.mL™? de células mortas ap6s avaliagdo por citometria de fluxo, concluindo que
nessas suspensdes de células puras, a metodologia de citometria de fluxo € mais precisa do que
0 método tradicional de plaqueamento e enumeragdo microscopica, sendo que as culturas laticas
sdo particularmente propensas a variabilidade em contagens padrdo em placas devido as
particularidades de suas cadeias celulares (Goel e Marth, 1969), deve-se ainda considerar a
variabilidade no método de contagem em placas amplamente documentado em literatura (Corry
et al., 2007).

88



Geng et al. (2014), avaliando a viabilidade de Bifidobacterium lactis em quatro diferentes
produtos lacteos comparando com a contagem padrdo em placas, verificaram boa correlacdo
entre os dados com um valor de coeficiente de correlacdo de 0,945. O método de avaliacdo por
citometria de fluxo permitiu a quantificacdo rapida desta bactéria, compreendendo um tempo
de analise de 2h ao invés de 72h como o método de plaqueamento padrdo exige. E ainda os
autores comprovaram que o método de analise por citometria de fluxo permitiu analisar
especificidades da espécie.

Song Chen, et al. (2012), ao aplicarem citometria de fluxo combinada com dupla
coloracdo por CFDA/PI para avaliar os efeitos protetores da sacarose em seis cepas probidticas
submete-as a passagem pelo trato gastrointestinal in vitro, verificaram maior concentragdo
(23%) de células intactas do histograma para analise de Lactobacillus rhamnosus, e ainda
notaram que a sacarose exerce efeito protetor sobre as células, sendo que nessa condi¢cdo mais

de um décimo das bactérias avaliadas se mantiveram intactas.

3.7. Resultados das Avaliacbes Funcionais

3.7.1. Teste de Digestibilidade in vitro

Os testes de digestibilidade in vitro foram conduzidos sobre as amostras de tempo final
de fermentacdo dos dois tratamentos avaliados nas valida¢es dos modelos do DCCR, sendo
Tratamento 1 formulado em proporgdes de 10% FrY; 8% EPC; 5% EPCre 17,5% EAJ e
Tratamento 2 formulado em propor¢oes de 14% FrY; 16% EPC; 5% EPCre 17,5% EAJ.

Foram realizadas contagens totais (CT) (LogUFC.mL™), em triplicata, sobre os dois
tratamentos de forma a avaliar o efeito do trato gastrointestinal simulado sobre as bactérias
Lactobacillus rhaminosus (LR) e Bifidobacterium longum (BL) na proporgdo em que foram
inoculadas nos meios de fermentaco em estudo (5x108 UFC.mL contendo 25% de LR e 75%
de BL) buscando identificar a capacidade de sobrevivéncia desse indculo apos transito completo
pelo trato gastrointestinal, sendo as avaliagfes ocorridas apés 30 min de contato com a saliva
(pH=6); 1h e 3h ap6s contato com o suco gastrico (pH=1,2) e 4h e 8h apds contato com 0 suco
intestinal e suco pancreaticos previamente elaborados (Metodologias adaptadas de Bernucci,
2017; Mondragon-Bernal, 2009 e Hernandes-Torres, 2019).

A Tabela 15 demonstra os resultados das contagens totais obtidas nessas condicdes de
avaliagéo, nela pode-se notar que houve perdas variando de 7,6% a 60% no Tratamento 1 e de

8,95% a 39,2% no Tratamento 2 apds transito completo pelo trato gastrointestinal simulado, e
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desta forma vé-se que nas condi¢Oes que se se deu o Tratamento 1 e 2 apresentaram resultados
semelhantes visto que ambos apresentaram reducédo de até 60% com relacdo a suas contagens
totais iniciais mantendo-se em torno de 5,26 LogUFC.mL™ e 5,21 LogUFC.mL™ ao final de
modo que a reducéo no Tratamento 1 se deu de forma menos intensa até as 4h de simulacdo. A
dréstica reducdo na concentracao de células vivas no meio, pode ser associada a falta do efeito
protetor que o meio formulado poderia vir a exercer sobre as bactérias.

Tabela 15 - Resultados das CT (LogUFC.mL™) das bactérias presentes nos dois tratamentos
estudados durante as 8 horas de digestao do trato gastrointestinal in vitro

Tratamento 1 Tratamento 2
Digestéo Tempo CT (LogUFC.mLY)*  9%Perda CT %Perda
(h) (LogUFC.mL)*
Sem Digerir (Tf das 13,2+0,3 13,29+ 0,41
Fermentacoes)
Saliva pH=6 0,5 12,1 +0,1 7,6 12,10+ 0,14 9,0
Suco Gastrico
pH=1,2 1 8,32+0,02 36,7 8,44 +£0,02 36,4
Suco Gastrico
pH=1,2 3 8,1+0,1 38,6 8,110 + 0,001 39,0
Suco Int.+Suco Panc.
pH=4 4 5,59+0,07 42,5 5,51+ 0,05 58,5
Suco Int.+Suco Panc.
pH=8 8 5,26+0,04 60,0 5,21+0,19 60,8

Legenda: *CT= Contagens Totais, o0s resultados sdo médias das andlises em triplicata. As % Perda
foram definidas com relacgdo &s contagens totais verificadas ao tempo final de fermentagdo sem
digestéo.

Fonte: Do Autor, 2021.

De modo geral em ambos os tratamentos pode-se notar certa estabilidade nas contagens
na primeira hora de avaliacdo e maior sensibilidade/perdas ap6s 4h e 8h de digestdo devido a
interacbes com os sais biliares e enzimas presentes nos sucos intestinais e pancreaticos, e
considerando as contagens finais verifica-se que ocorre manutencéo de cerca de 5 LogUFC.mL"
! de células vivas presentes no meio, para apresentar efeito terapéutico 6timo, as células devem
apresentar concentra¢cdes minimas de 7 LogUFC.mL™® (ANVISA, 2002). Deve-se ainda
considerar a presenca dos compostos pos-probidticos intra e extracelulares presentes no meio
devido a degradacdo das células injuriadas presentes em propor¢des consideraveis como
verificado no tépico de avaliagao por citometria de fluxo.

As condigdes acidas sdo um poderoso estresse ambiental ao qual as bactérias do acido
latico sdo submetidas no trato gastrointestinal (De Angelis e Gobbetti, 2004; Karimi Torshizi
et al., 2008; Kumar et al., 2011; Ljungh, 2006; Mattila-Sandholm, 2002; Olejnik et al., 2005;
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Schar-Zammaretti et al., 2005). Foi relatado que a presenca de sais biliares no ambiente de
culturas de bactérias € mais prejudicial do que o efeito do pH (Angelis e Gobbetti, 2004; Karimi
Torshizi et al., 2008; Olejnik et al., 2005), sendo que Shakirova et al., 2013 em seus estudos
confirma essa afirmacao ao detectar perda de até 57,6% das bactérias probioticas Lactobacillus
acidophilus (LA5) e Bifidobacterium lactis (Bb12) na interacdo com sais biliares.

Hernandez-Torres (2019) encontrou taxas de sobrevivéncia variando de 53 a 54% da
mistura dos probidticos LR:LBC:LA:BL em propor¢des de 8:22:2:68 respectivamente, ao
submeter tratamentos formulados com farinha de yacon e farinha de amendoim, nas mesmas
condicBes de simulacdo do trato gastrointestinal aqui estudadas. Mondragon-Bernal, 2009
obteve taxas de sobrevivéncia entre 37,9% a 68,3% da mistura de probioticos
LR+LBC+LA+BL submetidos a fermentacdo de extrato de soja.

Como um todo, pode-se analisar que os probioticos sobreviveram ao pH extremo do
estbmago simulado, no entanto, os extratos utilizados neste estudo n&o protegem
suficientemente as células contra a acdo das enzimas e sais biliares presentes nos sucos
pancreatico e intestinal, sendo interessante para futuras pesquisas, estudar a encapsulacao das

células para melhorar a sua resisténcia aos sucos digestivos humanos.

3.7.2. Teste de Hidrofobicidade

O teste de Hidrofobicidade se resume a medida da capacidade de bactérias como
lactobacilos e bifidobactérias em se aderir ao Tecido Linfoide Associado ao Intestino (GALT)
e logo de desempenharem sua atividade metabdlica sendo ainda que acidos graxos de cadeia
curta, biocinas, vitaminas, enzimas, entre outros, estdo entre alguns compostos metabolicos
dessas bactérias, os chamados pds probioticos (Beachey, 1981). Ter essa capacidade de adesdo
pode aumentar as chances de sobrevivéncia ao trato gastrointestinal das bactérias probidticas
(Okochi, et al., 2017), e assim exercer seus beneficios para a satde como agdo no sistema
nervoso central; reducdo da pressao arterial; normalizacdo do colesterol; influéncia sobre o
metabolismo da lactose e digestdo de alimentos; efeito sobre respostas imunolégicas e protecdo
contra infecgdes parasitarias; atividade anti-inflamatéria e fonte de vitamina B (George et al.,
2018). Quanto maior a hidrofobicidade, maior a capacidade das células em se aderir ao epitelio
intestinal.

Nas Tabela 16 estdo representadas as % de Hidrofobicidade (%H) das linhagens puras de

Bifidobacterium longum (BL), Lactobacillus rhamnosus (LR); In6culo contendo 25% LR e
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75% BL utilizado para as fermentagdes e amostras do tempo final de fermentagdo dos
Tratamentos 1 e 2 dos experimentos de validagdo dos modelos do DCCR.

Tabela 16 - Resultados das Médias de %Hidrofobicidade das linhagens puras, indculo e
tratamentos da validacdo dos modelos no tempo final de fermentacao

Tratamentos %H (Médias)
Linhagem Pura BL 13,81+0,01
Linhagem Pura LR 34,31+0,02

Inéculo (25%LR+75%BL) 25,5+0,02
T1tf 32,07+£3,53
T2tf 39,31+1,68

Fonte: Do Autor, 2021.

Segundo protocolo descrito por Felten et al. (1999), a hidrofobicidade é uma medida
indireta da capacidade funcional dos probioticos de adesdo ao tecido linféide associado ao
intestino (GALT), quanto mais hidrofébico maior sera a adesdo. A hidrofobicidade pode ser
classificada como alta (71-100%H), média (36-70%H) e baixa (0-35%H). De modo geral as
linhagens estudadas puras ou em mistura apresentaram baixa aderéncia. Comparando as
linhagens puras com o indculo formulado pode-se verificar que a LR apresentou maior
capacidade de aderéncia (34,43%H) comparada a BL (13,81%H) e Inéculo (25,5%H). Estudos
de Barbosa et al. (2005) e Hernandez-Torres (2019) comprovam que a BL realmente apresenta
menor capacidade de adesdo ao GALT com até 18%H.

Considerando os tratamentos de fermentacdo avaliados pode-se notar que o Tratamento
2 formulado por 16% EPC; 14% FrY’; 5% EPCre 17,5% EAJ, apresentou maior capacidade de
aderéncia (39,31%H) comparado ao Tratamento 1 (32,07%), sendo o Unico tratamento que se
enquadrou em hidrofobicidade média, provavelmente devido as interacBes quimicas e
microbioldgicas do meio e do indculo utilizado para este tratamento que continha mais EPC e
FrY, favorecendo uma maior %H. Hernandez-Torres (2019) verificou capacidade de aderéncia
da cultura mista de probiéticos que avaliou (LR:LBC:LA:BL em propor¢des de 8:22:2:68
respectivamente), de até 60,8% em meio formulado com 7% de Farinha e Yacon e 7% de
Farinha de Amendoim.

Os fatores de aderéncia estdo diretamente relacionados as cargas superficiais da estrutura
celular, sendo que a presenca de glico-proteinas na superficie celular faz com que as cargas
negativas (que causam maior repulsdo do que coesdo das células ao epitélio) diminuam
aumentando a hidrofobicidade e em contrapartida a presenga de polissacarideos pode aumentar

a relacdo de cargas negativas diminuindo a hidrofobicidade (Kos, et al., 2003; Schar-
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Zammaretti e Ubbik, 2003; Schar-Zammaretti et al., 2005). Pode-se associar esses fatos aos
resultados aqui observados j& que as condi¢fes de favorecimento de maior concentragcdo de
cargas negativas € uma caracteristica das bifidobactérias, utilizadas em maiores proporcoes
como indculo para as fermentacdes.

Estudo de Krausova et al., 2019, ao avaliar a capacidade de aderéncia de 20 diferentes
cepas isoladas de lactobacilos e bifidobactérias de origem humana e animal, notaram variacGes
nos valores de hidrofobicidade de 6,1%H a 87,4%.

Shakirova et al., 2013, ao avaliar a %H ao submeter bifidobactérias e lactobacilos ao
aumento da concentracdo de fontes e carboidratos e presenca ou auséncia de oxigénio durante
as fermentacgdes, notou aumentos lineares de %H em até 75,13%H ao aumentar a concentragao
de fontes de carboidrato na presenca de oxigenio e de até 79,37%H ao aumentar a concentracdo
de fontes de carboidrato na auséncia de oxigenio. Estes autores afirmam ainda que as
estimativas de hidrofobicidade s&o parametros importantes para prever a capacidade das
bactérias probidticas intactas de suportar ambientes extremos como o trato gastrointestinal

humano e, portanto, devem ser monitorados durante o cultivo.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel elaborar uma bebida fermentada simbidtica contendo extratos
vegetais de polpa de café, jerivd e yacon com as bactérias Lactobacillus rhamnosus e
Bifidobacterium longum em tempo de fermentagéo razoavel (=20h) e com contagens de células
suficientes para ser considerada funcional (>9 LogUFC.mL™). Os melhores protétipos de
bebida simbidtica continham de 10 a 14 % m/v de Farinha de Yacon, 8 a 16 %V/v de extrato de
polpa de café, 5% v/v de extrato de polpa de café funcional e 17,5% v/v de extrato de améndoas
de jeriva.

A bebida apresentou maiores proporcoes de acido latico favorecendo seu flavor (méax.
=5,44 g/L); consideraveis concentracdes de células vivas (max=48,45%) e presenca de pos-
bidticos (max=23,3%) identificados pela Citometria de Fluxo que agregam efeitos benéficos a
satde do consumidor.

Das avaliag¢6es funcionais in vitro, conclui-se que apesar de o produto acabado apresentar
elevadas concentragbes de bactérias viaveis (max.= 13 LogUFC.mL™) e sobreviver ao pH
extremo do estdmago, ndo resistiram fortemente a acdo das enzimas e sais biliares presentes

nos sucos pancreatico e intestinal (Contagens Finais=5 LogUFC.mL™?) sendo esse fato
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associado a ndo protegdo das células pelos extratos utilizados, e portanto sugere-se em futuros
estudos, avaliar a possibilidade de microencapsular as células para garantir protecdo e
resisténcia no transito intestinal. Foi ainda detectado capacidade de aderéncia média
(%H=39,31) dessas células ao colonizar o tecido intestinal devido as relacbes de cargas

eletrostaticas da Bifidobacterium longum, presente em maiores propor¢des neste estudo.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADEBAYO-TAYO, B.; ISHOLA, R. & OYEWUNMI, T. Characterization, antioxidant and
immunomodulatory potential on exopolysaccharide produced by wild type and mutant
Weissella confusa strains. Biotechnology Reports, v. 19, 2018.

ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. “Regulamento técnico de substancias
bioativas e probidticos isolados com alegacdo de propriedades funcional e/ou de satde”
Resolucdo n° 2 de 7 de janeiro de 2002.

AOAC - Official Methods of Analysis. 18 th Edition, Association of Official Analytical
chemists. Gaithersburg, 2012.

Aristizdbal-Marulanda, V.; Chacén-Perez, Y.; Alzate, C.A.C. The biorefinery concept for the
industrial valorization of coffee processing by-products. In Handbook of Coffee Processing By-
Products: Sustainable Applications; Elsevier Inc.: Amsterdam, The Netherlands, 2017; pp. 63—
92.

ASTANEDA, G. Enzymatic extraction of hydroxycinnamic acids from coffee pulp. Food
Technol. Biotechnol. Vol. 49, n° 3, p. 369-373, 2011.

BEACHEY, E.H. Bacterial Adherence: Adhesin- Receptor interactions mediating the
attachment of bacteria to mucosal surfaces. The Journal of Infectious Diseases, vol. 143, n°3,
p. 325-345, 1981.

BARBOSA, F.; HENRIQUE, F.; MARCAL, A. MARTINS, F.; NICOLI, J. Perfil de
hidrofobicidade da superficie de Bifidobacterium lactis Bb12 e Bifidobacterium longum Bb46
em funcdo do meio de cultura. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra, vol. 5, n° 2, p.0, 2005.

BERNUCHI, B.S.P.; LOURES, C.M.G.; LOPES, S.C.A,; OLIVEIRA, M.C.; SABINO, A.P,;
VILELA, J.M.C.; ANDRADE, M.S.; LACERDA, I.C.; NICOLE, J.R.; OLIVEIRA, E.S. Effect
of microencapsulation conditions on the viability and functionality of Bifidobacterium longum
51A. Food Science and Technology, v. 80, p.41-347, 2017.

BERTOLO, A.P. Batata yacon: caracterizacdo e inativacdo enzimatica. Revista CSBEA, vol.
3,n%1, 2017.

BUNTHOF, C. & ABEE, T. Desenvolvimento de um método de citometria de fluxo para
analise de subpopulacfes de bactérias em produtos probidticos e fermentos lacteos. Applied
and Environmental Microbiology, vol. 68, pp. 2934 — 2942, 2002.

94



COIMBRA, M.C. & JORGE, N. Proximate composition of guariroba (Syagrus oleracea), jeriva
(Syagrus romanzoffiana) and macalba (Acrocomia aculeata) palm fruits. Food Research
International, v. 44, p. 2139-2142, 2011.

Corry, J.E.L.; Jarvis, B.; Passmore, S.; Hedges, A. Uma revisdo critica da incerteza de medicao
na enumeragdo de microrganismos alimentares. Food Microbiol., vol. 24, pégs. 230 — 253,
2007.

CUI, F. & WAN, C. Lactic acid production from corn stover using mixed cultures of
Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus brevis. Bioresource Technology, v. 201, n°2, p.
1831-1836, 2011.

DE ANGELIS, M. & GOBBETTI, M. Respostas ao estresse ambiental em lactobacilos: uma
resivao. Protedmica, vol, 4, p. 106-122, 2004.

FELTEN, A.; CLAUDE, B.; CHANTAL, B.; PHILIPPE, H.L.; PHILIPPON, A. Lactobacilus
species identification, H202 production, and antibiotic resistance and correlation with human
clinical status. Journal of Clinical Microbiology, vol. 37, n°3, 1999.

Fukuda, S.; Toh, H.; Hase, K.; Oshima, K.; Nakanishi, Y.; Yoshimura, K.; Apostar.; Clarke,
JM; Topping, DL; Suzuki, T. As bifidobactérias podem proteger da infeccao enteropatogénica
por meio da producdo de acetato. Nature, v. 469, p. 543-547, 2011.

GARCIA, H S. Postbiotics: An evolving term within the functional foods field. Trends in Food
Science & Technology, v. 75, n. March, p. 105-114, 2018.

GENG, J; CHIRON, C.; COMBRISSON, J. Rapid and specific enumeration of viable
Bifidobacteria in dairy products based on flow citometry technology: A proof of concept study.
International Dairy Journal, v. 37, n° 1, p. 1-4, 2014.

GEORGE, K.; R. et al. Benefaction of probiotics for human health: A review. Journal of Food
and Drug Analysis, v. 26, n. 3, p. 927-939, 2018.

GOEL, M.C. & MARTH, E.H. Comprimento da cadeia de Leuconostoc citrovorum modificado
por procedimentos de dilui¢do e agitacdo da contagem de placas. J. Dairy Sci., v. 52, pp. 1941
—1947, 1969.

GRATTEPANCHE, F.; AUDET, P.; LACROIX, C.; Milk fermentation by functional mixed
culture producing nisin Z and exopolysaccharides in a fresh cheese model. International Dairy
Journal, vol. 17, n® 2, pag. 123-232, 2007.

GURRAM, R.; SAMUEL, M. A. & TAPAS, K. Technical possibilities of bioethanol
production from coffee pulp: a renewable feedstock. Clean Technologies and Environmental
Policy, v. 18, n. 1, p. 269-278, 2016.

HERNANDEZ-TORRES, D.L.H. Cinética, formulac&o e funcionalidade de fermentados de
farinha de yacon (S. sonchifolius) e amendoim (Arachis hypogae L.) por quatro linhagens

95



probidticas. 80 p. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias dos Alimentos) — Universidade
Federal de Lavras.

JHAM, G.N.; FERNANDES, S.A.; GARCIA, C.F.; SILVA, A.A. Comparison of GC and
HPLC for the quantification of organic acids in coffee. Phytochemical Analysis, vol. 13, n°2,
p. 99-104, 2002.

KARIMI TORSHIZI, M.A.; RAHIMI, S.H.; MOJGANI, N. ESMAEILKHANIAN, S.
GRIMES, J.L. Sreening of indigenous strains of lactic acid bacteria for development of a
probiotic for poultry. Asian Aust J. Anim. Sci., vol. 21, p. 1495-1500, 2008.

KONSTANTINOV, S.R.; KUIPERS, E.J., PEPPELENBOSCH, M.P. Functional genomic
analyses of the gut microbiota for CRC screening. Nature Reviews Gastroenterology &
Hepatology, v. 10, p. 741-745, 2013.

KOS, B.; SUSKOVIC, J.; VUKOVIC, S. SIMPRAGA, M.; FRECE, J.; MATOSIC, S.
Capacidade de adesdo e agregacao da cepa probiotica Lactobacillus acidophilus M92. J. Appl.
Microbiol., vol. 94, p. 981-987, 2003.

KRAUSOVA, G.; HYRSLOVA, I.; HYNSTOVA, I. In vitro evaluation of adhesin capacity,
hydrophobicity, and auto-aggregation of newly isolated potential probiotic strains. Journals
Fermentation, vol. 5, n°4, p. 100, 2019.

KUMAR, M.; DHILLON, S.; SINGHAL, A. SOOD, A.; GOSH, M.; GANGULLI, A. Cell
surface ans stress tolerance properties of a newly isolated Lactobacillus platarum CH1. Acta
alimentaria, vol. 40, p. 38-44, 2011.

LEE, E.; ZANG, Z.; CHOI, E.Y.; SHIN, H.K. JI, G.E. Cytoskeleton reorganization and
cytokine production of macrophages by Bifidobacterial cells and cell-free extracts. Journal of
Microbiology and Biotechnology, v. 3, p. 398-405, 2002.

LI, C.; LI, W.; CHEN, X.; FENG, M.; RUI, X.; JIANG, M.; DONG, M. Microbiological,
physicochemical and rheological properties of fermented soymilk produced with
eopolysaccharide (EPS) producing lactic acid bacteria strains. Food Science and Technology,
v. 52, n%2, p. 477-485, 2014.

LIJUNG, A. & WADSTROM, T. Lactic acid bacteria as probiotics. Curr. Iss. Intest.
Microbiol., vol. 7, p. 73-90, 2006.

LORENZI, H. Palmeiras brasileiras e exéticas cultivadas. Instituto Plantarum, Nova Odessa,
160 p. 2004.

MACEDO, M.G; LACROIX, C. GARDNER, N.J.; CHAMPAGNE, C.P. Effect os medium
supplementation on exopolysaccharide production by Lactobacillus rhamnosus RW-9595M in
whey permeate. International Dairy Journal, v. 12, n°5, p. 419-426, 2002.

MAGALHAES, K. T.; TAVARES, T.S.; GOMES, T.M.C.; NUNES, C.A. Effect of process
variables on the yield and quality of jeriva (Syagrus romanzoffiana) kernel oil from aqueous
extraction. Grasas y aceites, vol. 71, n° 1, 2020.

96



MATTILA-SANCHOLM, T.; MYLLARINEN, P.; CRITTENDEN, R.; MOGENSEN, G.;
FONDEN, R. SAARELA M. Technological challenges for future probiotic food. Int Dairy J.,
vol. 12, p. 173-182, 2002.

MENDE, S.; ROHM, H. & JARQOS, D. Influence of exopolysaccharides on the structure,
texture, stability and sensory properties of yoghurt and related products. International Dairy
Journal, v. 52, p. 57-71, 2016.

MENEZES, E.G.T.; CARMO, J.R.; MENEZES, A.G.T.; ALVES, J.G.L.F.; PIMENTA, C.J;
QUEIROZ, F. Use of different extractes of coffe pulp for the production of bioethanol. Applied
Biochemistry and Biotechnology, v.169, n°2, p. 673-687, 2013.

MIGOT, |.; MARQUES, A.B.; ROCHA, l.; CAVALCANTI, A.; ARGOLO, S. Color
evaluation of diferent brands and composite resin systems by spectrophotometer. Journals
Bahiana, v.8, n°3, p. 68-75, 2017.

MISHRA, V.; Y PRASAD, D.N. Aplicaciéon de métodos in vitro para la seleccion de cepas de
Lactobacillus casei como probidticos potenciales. Int. J. Food Microbiol., v. 103, p.109-115.
2005.

MONDRAGON-BERNAL, O.L. Desenvolvimento de uma bebida fermentada a partir do
extrato hidrossolavel de soja, contendo agentes probioticos e prebioticos. 2004. 103 p.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos) — Universidade Estadual de Campinas.

MONDRAGON-BERNAL, O.L. Desenvolvimento de alimento simbidtico fermentado de
soja. 2009. 218 p. Tese (Doutorado em Engenharia de Alimentos) — Universidade Estadual de
Campinas.

MONDRAGON-BERNAL, O.L.; TEIXEIRA, M.A.; ALVES, J.G.L.F.; RODRIGUES, M.;
MAUGERI, F.F. Stability and functionality of synbiotic soy food during shelf-life. Journal of
Functional Foods, v.35, p.134-145, 2017.

MURTHY, P. S. & NAIDU, M. M. Resources, Conservation and Recycling Sustainable
management of coffee industry by-products and value addition — A review. “Resources,
Conservation & Recycling”, v. 66, p. 45-58, 2012.

OBERG, T.S.; STEELE, J.L.; INGHAM, S.C.; SMEIANOV, V.V.; BRINCZINSKI, E.P.;
ABDALLA, A. Intrisic and inducible resistance to hydrogen peroxide in Bifidobacterium
species. Journal of industrial. Microbiology and Biotechnology. v. 38, p. 1947-1953, 2011.

OJANSIVU, I.; FERREIRA, C.L.; SALMINEN, S. Yacon, a new source of prebiotic
oligosaccharides with a history of safe use. Trends in Food Science & Technology, v.22, p.
40-46, 2011.

OLEJNIK, A.; LEWANDOWSA, M; OBARSA, M.; GRAJEK, W. Tolerance of Lactobacillus

and Bifidobacterium strains to low PH, bile salts and digestive enzymes. Electron J. Polish
Agric. Univ., vol. 8, p. 5, 2005.

97



OKOCHI, M.; SUGITA, T.; ASAI, Y.; TANAKA, M.; HONDA, H. Screening of peptides
associated with adesion and aggregation of Lactobacillus rhamnosus GG in vitro. Biochem.
Eng. J., vol. 128, p. 178-185, 2017.

PANESAR, P.S.; KAUR, G.; PANESAR, R.; BERA, M.B. Simbioticos: potenciais
suplementos alimentares em alimentos funcionais. Central de Ciéncia de Alimentos, 2009.

PEDRESCHI, R.; CAMPOS, D.; NORATTO, G.; CHIRINOS, R.; CISNEROS-ZEVALLOS,
L. Andean yacon root (Smallanthus sonchifolius Poepp. Endl) fructooligosaccharides as a
potential novel source of prebiotics. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.51, p.
5278-5284, 2003.

RAYMOND, Y. & CHAMPAGNE, C. P. The use of flow cytometry to accurately ascertain
total and viable counts of Lactobacillus rhamnosus in chocolate. Food Microbiology, v. 46, p.
176-183, 2015.

RODRIGUES M.l & IEMMA A.F. Planejamento de Experimentos e Otimizac&o de Processos.
22 Ed. Campinas, Sao Paulo: Editora Carita; 2014.

SANTOS, C.C.AA,; LIBERCK, B.S.; SCHWAN, R.S. Co-culture fermentation of peanut-soy
silk for the development of a novel functional beverage. International Journal of Food
Microbiology, v. 186, p. 32-41, 2014.

SAVADOGO, A.; OUATTARA, C,, SAVADOGO, P.W.; BARRO, N.; OUATTARA, AS;
TRAERE, A.S. Identification of exopolyssaccharides-producting lactic acid bactéria from
Burkina Faso fermented milk simples. African Journal of Biotechnology, vol. 3, n°3, pag.
189-194, 2004.

SONG, C.; CAO, Y.;LYNNETTE, R.; QUAN SHU, F.; GARG, S. Flow citometric assessment
of the protectants for enhanced in vitro survival of probiotic lactic acid bacteria through
simulated human gastro-intestinal stresses. Applied Microbiology and Biotechnology, vol.
95, n° 2, p 345+, 2012.

SHARMA M.; SHUKLA, G. Metabiotics: One step ahead of probiotics; an insight into
mechanisms involved in anticancerous effect in colorectal cancer. Frontiers in Microbiology,
v.7, p.1940, 2016.

SHAKIROVA, L.; GRUBE, M.; GAVARE, M.; AUZINA, L.; ZIKMANIS, P. Lactobacillus
acidophilus La5 and Bifidobacterium lactis Bb12 cell surface hydrophobicity and survival of
the cells under adverse environmental conditions. Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, vol. 40, n°1, p. 85-93. 2013.

SHAR-ZAMMARETTI, P. & UBBINK., J. The cell wall of lactic acid bacteria: surface
constituents and macromolecular conformations. Biophys J., vol. 85, p. 4076-4092, 2003.

SHAR-ZAMMARETTI, P.; DILLMANN, M.L.; D’AMICO, N. AFFOLTER, M.; UBBINK,

J. Influence of fermentation medium composition on physicochemical surface properties of
Lactobacillus acidophilus. Appl. Enciron. Microbiol. Vol. 71, p. 65-73, 2005.

98



SHENDEROV, B.A. Metabiotics: Novel idea or natural development of probiotic conception.
Microbial Ecology in Health and Disease, v. p. 1-8, 2013.

SHENGBIN, H.; XINYI, H.; TIANXUN, H.; WENQIANG, Z.; YINGXING, Z.; LINA, W.;
XIAOMEL, Y. Rapid quantification of live; dead lactic acid bactéria in probiotic products usng
high-sensitivity flow cytometry. Methods and Applications in Fluorescence, vol. 6, n°2,
2017.

TEIXEIRA, M.A. Estudos cinéticos da producéo de fermentado simbidtico de soja.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Minas
Gerais, Brasil, 2017.

TREVELYAN, W.E. & HARRISON, J.S. Studies on yeast metabolism. 1: fractionation and
microdetermination of cell carbohydrates. Biochem. J., 50, pp. 298-303, 1952.

TSILINGIRI, K.; RESCIGNO, M. Postbiotics: What else? Beneficial Microbes, v.4, p. 101-
107, 2013.

Vinderola C.G., Mocchiutti P., Reinheimer J.A. Interactions among lactic acid starter and
probiotic bacteria used for fermented dairy products. J Dairy Sci. v. 85, n° 4, p. 721-29, 2000.

ZHUGE, A; SHENGIE L.; YIN YUAN; BO L; LANJUAN LI. The synergy of dietary
supplements Lactobacillus salivarius L101 and Bifidobacterium longum TCO1 in alleviating
liver failure in rats treated with D-galactosamine. Food & Function, n°® 12, p. 10239-10252,
2021.

WANG, C.; ZHENG, H.; LIU, T.; WANG, D.; GUO, M. Pgysiochemical Properties and
Probiotic Survivability of Symbiotic Corn-Based Yogurt-Like Product. Journal of Food
Science, v. 82, n°9, 2017.

WANG, L.; ZHAO, B.; LIU, B.; YANG, C.; YU, B.; LI, Q.; MA, C.; XU, P.; MA, Y. Efficient
production of L-latic acid from cassava powder by Lactobacillus rhamnosus. Bioresource
Technology, v. 101, n° 20, p. 7895-7901, 2010.

WILKES, J.G.; TUCKER R.K.; MONTGOMERY J.A.; COOPER, W.M.; SUTHERLAND,
J.B.; BUZATU, D.A. Reducéo da interferéncia da matriz alimentar por uma combinagéo de
preparacdo de amostras e técnicas de gating multidimensional para facilitar a analise rapida e
de alta sensibilidade para Escherichia coli sorotipo O157 por citometria de fluxo. Food
Microbiol., V. 30, pags. 281 — 288, 2012.

99



DCCR no sistema cromatografo para avaliacdo dos acidos por HPLC.

todos os tratamentos do DCCR avaliados em HPLC.
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APENDICES

APENDICE A

A Tabela 17 representa o esquema de tempo e velocidade de injecdo das amostras do

Tabela 17 - Tempo e Velocidade de injecdo no sistema cromatogréafico

Tempo (min)

Velocidade do Fluxo (mL/min.)

0
13
16
24
28
50

0,5
0,3
0,5
0,8
0,5
0,5

Fonte: Do Autor, 2021.

APENDICE B

As Figuras 6 e 7, ilustram os cromatogramas de tempo inicial (t0) e tempo final (tf) de

Figura 6.- (a) Cromatograma T2t0; (b) Comatograma T3t0; (c) Cromatograma T5t0; (d)
Cromatograma T6t0; (e) Cromatograma T7t0; (f) Cromatograma T8t0 e (Q)
Cromatograma T9t0.
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Figura 7.- (a) Cromatograma T2ff; (b) Cromatograma T3tf; (c) Cromatograma T5tf; (d)
Cromatograma T6tf; (e) Cromatograma T7tf; (f) Cromatograma T8tf e (g)
Cromatograma TOtf.
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APENDICE C

A Tabela 18 representa os resultados para os tratamentos do DCCR de tempo final em
que ndo houveram boa captura da distribuicdo celular inviabilizando a analise sobre os
resultados (Tratamentos 7, 8 e 9) A Figura 8 representa os histogramas obtidos para esses casos.
A Figura 9 representa o histograma gerado de todos os tratamentos do tempo inicial (t0), que

ndo foram apresentados no corpo do artigo.

Tabela 18 - Resultados da concentracdo de células vivas, mortas, injuriadas e ndo marcadas
dos tratamentos 7, 8 e 9 de tempo final do DCCR

Tratamentos Quadrante 1 Quadrante 2 (Q2) Quadrante 3(Q3) Quadrante 4 (Q4) -

(Q1) — (%) Vivas - (%) Injuriadas — (%) Mortas (%) Sem Marcacao
7 39+1,13 0,44+0,22 2,19+0,57 63,315,51
8 13,64+18,73 6,9+11,69 9,35+15,71 96,6+4,80
9 33,03+1,56 29,85+7,56 21,7221 66,7+2,20

Fonte: Do Autor, 2021.
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Figura 8. - (a) Histograma T7tf; (b) Histograma T8tf; (c) Histograma TOtf.
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Figura 9. - (a) Histograma T1to; (b) Histograma T3t0; (c) Histograma T4t0; (d) Histograma
T5t0; (e) Histograma T6to; (f) Histograma T7t0; (g) Histograma T8to e (h)
Histograma T9to.
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