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RESUMO

O mercado global de alimentos funcionais esta em constante crescimento e um alimento que
tem despertado interesse € o cupuacu. Essa fruta tropical possui um alto valor nutritivo,
propriedades funcionais e potencial para agregar valor aos produtos alimenticios. Com o
objetivo de avaliar o efeito de variaveis de formulacéo e fermentacdo do meio a base da polpa
e extrato hidrossoltvel da améndoa do cupuacu, foram realizados testes preliminares com trés
microrganismos: Saccharomyces boulardii-17 (SB), Lactobacillus rhamnosus LR32 (LR) e
Bifidobacterium longum BL04 (BL). Nesses testes, foi analisada a capacidade de fermentagéo
de cada microrganismo, bem como sua viabilidade. Foram observadas a cinética de crescimento
celular, os agUcares redutores e totais (AR e AT), o pH e a acidez titulavel total (ATT). Na
cinética de fermentacdo dos protdtipos, os ensaios com SB e LR apresentaram as maiores
contagens de crescimento celular total (CCT), com um aumento de 3,1 ciclos Log UFC.mL-1
para ambos 0s microrganismos. Além disso, esses ensaios também mostraram maiores
consumos de agucares totais, sendo que 0 meio contendo SB apresentou um maior consumo de
acucares redutores. Em seguida, foi realizado um delineamento Plackett&Burman 12 com 4
pontos centrais e 7 variaveis independentes: proporcéo de LR:SB, temperatura (T, °C), polpa
de cupuacu (PC, % m/v), extrato hidrossoltvel da améndoa do cupuacu (EHAC, %v/v), farinha
de arroz (FA, %m/v), sacarose comercial (SC, %m/v) e pH. As respostas foram: CCT
[contagem final(CF) - inicial(Cl)], pH, acidez total, AR e AT e exopolissacarideos (EPS), nos
tempos inicial Oh e final (8h e 12h). Constatou-se que as varidveis que exerceram efeitos
estatisticamente significativos e positivos sobre o crescimento celular total (CCT) foram a
temperatura e o teor de EHAC. O ensaio 7 com apenas SB (37°C; 20% EHAC) apresentou o
maior CCT com aumento de 2,81 ciclos Log UFC.mL-1 em 8h. Os ensaios dos pontos centrais
50:50 (LR:SB) obtiveram os melhores resultados na producéo de EPS cerca 2,0 g/L. O ensaio
5 com apenas LR (37°C; 20% EHAC; 12h) e pontos centrais 50:50 (LR:SB) apresentaram 0s
maiores consumos de AT e para AR foram os ensaios 6 (37°C, SC=8%, 12h) e ponto central.
O ensaio 5 apresentou a maior variacdo do pH ap6s 12h de fermentacdo (5,19 até 4,46) e maior
producdo de acido latico apos 8h de fermentacédo (419,88%). Em relacdo a funcionalidade pods-
probiodtica, foi constatado que a sobrevivéncia dos microrganismos ap0s a fase intestinal foi em
média de 31%, perdendo até 4 ciclos Log UFC/mL e ficando com contagens inferiores a 3
logUFC/mL. Esses resultados indicam que a contagem celular ndo foi suficiente para uma
colonizacdo efetiva do intestino grosso, sendo recomendado que a contagem seja mantida em
pelo menos 6 logUFC/mL. Em concluséo, os microrganismos SB e LR foram capazes de
fermentar o0 meio a base de polpa e extrato de améndoas de cupuagcu, resultando em uma opg¢éo
ndo convencional para o mercado de bebidas funcionais. Recomenda-se a fermentagdo com os
microrganismos individualmente, uma vez que a mistura ndo contribuiu para o aumento do
crescimento celular.

Palavras-chave: Alimentos funcionais. Theobroma grandiflorum. Delineamento
Plackett&Burman. Saccharomyces boulardii-17. Lactobacillus rhamnosus LR32.



ABSTRACT

The global market for functional foods is constantly growing, and one food that has attracted
interest is cupuacu. This tropical fruit has high nutritional value, functional properties, and the
potential to add value to food products. In order to evaluate the effect of formulation and
fermentation variables in a medium based on cupuacu pulp and hydro-soluble extract of
cupuacu almond, preliminary tests were conducted with three microorganisms: Saccharomyces
boulardii-17 (SB), Lactobacillus rhamnosus LR32 (LR), and Bifidobacterium longum BL04
(BL). In these tests, the fermentation capacity and viability of each microorganism were
analyzed. The kinetics of cell growth, reducing and total sugars (RS and TS), pH, and total
titratable acidity (TTA) were observed. In the fermentation kinetics of the prototypes, the assays
with SB and LR showed the highest total cell growth counts (TCGC), with an increase of 3.1
Log CFU/mL for both microorganisms. Additionally, these assays also exhibited higher
consumption of total sugars, with the SB-containing medium showing higher consumption of
reducing sugars. Next, a Plackett&Burman 12 design was employed with 4 central points and
7 independent variables: LR:SB ratio, temperature (T, °C), cupuagu pulp (CP, % w/v), hydro-
soluble extract of cupuacu almond (HECA, % v/v), rice flour (RF, % wi/v), commercial sucrose
(CS, % w/v), and pH. The responses analyzed were TCGC (final count (FC) - initial count (IC)),
pH, total acidity, RS, TS, and exopolysaccharides (EPS) at initial time (Oh) and final times (8h
and 12h). The variables that exerted statistically significant and positive effects on TCGC were
temperature and HECA content. Assay 7, with only SB (37°C; 20% HECA), presented the
highest TCGC with an increase of 2.81 Log CFU/mL in 8h. The assays at the central points
with a 50:50 LR:SB ratio obtained the best results in EPS production, reaching around 2.0 g/L.
Assay 5, with only LR (37°C; 20% HECA,; 12h), and the central points with a 50:50 LR:SB
ratio showed the highest consumption of TS, while for RS, assays 6 (37°C, CS=8%, 12h) and
the central point had the highest values. Assay 5 exhibited the highest pH variation after 12h of
fermentation (from 5.19 to 4.46) and the highest lactic acid production after 8h of fermentation
(419.88%). Regarding post-probiotic functionality, it was observed that the survival of
microorganisms after the intestinal phase averaged 31%, losing up to 4 Log CFU/mL and
resulting in counts below 3 Log CFU/mL. These results indicate that the cell count was not
sufficient for effective colonization of the large intestine, and it is recommended to maintain
the cell count at least at 6 Log CFU/mL. In conclusion, SB and LR microorganisms were able
to ferment the cupuacu pulp and almond extract-based medium, resulting in a non-conventional
option for the functional beverage market. It is recommended to ferment with individual
microorganisms, as the mixture did not contribute to increased cell growth.

Keywords: Functional foods. Theobroma grandiflorum. Plackett&Burman design.
Saccharomyces boulardii-17. Lactobacillus rhamnosus LR32.
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Capitulol INTRODUCAO GERAL

1. INTRODUCAO

As politicas de saude publica enfatizam a importancia de estilos de vida saudaveis,
incluindo atividade fisica suficiente e consumo de fibras (DE BRUIIN et al., 2012). Frutas
frescas sdo um componente essencial de uma dieta saudavel e equilibrada e o aumento do
consumo desses alimentos, com baixo valor caldrico, é uma estratégia alimentar proposta para
auxiliar na reducdo da ingestdo de energia e no aumento da qualidade alimentar (DA SILVA et
al., 2014; MACHADO-MOREIRA et al., 2019; RAYNOR; OSTERHOLT, 2012; VILLACIS-
CHIRIBOGA et al., 2020).

O cupuagu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum) vem se
evidenciando como um dos frutos regionais amazoénicos, com crescente divulgacéo no territorio
brasileiro, considerado um fruto tropical natural, saudavel e ambientalmente amigavel com
diferentes aplicacbes potenciais na industria agroalimentar (CARVALHO; GARCIA;
FARFAN, 2008; SOUZA et al., 2020).

O crescimento consideravel do interesse da populacdo sobre temas relacionados a
salide e bem-estar, levando a um aumento na demanda por alimentos com efeitos benéficos para
a salde. Essa demanda esta ligada a um impulso para o aumento de alimentos funcionais que
fornecam ingredientes que melhorem a satde convenientemente (SILVA et al., 2020).

O cupuagu é considerado um alimento com potencial funcional, devido sua fonte
potencial de fibra alimentar, principalmente fibra soltvel. A polpa possui também uma
quantidade consideravel de amido e polissacarideos de pectina, conferindo uma textura distinta
das demais polpas de frutas, além de ser fonte de acido ascorbico, compostos fendlicos e de
compostos bioativos, que fazem com que esse alimento se destaque como uma fruta de alto
valor nutricional (COSTA et al., 2015; CURIMBABA et al., 2020; PEREIRA et al., 2017).

O mercado global de bebidas funcionais € um setor crescente da industria de alimentos.
Os probidticos, suplementos alimentares contendo microrganismos vivos, e 0s prebi6ticos,
conceitualizados como carboidratos ndo-digeriveis que promovem o0 crescimento e/ou a
atividade de um grupo de bactérias no célon, séo considerados alimentos funcionais, pois séo
capazes de atingir o intestino e modificar a composi¢do da microbiota, melhorando seu
funcionamento e conferindo efeitos benéficos a satde do hospedeiro. Por apresentarem diversos

beneficios, diferentes produtos funcionais sdo desenvolvidos usando probioticos e prebidticos
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(MONDRAGON-BERNAL; MAUGERI, 2008; SOUZA et al., 2010; MONDRAGON-
BERNAL et al., 2017; GUIMARAES et al., 2019; STIEMSMA et al., 2020).

O lancamento de produtos com probidticos em meios nédo lacteos tem aumentado nos
ultimos anos, em parte devido ao sucesso dos alimentos biofuncionais e ao aumento dos
consumidores veganos ou intolerantes a componentes do leite. As bebidas probidticas néo
lacteas sdo especialmente interessantes para os consumidores que séo intolerantes a lactose,
alérgicos ao leite ou que o evitam por qualquer outro motivo, baixo teor de colesterol e status
vegano (VILLEGAS; CARBONELL; COSTELL, 2008; MARSH et al., 2014; HERNANDEZ-
TORRES, 2019).

Desta maneira, novas matrizes alimentares como portadoras de probiéticos sdo, cada
vez mais estudadas. Sucos de frutas inoculados com microrganismos probidticos apresentaram
resultados promissores (PEREIRA et al., 2017).

Existem varios estudos que investigam a fermentagdo com probio6ticos em cupuagu, e
que avaliam esta fermentacdo, indicando que o cupuagu é uma boa matriz para a producdo da
bebida probiotica, indicando aumento da concentracdo de acido lactico, reducdo do pH,
melhoramento na atividade antioxidante do cupuacu. A fermentagdo com probidticos
ocasionaram o0 melhoramento da qualidade sensorial do cupuagu e aumentar sua vida util, além
de destacaram que a fermentacdo com probidticos pode aumentar a tolerancia do cupuacu a
condigdes adversas de armazenamento, como temperatura e umidade (PEREIRA et al., 2017;
MENEZES et al., 2018; SILVA et al, 2020)

Além disso, 0 cupuacu contém importantes compostos bioativos como o acido
ascorbico, associado a boa viabilidade das bactérias lacticas ao longo da fermentacéo, indicando
que bebida de cupuagu se mostrou mais vantajosa para o crescimento dos probi6ticos devido a
presenca natural desse acido na fruta (PEREIRA et al., 2017).

Desta maneira, este experimento teve com o objetivo estudar as condi¢cdes de
fermentacdo realizando estudo da cinética de fermentacdo para avaliar a influéncia de diferentes
probidticos, selecionar o(s) melhor(es) microrganismo e/ou combinagfes, otimizando as
caracteristicas funcionais e fisico-quimicas dos probioticos elaborados & base de cupuacu e
extrato hidrossoltvel da améndoa do cupuacgu, visando a obtencdo de um produto fermentado

funcional com probioticos e prebidticos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consumo de frutas

As politicas de saude publica enfatizam a importancia de estilos de vida saudaveis,
incluindo atividade fisica suficiente e consumo de fibras, como a ingestdo adequada de frutas
(DE BRUIJN et al., 2012). Frutas frescas sdo um componente essencial de uma dieta saudavel
e equilibrada, e 0 aumento do consumo desses alimentos, com baixa densidade energética, é
uma estratégia alimentar proposta para auxiliar na reducdo da ingestao de energia e no aumento
da qualidade alimentar. Além disso, seu consumo aumentou em todo 0 mundo nos ultimos anos,
e esse consumo nado é mais apenas um resultado de gosto e preferéncia pessoal, transformando-
se em um cuidado com a saude devido ao contetdo vital de nutrientes, e promovendo estilos de
vida mais saudaveis (DA SILVA et al., 2014; MACHADO-MOREIRA et al., 2019; RAYNOR;
OSTERHOLT, 2012; VILLACIS-CHIRIBOGA et al., 2020).

Além dos nutrientes essenciais, a maioria das frutas contém quantidades relevantes de
micronutrientes, como minerais, fibras, vitaminas e compostos fitoquimicos secundarios (DA
SILVA et al., 2014). Além disso, as frutas possuem alto teor de &gua e fibras, bem como seu
baixo teor de gordura. Mais recentemente, esta foram reconhecidas por suas qualidades
saciantes, essencialmente, devido a quantidade de fibras solGveis presentes no alimento, quanto
mais fibras solUveis tiver a fruta, maior é a duracdo da sensacdo de saciedade. Acredita-se que
a qualidade saciante dos alimentos de baixo teor calérico permite que os individuos consumam
uma boa quantidade de alimentos, mas, devido ao baixo teor de energia, mantenha a ingestao
de energia baixa. Por exemplo, uma pesquisa experimental recente descobriu que quando a sopa
de vegetais é servida antes de uma entrada, a ingestdo geral de energia na refeicdo é reduzida
em comparacdo com quando nenhuma sopa de vegetais € servida. Assim, uma dieta com
excesso de alimentos com baixo teor calérico, como frutas, deve ajudar na reducéo da ingestao
geral de energia (RAYNOR; OSTERHOLT, 2012).

Evidéncias crescentes mostram a importancia de micronutrientes para o beneficio da
salde humana. Uma dieta rica em fitoquimicos como carotendides e compostos fendlicos,
demonstrou fornecer uma alta concentracdo de compostos antioxidantes com varios beneficios
subsequentes a saude, como reducdo de riscos de doengas como certos tipos de doencas
neurodegenerativas, cancer, catarata, degeneracdo macular e inflamagéo cardiovascular (DA
SILVA et al., 2014; DUARTE et al., 2010; VILLACIS-CHIRIBOGA et al., 2020).
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O Brasil é o terceiro maior produtor de frutos, responsavel por 5,4% da producdo
mundial, porém a fruticultura Amazonica corresponde menos de 0,76% desse total
(ABRAFUTAS, 2022; EMBRAPA, 2022). A agricultura tradicional da Amaz6nia é produzida
na maior parte por raizes nativas, hortalicas, frutos exaticos e plantas medicinais, aplicadas para
consumo in natura e para fabricacdo de produtos processados (CANUTO et al., 2010).

Atualmente, vem ocorrendo um crescimento do reconhecimento econdmico de produtos
e subprodutos de algumas frutiferas especificas, devido ao aumento da preocupacdo do
consumidor com a ligacéo que existe entre dieta e salde. A caracterizacao fisica e quimica das
frutas e a quantificagcdo de componentes bioativos s@o essenciais para a obtencdo do valor
nutricional, e importante do ponto de vista comercial, podendo aderir valor e qualidade ao
produto final. Em relacdo as substancias com caracteristicas funcionais em alimentos,
compostos com propriedades antioxidante tém ganhado bastante reconhecimento, pois estes
auxiliam na protegéo do organismo humano na prevengdo do estresse oxidativo, evitando e
protegendo de uma série de patdgenos crénico-degenerativos (CANUTO et al., 2010).

Como consequéncia desse conhecimento, nos ultimos anos houve um incremento
significativo no comércio e aquisicao de frutas. Especificamente, o consumo de frutas tropicais,
uma importante fonte de carboidratos, vitaminas, minerais e fibras, estd aumentando nos
mercados doméstico e internacional devido ao crescente reconhecimento de seu valor
nutricional e terapéutico. O sabor exotico, busca incessante por novos produtos, a alta
concentracdo de nutrientes e nutracéuticos tornam as frutas tropicais uma oportunidade muito
interessante para os produtores locais, sendo a producédo e comercializacdo uma boa forma de
aumentar a renda do pequeno produtor, em uma maneira que respeita a natureza (DUARTE et
al., 2010; ROGEZ et al., 2004; VILLACIS-CHIRIBOGA et al., 2020).

Existem mais de 3000 tipos de frutas tropicais produzidas anualmente no mundo. A
producdo global de frutas tropicais aumentou mais de 5% anualmente na Gltima década. A
variedade de frutas tropicais foi importada para 0s paises ndo tropicais para garantir que haja
demanda durante o ano todo por produtos frescos (FENG et al., 2015).

O Brasil possui muitas espécies de frutas nativas e exéticas subexploradas, de potencial
interesse para serem utilizadas pela industria de alimentos e na agroindustria, sendo uma
possivel fonte futura de renda para a populacéo local. Representando uma possibilidade para os
produtores locais conseguirem acesso a mercados especiais, onde os consumidores optam pelo
carater exoético e a presenca de nutrientes capazes de precaver doencas degenerativas. Além

disso, existe o uso potencial dessas polpas de frutas tropicais e seus subprodutos para isolar
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fitoquimicos especificos para ser utilizado em suplementos nutracéuticos, aditivos alimentares,
inovacdes alimenticias e farmacéuticas, colaborando para a recuperacdo de residuos de
processos agroindustriais, com tem grandes impactos industriais, econdmicos e ambientais.
Portanto, a identificacdo e quantificacdo de fitoquimicos em polpas e subprodutos de frutas
tropicais sdo de extrema importancia para substanciar suas melhorias potenciais a saude na
nutricdo humana (DA SILVA et al., 2014; DUARTE et al., 2010).

Novos usos e métodos diversificados para processar frutas tropicais precisam ser
elaborados para reduzir as perdas de producdo, estimular mais lucros e alavancar o uso
sustentavel de biomas, como o cerrado e a floresta amaz6nica (DUARTE et al., 2010). Hoje, a
seguranca alimentar € um problema crescente devido ao esgotamento dos recursos naturais e
ao aumento da populacéo, o que levou a uma lacuna entre producéo e consumo. Portanto, é de
extrema importancia que as matérias-primas produzidas sejam usadas ao maximo. Da producéo
agricola inicial até o consumo final das familias, cerca de 1,3 bilh&o de toneladas de alimentos
séo perdidas ou desperdicadas (cerca de 35%), 0 que gera uma pegada de carbono de 3,3 bilhdes
de toneladas de CO2Eq (VILLACIS-CHIRIBOGA et al., 2020).

Os subprodutos das frutas sdo compostos por epicarpo (peles/cascas), sementes e polpa
ndo aproveitadas acarretados por varias etapas do processo industrial e comumente ndo tém
mais uso e geralmente séo desperdicados ou descartados. A economia do processamento de
culturas tropicais pode ser melhorada através do desenvolvimento de um uso de maior valor
para seus subprodutos. Tem sido relatado na literatura que varios subprodutos das frutas
tropicais contém altos niveis de vérias substancias que melhoram a saide que podem ser
extraidas para fornecer nutracéuticos. Além disso, a plena utilizacdo de frutas pode levar a
inddstria a um agroneg6cio com menos residuos, aumentando a lucratividade industrial. O uso
de todo o tecido vegetal pode ter beneficios econémicos para os produtores e um impacto
benéfico no meio ambiente, levando a uma maior diversidade de produtos (DA SILVA et al.,
2014). A producédo de alimentos fermentados seria uma possivel utilizagdo dessas frutas e
subprodutos das frutas, com o proposito de melhoramento do sabor.

2.2 Cupuacu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum)
Theobroma (Sterculiaceae), da familia Malvaceae, € um género tropical americano,

agrupa 22 espécies de arvores que crescem nas florestas tropicais da América Central e do Sul,

nove das quais sdo nativas da Amazdnia. O género ¢ digno de nota porque inclui o “cacau” ou
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chocolateiro economicamente importante (Theobroma cacao L.). Theobroma grandiflorum,
conhecido como “cupuagu”, ¢ um fruto nativo da regido amazonica pertencente a0 mesmo
género de cacau, amplamente distribuido na Amazénia Legal e América do Sul, é avaliada
como uma das melhores e mais vantajosas arvores fruteiras da Amazénia, sendo o segundo, de
seu género, em termos de importancia econdmica. O cupuaguzeiro é uma arvore de tamanho
médio, geralmente de 6 a 10 m, podendo chegar até 18 m de altura (Figura 1.1a). (CARVALHO;
GARCIA; FARFAN, 2008; ORNELLAS et al., 2017; RAMOS et al., 2020). A producio dessa
fruta teve um crescimento significativo nos dltimos anos, um aumento em torno de 147% da
producéo, passando de 8.580 toneladas do ano de 2006 para 21.240 toneladas em 2017 (CENSO
AGROPECUARIO IBGE, 2020).

O fruto do cupuacguzeiro (Figuras 1.1c e 1.1d), € uma fruta tropical, nativa e muito
popular da Amazonia brasileira, apreciado por sua polpa sabor acido e fortemente aromatica.
Possui formatos diferentes (oblonga, oval, eliptica, obovoide ou redonda) e peso entre 200 e
4000 g. A polpa apresenta um pH de 3,5 + 0,2, e seu teor de agucar é cerca de 10,7%, enquanto
as sementes tém um pH de 6,35 (CARVALHO; GARCIA; WADA, 2005; COSTA et al., 2015;
DUARTE et al., 2010; RAMOS et al., 2020; ROGEZ et al., 2004).

Figura 1.1 - Caracteristicas morfoldgicas do Cupuacguzeiro. a) Planta Cupuacguzeiro, b) flor, c)
e d) frutos sem e com sementes.

.

Fonte: SOUZA; ALVES; SOUZA, (2017)
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O cupuagu vem se evidenciando como um dos frutos regionais amazonicos, com
crescente divulgagdo no territorio brasileiro, considerado um fruto tropical natural, saudavel e
ambientalmente amigavel, ou seja, com manejo ambientalmente correto (sustentavel)
socialmente justo e economicamente rentavel, com diferentes aplicacfes potenciais na industria
agroalimentar. Apesar de apresentar grande potencial, devido ao alto valor nutritivo, gera
muitos residuos, sendo praticamente descartados durante o beneficiamento do fruto para
obtencao da polpa (GARCIA; WADA, 2005; CARVALHO; GARCIA; FARFAN, 2008; PENA
JUNIOR (ORG.), 2011; CARVALHO; SOUZA et al., 2020).

O rendimento da polpa dos frutos varia conforme o tamanho, a procedéncia, o periodo
de safra e a forma de extragdo. Os frutos (Figura 1.2) pesam em média 1,275 kg, cada fruta tem
de 15 a 50 sementes cercadas por uma polpa, com cerca de 43% de casca, 38,5% de polpa,
17,19% de semente e 2,85% de placenta. A polpa possui coloracdo amarelada-branca, e € muito
apreciada sensorialmente (FERREIRA; GUIMARAES; MAIA, 2008; RAMOS et al., 2020).
Na Tabela 1.1 sdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas e concentracdes de macro e
oligoelementos na polpa, semente, améndoas secas e torradas de cupuacu. No quadro a seguir
as sementes sdo in natura, extraindo o maximo possivel da polpa aderida; e, as améndoas secas

sd0 as sementes secas e fermentadas, realizando em seguida a despeliculagem.

Figura 1.2 - Morfologia do fruto de cupuagu. a) Fruto de cupuacu, b) corte transversal do fruto
de cupuacu.

Casca

Polpa

1 Casca do cupuacgu pode resultar em novo insumo para indistria de polimeros no Amazonas. Acritica,
2016. Disponivel em: <https://www.acritica.com/channels/governo/news/casca-do-cupuacu-pode-
resultar-em-novo-insumo-para-industria-de-polimeros-no-amazonas>. Acesso em: 02 de fevereiro de
2021.

2 Cupuacu. Toda Fruta, 2016. Disponivel em: <https://www.todafruta.com.br/cupuacu/>. Acesso em:
02 de fevereiro de 2021.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas fisico-quimicas e concentra¢fes de macro e oligoelementos na

polpa, semente, améndoas seca e torrada de cupuacu.

Fisico-Quimica Polpa Semente Améndoa Améndoa Torrada
Umidade (%) 89,240,3 [1] 6,92 [4] 6,07 [4]
pH 3,540,2 [1] 6,35+0,01 [2] 5,41+0,03 [2] 5,2740,03 [2]
act'lfjli\t/‘;tla' 35400 [L]*  7,70:050 [2]**  11,69+0,75 [2]**  11,74%0,75 [2]**
Proteina (%) 8,811 [5] 9,43+0,12 [2] 8,89+0,36 [2] 8,6310,22 [2]
Lipidios (%) 12,7422 [5] 64,85+0,61 [2] 53,60+1,04 [2] 53,73+0,30 [2]
Cinzas (%) 5,3+0,5 [5] 2,94+0,02 [2] 2,02+0,01 [2] 2,15+0,04 [2]
Fibras (%) 14,3+0,6 [5] 3,28+0,05 [2] 6,51+0,98 [2] 7,638+0,44 [2]
AcUcares (%) 49,0+4,0 [5] - - -
Glicose (% DM) 6,9+0,8 [5] - - -
Frutose (% DM) 8,8+0,5 [5] - - -
Sacarose (% DM) 34,6£1,7 [5] - - -
acido ascorbico
(mg/g) 96-111 [6]
fendis totais
(mmol.L* &cido 0,4+0,0 [1] - - -
galico)
ativ. antirradical
livre (umol.L! de 0,6+0,2 [1] - - -
Trolox)
aa essenciais (mg/qg)
treonina 40,9+0,30 [5] 59,240,4 [3] 57,21+1,5 [3] 56,66+1,1 [3]
valina 60,6+0,24 [5] 72,60+1,5 [3] 63,36+3,7 [3] 60,63+0,3 [3]
metionina 22,1+0,16 [5] 4,59+11 [3] 4,26+1,1 [3] 2,4940,6 [3]
cistina 23,31£0,11 [5] 23,31+0,4 [3] 22,70+1,2 [3] 22,86+1,2 [3]
isoleucina 44,2+0,29 [5] 45,8+0,3 [3] 41,61+0,4 [3] 42,24+0,8 [3]
leucina 68,2+0,54 [5] 84,4415 [3] 77,07+1,5 [3] 79,52+1,5 [3]
tirosina 39,0+0,20 [5] 37,06+0,7 [3] 43,50+1,5 [3] 42,74+1,1 [3]
fenilalanina 46,4+0,23 [5] 45,47+0,3 [3] 41,13+0,4 [3] 40,26+0,3 [3]
lisina 61,6+0,29 [5] 53,11+1,5[3] 45,39+4,7 [3] 43,74+0,3 [3]
histidina 23,5+0,17 [5] 14,52+0,7 [3] 12,77+1,5 [3] 11,43+1,2 [3]
triptofano - 12,99+0,1 [3] 14,609+0,7 [3] 12,92+0,4 [3]
aa néo essenciais (mg/g)
arginina 42,7+0,34 [5] 56,55+1,5 [3] 56,74+3,7 [3] 52,685+0,4 [3]
acido aspartico 157,7+2,69 [5] 123,81+2,6 [3] 144,21+3,4 [3] 151,59+1,5 [3]
serina 47,3+0,16 [5] 53,11+3,4 [3] 59,57+2,3 [3] 58,15+2,2 [3]
acido glutamico  162,5+0,19 [5] 148,26+1,1 [3] 141,37+3,7 [3] 147,11+3,4 [3]
prolina 45,6+0,34 [5] 44,33+2,2 [3] 52,01+1,5 [3] 51,1948,9 [3]
glicina 44,5+0,16 [5] 57,740,3 [3] 69,9946,1 [3] 62,13+0,8 [3]
alanina 71,1+0,58 [5] 47,76+0,3 [3] 45,86+2,2 [3] 47,22+0,8 [3]
amonia - 15,28+0,7 [3] 14,66+0,4 [3] 14,4140,8 [3]

acidos graxos (g/100g de acidos graxos totais)

acido miristico
acido palmitico
acido palmitoleico
acido estearico
acido oleico
acido linoleico
acido a-linolénico
acido margarico
acido vacénico

0,12+0,03 [5]
55,22+0,62 [5]
0,56+0,15 [5]
3,12+0,15 [5]
18,8+2,44 [5]
3,08+0,63 [5]
17,9842 [5]

7,54+0,08 [4]
32,6+0,1 [4]
41,31+0,06 [4]
4,9+0,1 [4]
0,20+0,01 [4]
0,19+0,01 [4]
0,47+0,02 [4]
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acido eicosanoico - 10,51+0,04 [4] - -
acido eicosenoico - 0,34+0,01 [4] - -
acido docosandico - 1,72+0,01 [4] - -
acido - 0,190,01 [4] : i
tetracosanoico
acido graxo
saturado 1,4004 [5] 52,81+0,07 [4] - -
acido graxo . 42,12+0,04 [4] : i
monoinsaturado
acido graxo

poliinsaturado . 5,07+0,11 [4] - .

acido graxo mono

i 0,9782 [5] - - -
e poliinsaturado

0-6/w-3 - 0,1713 [4] - -
minerais e tracos de elementos (ng/g amostra fresca)

Al 0,8+0,3 [4] 2,1+0,3 [4] - -

B 0,3+0,1 [4] 2,910,1 [4] - -

Ca 96+9 [4] 369+9 [4] - -

Cl 87+21 [4] 340+31 [4] - -

Cu 0,4+0,1 [4] 2,7£0,1 [4] - -

Fe 2,7+0,3 [4] 7,5+0,3 [4] - -

K 3439146 [4] 2621+24 [4] - -

Mg 93+2 [4] 802+9 [4] - -

Mn 0,6+0,1 [4] 2,7+0,1 [4] - -

P 118+2 [4] 73014 [4] - -

S 33447 [4] 177+4 [4] - -

Si 3+1 [4] 4+1 [4] - -

Sr 0,7+0,1 [4] 1,6+0,1 [4] - -

Zn 2,2+0,1 [4] 7,31£0,1 [4] - -

Legenda: *expresso em mg de &cido citrico/100g de polpa; ** expresso em mEgNaOH/100g
FW: peso fresco; SFA: &cido graxo saturado; UFA: acido graxo insaturado; MUFA (PUFA): &cidos
graxos mono e poliinsaturados

Fonte: [1] Canuto et al. (2010); [2] Carvalho; Garcia; Wada (2005) [3] Carvalho; Garcia; Farfan
(2008) [4] Ramos (2015) [5] Rogez et al. (2004) [6] Pugliese et al. (2013)

Em relacdo as vitaminas, a cada 100g de polpa de cupuacu sdo identificadas, em meédia,
1.800 pg de vitamina B1, 215 ug de vitamina B2, 3,200 mg de niacina e 26,5 mg de vitamina
C (FERREIRA,; GUIMARAES; MAIA, 2008; RAMOS et al., 2020).

Dentre os macronutrientes presentes na polpa, destacam-se os carboidratos, sendo a
sacarose 0 agucar predominante (34,6% da matéria seca). Em relagdo aos acidos graxos, a polpa
possui &cido palmitico, oleico e a-linolénico em maior concentragdo do que qualquer outro
acido. A polpa possui uma quantidade apreciavel de micronutrientes, como K, S, P e Mg em
relacdo aos outros minerais. Nas sementes, o0 mineral K também ¢é predominante. As sementes
também possuem alto teor de proteinas e lipidios. A polpa de cupuagu contém quase todos 0s
aminoacidos essenciais (o triptofano nédo foi detectado) e alguns aminoacidos ndo essenciais
(asparagina e glutamina sdo 15,77 e 16,25 g/100 g de proteina, respectivamente) e niveis
notaveis de acido ascorbico (~96-111 mg/g) (RAMOS et al., 2020).
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Na polpa de cupuagu podem ser identificados 21 compostos volateis, 0s
maioritariamente presentes sdo os esteres, contendo essencialmente butanoato de etila,
hexanoato de etila e acido hexadecanodico. A concentracdo de compostos volateis varia
conforme o pH, sendo maior em amostras com pH 3,3. No total foram identificados 24 ésteres,
13 terpenos, 8 alcoois, 4 carbonilas, 4 &cidos, 2 lactonas e 1 fenol, conforme Tabela 1.2
(RAMOS, 2015).

Tabela 1.2 - Compostos volateis detectados em polpa de cupuagu (ug/kg).

COMPOSTOS pH 3,3 pH 7
Acetato de etila 250 102
2-propanol - 4
Etanol 77 29
Propanoato de etila 52 -
Propanoato de 3-metilbutila 20 -
Butanoato de etila 389 381
2-Metilbutanoato de etila 162 -
Acetato de butila 440 7
Acetato de 3-metilbutila 43 -
1-butanol 129 13
1-penten-3-ol 24 -
2-metil-2-pentenal - 5
Mirceno 12 -
3-metilbutanol 3 2
Butanoato de butila - 14
Hexanoato de etila 1253 359
(E)-B-Ocimeno 37 28
Acetato de 3-metil-3-buten-1-il 62 3
Acetato de hexila 201 4
Terpinoleno 15 -
3-hidroxi-2-butanona 102 -
3-metil-2-buten-1-ol 278 -
2-metilpentanoato de etila 40 12
1-hexanol 30 7
3Z-Hexenol 18 6
Nonanal 19 -
Hexanoato de butila 79 5
Octanoato de etila 52 10
Oxido de (2)-linalol (furandide) 27 0
Oxido de (E)-linalol (furanoide) 31 8
Acido acético 47 0
(E,E)-2,4-Heptadienal 5 -
Sorbato de etila 6 -
3-Hidroxibutanoato de metila 44 -
Linalol 986 104
3-Hidroxibutanoato de etila 86 -
B-Cariofileno 23 5
Decanoato de etila 37 6
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Acido butanoico 117 29
Butanoato de propila 48 5
3-Hidroxihexanoato de etila 520 -
a-Terpinol 440 89
Propanoato de linalil 111 51
Germacrene D 37 5
Nerol 12 0
Dodecanoato de etila 27 -
Geraniol 42 -
Acido hexandico 21 4
Acetato de 2-fenilpropila 37 2
y-Octalactona 8 -
Acido octanéico 70 -
Acetato de trans-Cinamil 32 21
Eugenol 35 15
d-Decalactona 9 -
Acetato de cedrila 29 6
Acetato de (E,E)-farnesil 10 -

Legenda: - Nao detectado

Fonte: Quijano; Pino (2007)

O cupuagu possui uma casca marrom dura e sementes rodeadas por uma polpa
amarelada-branca, com alto teor de fibras, apresenta excelentes caracteristicas de aroma, sabor
e textura, e vem ganhado ampla aceitacdo no Brasil e mercados internacionais, com grande
potencial econémico. O seu valor econdémico baseia-se, principalmente, na industrializagéo e
comercializacdo da polpa, em razdo ao seu sabor diferenciado e alta acidez, € comumente
utilizada na preparacdo de bebidas, sucos, vinhos, cremes, sorvetes, recheios para bombons,
licores e iogurtes, em vez de ser consumida in natura e também por apresentar pectina (com
rendimento em torno de 7%) o torna adequado para preparar doces e geléias. Além disso, as
sementes de T. grandiflorum tém recebido atencdo devido ao seu potencial, essas sementes
contém importantes compostos bioativos, como &cido ascérbico e compostos fendlicos,
ocasionando capacidade antioxidante, e se sobressaem como uma excelente alternativa para a
obtencdo de um produto em pd, para serem utilizadas como substitutos de chocolate ap6s um
processo de fermentagdo. (ROGEZ et al., 2004; CARVALHO; GARCIA; FARFAN, 2008;
CHAVES et al., 2013; COSTA et al., 2015; ORNELLAS et al., 2017; POMBO et al., 2020;
RAMOS et al., 2020).

Propriedades benéficas a salde tém sido propostas para 0 cupuagu, sua capacidade
antioxidante ¢ uma das mais estudadas. A polpa fresca apresenta uma atividade antioxidante
consideravel (1,7-2,0 uMTrolox/g) superior, por exemplo, a0 morango ¢ semelhante a outras
frutas nativas brasileiras como “araga-boi” (Eugenia stipitata Mc. Vaugh) e jaracatia (Jaracatia
spinosa Aubl) (DIAS et al., 2019).
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O cupuacu tem sido considerado um alimento com potencial funcional, por ser rico em
fibra alimentar, principalmente fibra soltvel em sua polpa, e ter uma quantidade consideravel
de amido e polissacarideos de pectina, conferindo uma textura distinta das demais polpas de
frutas, além de ser fonte de acido ascdrbico, compostos fendlicos e de compostos bioativos, que
fazem com que esse alimento se destaque como uma fruta de alto valor nutricional (COSTA et
al., 2015; PEREIRA et al., 2017; CURIMBABA et al., 2020).

2.3 Alimentos funcionais

A ciéncia dos alimentos funcionais é a convergéncia de dois eventos importantes em
nossas vidas — dieta e salide. A associacdo entre alimentos e doencas é amplamente reconhecida
como a base da nutrigdo preventiva. A visdo de desenvolver alimentos funcionais reflete a
filosofia oriental de que: ‘Medicina e alimentacdo tém uma origem comum’ (HENRY, 2010).

A industria de alimentos enfrenta varios desafios para atender as demandas de novos
produtos alimentares que sejam seguros, agradaveis, saudaveis, nutritivos e sustentaveis. O
crescimento consideravel do interesse em salde, alimentacdo e bem-estar levou a um aumento
na demanda por alimentos com efeitos benéficos para a satde. Essa demanda esta ligada a um
impulso para o desenvolvimento de alimentos funcionais que fornecam ingredientes que
melhorem a satde convenientemente (SILVA et al., 2020).

A European Commission Concerted Action a partir da Functional Food Science in
Europe (FUFOSE) prop0s uma definigdo de trabalho para alimento funcional: “um alimento
que afeta beneficamente uma ou mais fungdes-alvo no corpo, além, efeitos nutricionais
adequados de uma forma que seja relevante para uma melhoria do estado de saude e bem-estar
e/ou reducdo do risco de doengas. E consumido como parte de um padréo alimentar normal.
Nao ¢ um comprimido, uma c4psula ou qualquer forma de suplemento dietético” (SILVA et al.,
2020). Outro conceito, recentemente estudado, define alimentos funcionais como alimentos
processados industrialmente ou naturais que, quando consumidos regularmente em uma dieta
diversificada e em niveis eficazes, tém efeitos potencialmente positivos na saude além da
nutricdo basica (GRANATO et al., 2020).

No Brasil, a ANVISA (2013) os define como aqueles que possuem propriedades, que
estdo relacionadas ao papel no crescimento, sejam fisiol6gicos ou metabdlicos de um nutriente,
ou nao nutriente, ao desenvolvimento, manutencéo, conservacdo e outras fungdes normais do
organismo humano, sempre e quando seu consumo esteja associado a uma alimentacdo

equilibrada e saudavel. Os ingredientes permitidos pela ANVISA, com capacidade funcional
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comprovada sdo: os carotenodides, os fitoesterdis, os flavonoides, os fosfolipideos, os
organossulfurados e os polifendis; e probidticos (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
paracasei, Bifidobacterium animallis, dentre outros) (ANVISA, 2013).

A funcionalidade desses alimentos deriva de ingredientes bioativos e depende de fatores
tecnoldgicos. Além de seu valor nutricional como alimento convencional, esses ingredientes
podem ajudar na prevencéo de certos tipos de doengas ou na melhoria do desempenho e bem-
estar dos consumidores, ajudam na promocéo de condi¢es ideais de salde e podem reduzir 0s
riscos de uma ou mais doengas ndo transmissiveis, como dislipidemia, cancer, diabetes tipo 2,
AVC e doenca cardiovascular (DCV) (GRANATO et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Além da definigdo de alimentos funcionais, 0s principais critérios de inclusdo para uma
determinada alegacdo funcional de um ingrediente ou alimento em um rétulo alimentar sdo:
acesso sem obrigacdo de receita médica (ou aconselhamento médico) e comprovacdo de
beneficios a salde quando consumido periodicamente em uma dieta equilibrada (GRANATO
et al., 2020). Hoje os consumidores exigem alimentos que sejam produzidos e processados de
forma sustentavel, considerado seguros, frescos e naturais e tenham valor nutricional
(GRANATO et al., 2020).

Leites fermentados, especialmente produtos do tipo iogurte, sdo as bebidas funcionais
mais populares e até 0 momento, muitos dos estudos focados nos beneficios para a saude da
ingestdo de alimentos fermentados tém se concentrado nesse alimento, cujo consumo estd
associado a melhores parametros metabdlicos. Os produtos lacteos respondem por
aproximadamente 43% do mercado de bebidas funcionais, sendo compostos principalmente por
produtos fermentados. Também € intrigante notar que uma série de empresas de alimentos que
tém estado sob pressdo, devido a mé percepcao do publico em relagdo a “saudabilidade” dos
alimentos que produzem, estd agora se concentrando no desenvolvimento de tais produtos
funcionais (MARSH et al., 2014; TAYLOR et al., 2020).

Os mercados dos Estados Unidos, Europa e Japéo respondem por mais de 90% do total
de alimentos funcionais, sendo a maioria laticinios funcionais. No entanto, a distribuicdo de
probioticos ndo lacteos tem atraido mais atencdo nos Ultimos anos, em parte devido ao sucesso
dos alimentos biofuncionais e ao desejo de expandir e fornecer uma escolha probidtica
alternativa as bebidas lacteas convencionais. As bebidas probidticas ndo lacteas séo
especialmente interessantes por ser uma opcdo atraente para oS consumidores que Sao
intolerantes a lactose, alérgicos ao leite ou que o evitam por qualquer outro motivo, baixo teor
de colesterol e status vegano. As novas caracteristicas dos produtos e dos substratos nédo

convencionais com respeito a tecnologia dos probioticos séo o foco dos mercados de alimentos
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funcionais, o qual procura solugfes para os problemas de estabilidade e viabilidade dos
probidticos em novos substratos e/ou meios como frutas, sementes, entre outros. Além disso,
diferentes substratos ndo convencionais podem fornecer diferentes combinacGes de
antioxidantes, fibra alimentar, minerais e vitaminas (VILLEGAS; CARBONELL; COSTELL,
2008; MARSH et al., 2014; HERNANDEZ-TORRES, 2019).

2.4 Prebidticos, probioticos e simbioticos

Um grave problema estd afetando a populacdo mundial moderna hoje em dia, a
ocorréncia de doencas crénicas, tais como: cancer, diabetes, doencas respiratdrias crénicas e
doencas cardiovasculares, que estdo associadas principalmente ao estilo de vida da populagéo,
incluindo alimentacdo e atividade fisica. A etiologia dessas doengas € complexa, e a prevengdo
esta principalmente alusiva a costumes de longo prazo, como a adocao a modelos alimentares
saudaveis. Portanto, a fim de ajudar as pessoas a ter acesso a alimentos industrializados mais
saudaveis, 0s cientistas que trabalham com ciéncia e tecnologia de alimentos tém desenvolvido
novas tecnologias para produzir esses alimentos (GUIMARAES et al., 2019).

Alimentos funcionais podem ajudar no combate as doencas cronicas, que podem ser
descritas como alimentos com beneficios para a saide (GUIMARAES et al., 2019). Diversos
estudos apresentam evidéncias admissiveis de indmeros mecanismos subjacentes aos efeitos de
promocdo da saude das células bacterianas intestinais desejaveis; estes compreendem
modificacfes da microbiota intestinal, adesdo competitiva a mucosa e epitélio, melhora da
funcdo de barreira do revestimento epitelial e modulacéo do sistema imunolégico. As bactérias
intestinais dependem totalmente de seu hospedeiro para fornecer os nutrientes necessarios que
podem promover o crescimento da microbiota. No entanto, as bactérias produzem metabdlitos
de baixa massa molecular durante seu ciclo de vida; esses compostos desempenham um papel
fundamental na regulacdo do auto crescimento, desenvolvimento e reproducdo, estimulam o
crescimento de outros organismos benéficos, comunicacdo célula a célula e protecdo contra
fatores de estresse (AGUILAR-TOALA et al., 2018).

Algumas das propriedades funcionais séo observadas em alimentos com caracteristicas
probidticas e prebidticas e o desenvolvimento de muitos produtos funcionais é baseado nesses
ingredientes, que apresentam efeitos funcionais, melhora do funcionamento do intestino,
melhora do sistema imunoldgico, ajuda na prevencdo da carcinogénese, doencas cardiacas,
osteoporose e efeitos benéficos no metabolismo da glicose e dos lipidios (GUIMARAES et al.,
2019; MONDRAGON-BERNAL; MAUGERI, 2008).
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Prebidticos sdo conceitualizados como carboidratos ndo-digeriveis que promovem o
crescimento e/ou a atividade de um grupo de bactérias no célon, promovendo beneficios a satde
do individuo. Para desempenhar essas atividades, alguns atributos sdo indispensaveis: resistir a
acidez gastrica, a hidrélise por enzimas intestinais e ndo serem absorvidos pelo aparelho
digestorio (carboidratos ndo-digeriveis). Desta maneira, podem ser usufruidos como substrato
para a microbiota intestinal, incentivando seletivamente a proliferagdo de bactérias que
auxiliam para o bem-estar e saiude do hospedeiro (SOUZA et al., 2010). A definicdo pelo
Encontro Técnico de Prebidticos promovido pela FAO, descreve os prebidticos como
componentes alimentares ndo vidveis que conferem beneficios a salde dos hospedeiros
associados a modulac&o de sua microbiota intestinal MONDRAGON-BERNAL et al., 2017).

O aumento do vegetarianismo e a preocupacao do consumidor a uma dieta alternativa
aos produtos lacteos probioticos de alto valor nutricional e isentos de colesterol e lactose é de
grande interesse para os pesquisadores. Como resultado disso, novas matrizes alimentares como
portadoras de probidticos sdo cada vez mais estudadas. Sucos de frutas inoculados com
microrganismos probidticos apresentaram resultados promissores (PEREIRA et al., 2017).

Houve grande progresso no desenvolvimento dos chamados produtos probidticos,
suplementos alimentares contendo microrganismos vivos capazes de atingir o intestino e
modificar a composi¢do da microbiota, que, quando administradas em quantidades adequadas,
conferem beneficio a satde do hospedeiro (SOUZA et al., 2010; MONDRAGON-BERNAL et
al., 2017; STIEMSMA et al., 2020).

Esses efeitos estdo direta e particularmente associados ao modelo da cepa utilizada. Para
ser adotado como probidtico, a bactéria necessita possuir identificacdo internacionalmente
conhecida (espécie e subespécie da cepa); ser resistente a acidez gastrica e a acdo dos sais
biliares; proporcionar efeitos benéficos ao hospedeiro, demonstrados in vivo e in vitro, por meio
de uma dose determinada; ter potencial adesdo ao muco ou epitélio intestinal; demonstrar
seguranca comprovada (baixo risco de infec¢do sistémica e de criacdo de toxinas deletérias, ndo
apresentar estimulo demasiado a resposta imunolégica e ndo proporcionar a transferéncia de
genes entre micro-organismos) e assegurar a garantia da estabilidade da viabilidade até o
momento da ingestdo, seja na forma de capsula, pé ou adicionada a produtos lacteos ou ndo
lacteos (SOUZA et al., 2010).

Os microrganismos probioticos mais comuns, usados e comercializados em alimentos
em todo 0 mundo, pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Em sucos de frutas,
os Lactobacillus tém demonstrado maior resisténcia ao &cido quando comparados as
Bifidobacterium (PEREIRA et al., 2017).
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E sabido, que o alimento pode influenciar o crescimento, a viabilidade e a sobrevivéncia,
a tolerancia ao acido e bile e as diferentes funcionalidades dos probiéticos que determinam sua
eficacia no intestino. Portanto, a investigacdo cuidadosa da interacdo de diferentes probioticos
e componentes dos alimentos devem ser consideradas no desenvolvimento de alimentos
probioticos funcionais (PEREIRA et al., 2017).

As bactérias do género Lactobacillus atuam no intestino delgado, enquanto o grupo
bifidogénico atua no intestino grosso, notadamente na regido do colon. A reintroducdo desses
grupos microbianos no hospedeiro € feita por meio da administracdo de espécies selecionadas,
que devem estar em nimeros elevados e viaveis no momento do consumo (MONDRAGON-
BERNAL; MAUGERI, 2008).

Para que os microrganismos probidticos sejam eficientes, eles devem ser rigorosamente
selecionados, pois havera varias barreiras a serem superadas até o local onde deverdo atuar. Um
probidtico de amplo espectro deve conter microrganismos que atuardo em todo o intestino. Para
exercer efeitos probidticos, essas bactérias devem conseguir aderir a superficie da mucosa
intestinal (GUARNER, 2007; MONDRAGON-BERNAL; MAUGERI, 2008; WGO, 2017).

As fungbes tanto dos probidticos quanto dos prebidticos estdo entrelacadas com os
microrganismos que colonizam os seres humanos. Os prebidticos servem como fonte de
alimento para os membros benéficos da comunidade bacteriana comensal. A interagdo entre
probidticos e células anfitrids, ou entre probidticos e microrganismos autoctones, oferece um
meio fundamental para influenciar na satde do hospedeiro (GUARNER et al, 2017).

A influéncia positiva de substancias prebioticas, consideradas fibras sollveis, na
microbiota intestinal foi testada em varios estudos, onde a utilizacao de espécies probioticas em
combinagdo com substancias prebidticas fornecem um efeito combinado denominado
“simbiodtico”. Na interacdo simbidtica é necessaria a sele¢do de linhagens de microrganismos
com melhor capacidade de utilizacdo de um determinado prebidtico, para se obter um efeito
sinérgico na implantacéo e proliferacdo das bactérias desejaveis. Entéo, alimentos funcionais
simbioticos sdo aqueles que fornecem prebioticos e probidticos e seus efeitos sinérgicos
(MONDRAGON-BERNAL et al., 2017; SOUZA et al., 2010; STIEMSMA et al., 2020).

Um produto referido como simbi6tico é aquele no qual um probidtico e um prebidtico
estdo combinados. De acordo com a WGO (2017), simbioticos séo produtos que contém tanto
probidticos como prebidticos, que conferem beneficios a sadde, no geral, sdo que as
propriedades dos prebidticos podem influenciar o crescimento e a sobrevivéncia dos
probidticos, afetando o crescimento dos probidticos e das culturas iniciais na totalidade. 1sso

leva a considerar as interagdes entre probidticos e iniciadores. A interacdo entre o probi6tico e
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0 prebidtico in vivo pode ser favorecida por uma adaptacéo do probiotico ao substrato prebidtico
anterior ao consumo. Isto pode, em alguns casos, resultar em uma vantagem competitiva para
0 probidtico, se ele for consumido juntamente com o prebiotico. Alternativamente, esse efeito
simbiotico pode ser direcionado as diferentes regides “alvo” do trato gastrintestinal, os
intestinos delgado e grosso. O consumo de probidticos e de prebidticos selecionados
apropriadamente pode aumentar os efeitos benéficos de cada um deles, uma vez que o estimulo
de cepas probioticas conhecidas leva a escolha dos pares simbioticos substrato-microrganismo
ideais (MONDRAGON-BERNAL; MAUGERI, 2008; SAAD, 2006).

Um produto funcional deve conter entre 10° e 102 unidades formadoras de col6nias por
grama (UFC/g) para efeitos terapéuticos ideais (ANVISA, 2011); no entanto, varias legislactes
internacionais recomendam uma populagdo de probidticos minima variando de 108 a 10°
UFC/porcéo diaria de o produto alimentar (OLIVEIRA et al, 2011). Em relacdo aos alimentos
que contenham fibras comestiveis, podem ser acrescentadas as seguintes declaracGes
nutricionais: “fonte de fibras”, quando o teor for minimo de 3,0 g/100 g ou 100 mL, ou, “alto

conteudo de fibra”, quando contiver minimo de 6,09/100 g ou 100 mL (ANVISA, 2012).
2.4.1 Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces boulardii

A grande maioria das culturas probidticas € originaria do intestino saudavel humano ou
animal, estas culturas sdo capazes de compor a microbiota do hospedeiro apds consumidas
mesmo que temporariamente. Pode-se afirmar que uma linhagem probidtica ird desempenhar
melhor seu efeito benéfico quando estiver em ambiente similar ao qual foi isolado, visto que é
hospedeiro-especifica, desta maneira é aconselhavel que os microrganismos probioticos para o
consumo humano sejam de origem humana. Uma excecdo é a levedura Saccharomyces
boulardii que, embora ndo sendo de origem humana ou animal, é reconhecida como probidtica
e empregada na industria farmacéutica (ANTUNES et al., 2007).

A Saccharomyces boulardii € uma levedura da linhagem da S. cerevisiae, essa linhagem
foi originalmente isolada a partir de frutas na Indochina, a partir da fruta tropical lichia, e tem
sido utilizada para o tratamento de doencas intestinais em criangas e adultos desde 1950. Sua
acdo é baseada em maltiplos mecanismos, incluindo o estimulo do sistema imunoldgico; efeito
anti-inflamatorio e antissecretorio; efeito prebiodtico, estimulando a regeneracdo e
estabelecimento da microbiota saudavel; protecdo contra os patdgenos e suas toxinas e
regeneracao das células do epitélio intestinal (NASCIMENTO et al., 2018).
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Esta levedura, ndo patogénica e termotolerante, apresentam crescimento 6timo a 37°C
(PAIS et al., 2020), e é resistente & acao do suco gastrico, das secrecdes entéricas e pancreéticas
e da bile, assim como a acdo de antibioticos e quimioterapicos. Além dessas caracteristicas, S.
boulardii protege contra microrganismos patogénicos e ndo € toxica, razdes pelas quais é
caracterizada como um microrganismo, com efeito, probiético (LOPES; PINTO, 2010).

O efeito prebidtico da S. boulardii é devido a composicdo de sua parede celular,
composta por glucanos e manoproteinas, que servem como excelente substrato para o
metabolismo microbiano, levando a producdo de compostos benéficos, como o butirato
(NASCIMENTO et al., 2018).

As culturas mais empregadas como probidticas pertencem aos géneros Lactobacillus e

Bifidobacterium e suas caracteristicas principais estdo descritas a seguir:

a) Género Lactobacillus

Este género € amplamente distribuido no meio ambiente, especialmente em alimentos
vegetais, no aparelho digestdrio e genital. A sua ocorréncia € influenciada por diversos fatores
ambientais, tais como pH, presenca de oxigénio, presenca de fatores especificos e interacdes
com outras bactérias. Os lactobacilos sdo bastonetes, gram-positivos, ndo formadores de
esporos, ndo flagelados, aerébios ou anaerdbios facultativos, que se dispbem em forma de
cadeias diferentes tamanhos. S&o estritamente fermentativos, acumulando &cido latico no meio
como produto do metabolismo primario. Eles raramente apresentam patogenicidade. O seu pH
6timo de crescimento situa-se na faixa de 5,5 e 6,3 e possuem faixa 6tima de temperatura entre
30-40°C (ANTUNES et al., 2007).

b) Género Bifidobacterium

As bifidobactérias sdo habitantes naturais do intestino humano e animal, sdo bastonetes,
gram-positivas, ndo formadoras de esporos, desprovidas de flagelos, anaerdbios, no entanto,
algumas sdo tolerantes ao oxigénio. Frequentemente apresentam formato de “Y”, conhecido
como forma “bifida” e requerem nutrientes especiais, dificultando seu isolamento e crescimento
em laboratorios. A faixa ideal de temperatura de crescimento situa-se entre 20 °C a 46 °C e
morrem a 60 °C. Seu pH étimo é 6,5-7,0, ndo havendo crescimento em pH<5,1 ou pH>8,0. O
aparelho digestdrio de um recém-nascido é rapidamente colonizado por bactérias oriundas da
vagina durante o parto. Apds um més, a microbiota no intestino do bebé sera ocupada por 80%
de bifidobactérias e essa populacdo parece ser relativamente estavel até idade adulta, quando

comeca seu declinio, com o decorrer dos anos de vida, a populacéo intestinal de bifidobactérias
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tende a diminuir gradativamente, representando 20% das bactérias entéricas. ldosos tendem a
apresentar populacfes ainda menores de bifidobactérias, enquanto o numero de bactérias
patogénicas - tais como coliformes, enterobacterias e clostridios — e leveduras tende a aumentar,
consequentemente, ocorre aumento da susceptibilidade as infeccbes gastrintestinais. Sua
populacéo é influenciada pela dieta, antibioticos, estresse e etc (ANTUNES et al., 2007).

Segundo Tamime et al. (1995), essas bactérias crescem em meios que contém triptose,
fitona (peptona de soja), extrato de levedura, agrupam-se em col6nias com forma de disco
voador com bordas bem definidas; as células apresentam epitélio especifico: em B. breve é mais
fino e curto; muito alongado, relativamente fino, com irregularidades pequenas no contorno e
algumas pintas em B. longum; e, B. adolecentis infantis apresentam morfologia muito
semelhante a maioria das espécies de bifidobactérias.

Bifidobactérias nao sdo bactérias acidas lacticas “verdadeiras” como Lactococcus ou
Pediococcus, produzem tanto o acido acético quanto o acido lactico por uma via incomum, ndo
usual do sistema metabolico da glicose, resultante em uma proporgdo teérica de 3:2
(acetato/lactato) como metabdlitos primarios. Em adi¢cdo, pequenas quantidades de &cido
formico e etanol sdo frequentemente produzidos (BARBOSA et al., 2011).

A incorporacdo de bifidobactéria na cadeia de alimentos pode ser dificil, porque,
usualmente, exibe um crescimento fraco em leite e requer um ambiente anaerébio, baixo
potencial de Oxido-reducdo e a adicdo de fatores bifidogénicos para obter os niveis de
crescimento desejados (MONDRAGON-BERNAL et al., 2017).

A sobrevivéncia da bactéria probidtica no meio de fermentacdo, depende das cepas
usadas, interacdo entre espécies presentes, condi¢des de cultivo, composi¢do quimica do meio
(p.e. fonte de carbono), acidez final, conteudo de soélidos, promotores e inibidores do
crescimento, concentracdo de aclcares (pressdo osmatica), oxigénio dissolvido (especialmente
para bifidobactérias), nivel de inoculacdo, temperatura de incubacao, tempo de fermentacéo e
temperatura de estocagem (MAUGERI FILHO et al., 2016).

2.4.2 Mecanismos de ac¢do dos probioticos

Os prebidticos afetam as bactérias intestinais, aumentando o numero de bactérias
anaerobias benéficas e diminuindo a populacdo de microrganismos potencialmente
patogénicos. Os probidticos afetam o ecossistema intestinal estimulando os mecanismos imunes
da mucosa, interagindo com microrganismos comensais ou potencialmente patogénicos,

gerando produtos metabolicos finais, como &cidos graxos de cadeia curta, e se comunicando
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com as células do hospedeiro através de sinais quimicos (Figura 1.3) (GUARNER et al., 2017).
A Tabela 1.3 ilustra os principais efeitos benéficos e terapéuticos atribuidos ao consumo de
probidticos e a Tabela 1.4 os mecanismos de interacdo entre probioticos, prebioticos e

hospedeiro.

Figura 1.3 - Mecanismos de interacdo entre microbiota, probioticos e hospedeiro. A
microbiota normal e os probi6ticos interagem com o hospedeiro em atividades metabdlicas e
funcBes imunes e evitam a colonizacdo de microrganismos oportunistas e patogénicos.
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Fonte: Guarner et al. (2017)

A tolerancia dos probidticos a pHs acidos e enzimas presentes no aparelho digestorio
humano, producdo de componentes antimicrobianos e adesdo na mucosa intestinal caracterizam
a sua funcionalidade, estes mecanismos podem conduzir ao antagonismo de pat6genos
potenciais, a melhorar o ambiente intestinal, fortalecer a barreira intestinal, a regulacdo negativa
da inflamacdo e a regulacdo positiva da resposta imune a desafios antigénicos. Estima-se que
esses fendmenos conduzem a efeitos benéficos, inclusive reducdo da incidéncia e gravidade da
diarreia (GUARNER et al., 2017). Para que uma bactéria seja probidtica, ela deve atender a
certos requisitos, como os listados na Tabela 1.3.

Os probioticos podem estimular a resposta da imunidade inata contra patogénicos. As
células dendriticas intestinais podem reter bactérias convivas, ativando seletivamente o0s
linfécitos B a produzir IgA e diminuir a penetragdo da mucosa por bactérias indesejaveis. O
probiotico estimula a producdo de substéncias e componentes citoprotetores nas celulas
humanas, blogueando a indugdo de apoptose, contribuindo na restituicdo da barreira epitelial
danificada (SARKAR; MANDAL, 2016). O mecanismo de isen¢do competitiva se baseia na
capacidade do probidtico de bloquear as ligacdes entre os receptores das células epiteliais com
as adesinas dos microrganismos patdgenos, impedindo a aderéncia dos mesmos. Para conseguir

bloquear essas ligacbes, os probidticos produzem componentes antimicrobianos como séo
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acidos laticos, peroxido de hidrogénio, acido acético, e bacteriocinas (JENSEN et al., 2012;
MONTEAGUDO-MERA et al., 2012; SARKAR E MANDAL, 2016). Além da protecdo
competitiva dos probidticos, a microbiota anaerobia nativa do aparelho digestorio limita a

concentracdo de patdgenos (SOCCOL et al., 2010).

Tabela 1.3 - Efeitos benéficos e aplicacGes terapéuticas atribuidos a bactérias probioticas em
humanos. Alguns critérios de selecdo para microrganismos probidticos.

Efeitos benéficos Alguns critérios para a selecdo de
Manutenc&o da microbiota intestinal normal. microrganismos probioticos
Antagonista de crescimento de agentes patogénicos.  Origem humana.

Estimulacéo do sistema imunoldgico. Resisténcia ao suco gastrico.

Reducdo da intolerancia a lactose. Capacidade de aderir a mucosa intestinal.
Reducdo dos niveis de colesterol. Resisténcia biliar.

Impedimento da reabsorcdo de compostos amino Resisténcia a lisozima.

indesejaveis. Persisténcia no aparelho digestorio
Reducdo em doencas coronérias. humano.

Atividade antimutagénica. Producéo de substancias antimicrobianas.
Atividade antitumorogénica. Antagonistas de bactérias patogénicas e
Melhoria do valor nutricional dos alimentos. carcinogénicas.

Efeitos nutricionais. Seguro para uso clinico e alimentar.
Aplicacdes terapéuticas Alto numero de  microrganismos
Prevencao de infecgao urogenital. probitticos, no momento do consumo,
Alivio da constipacao. tendo que resistir as condi¢bes de
Protecéo contra diarreia de viajantes. processamento (desidratacao,
Prevencéo da diarreia infantil. congelamento, liofilizagao).

Prevencéo da diarreia induzida por antibiéticos. Validagdo clinica e documentacdo dos
Prevencdo da hipocolesterimia. efeitos na saude.

Prevencdo do cancer de célon e bexiga.
Prevencdo da osteoporose.

Fonte: Fuller (1989); Martin (1996); de Fooks; Fuller; Gibson (1999); Saarela et al. (2000); Lourens-Hattingh;
Viljoen (2001); adaptado por Mondragén-Bernal; Maugeri (2008).

Tabela 1.4 - Mecanismos de interacdo entre probioticos, prebiéticos e hospedeiro. A simbiose
entre microbiota e hospedeiro pode ser otimizada com intervencdes farmacoldgicas ou
nutricionais no ecossistema microbiano intestinal usando probi6ticos ou prebidticos.

Probidticos

Beneficios  Ativar os macrofagos locais para aumentar a apresentacéo dos antigenos para 0s
imunoldgicos linfécitos B e aumentar a producéo de imunoglobulina A secretoria (IgA) tanto
local quanto sistemicamente.
Modular os perfis das citocinas.
Induzir tolerancia aos antigenos alimentares.

Beneficios ndo Digerir os alimentos e competir com os patdgenos pelos nutrientes.
imunologicos  Alterar o pH local para criar um ambiente local desfavoravel para os patdgenos.

Produzir bacteriocinas para inibir os patdégenos.

Fagocitar os radicais superéxidos.

Estimular a producéo epitelial de mucina.

Aumentar a fungédo da barreira intestinal.

Competir pela adesdo com os patdgenos.

Alterar as toxinas de origem patogénica.
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Prebioticos

Efeitos metabdlicos: producédo de &cidos graxos de cadeia curta, absor¢do de ions (Ca, Fe, Mg)
Aumentar a imunidade do hospedeiro (producéo de IgA, modulacdo de citocinas, etc.)

Fonte: Guarner et al. (2017)

2.4.3 Uso de probidticos em fermentacdes de suco de frutas

Estudos com sucos de frutas evidenciaram o aumento da capacidade antioxidante ao
longo da fermentacdo com microrganismos probidticos. Segundo PEREIRA et al., 2017, que
avaliaram o comportamento de condig¢Oes de cultivo de Lactobacillus casei na bebida de
cupuacu, onde as amostras foram inoculadas 7,00 logUFC/mL, e apds 24 horas observaram-se
superiores a 8,00 logUFC/mL, indicando que o cupuacu € uma boa matriz para a producéo da
bebida probiotica, uma vez que ndo foi observada perda de viabilidade no processo de
fermentagdo em todos os ensaios realizados.

Além disso, informam que a producdo da bebida probiotica de cupuagu mostrou-se
vantajosa devido ao crescimento microbiano mais rapido, em compara¢do com outras frutas
estudadas. DIMITROVSKI et al., 2015 produziram suco de magd fermentado com
Lactobacillus plantarum, esses autores relataram viabilidade de 8,51 Log UFC/mL apds 24 h
de fermentagdo a 37°C. Enquanto PEREIRA et al., 2017, relaram o tempo necessario para
atingir a mesma viabilidade para o cupuacu foi menor, em torno de 8 h, e a viabilidade celular
aumentou até 18 h de fermentacdo atingindo > 9 Log UFC/mL, assim exigindo menores
periodos de fermentacdo. FONTELES et al., 2013, que estudam a estabilidade e qualidade do
suco probidtico de meldo cantaloupe, mostram que a L. casei conseguiu fermentar o suco de
meldo cantaloupe com boa taxa de crescimento e viabilidade usando apenas os acuUcares
naturalmente presentes no suco, sem a necessidade de adicdo de sacarose ou outros nutrientes,
atingindo 8,25 log UFC/mL as 8h de fermentagéo.

Outro beneficio identificado na utilizacdo do cupuacu, de acordo com PEREIRA et al.,
2017, é que o pH caiu ao longo da fermentacao, atingindo o valor de pH de 4,30 = 0,01 ap6s
18h, devido ao aumento da concentracéo de acido latico. O &cido lactico é reconhecido como o
principal metabdlito das bactérias lacticas e a acidificacdo € um dos efeitos mais desejaveis de
seu crescimento. O pH abaixo de 4,5, é baixo o suficiente para inibir o crescimento de patdgenos
e muitos microrganismos espoliadores. FONTELES et al., 2013, demonstram quedas também
do pH no estudo de suco probidtico de meldo cantaloupe, atingindo cerca de 3,9 £ 0,01 as 12h.

No estudo de PEREIRA et al., (2017), valores de &cido lactico foram de 6,44 + 0,00 g/L
obtidos em 20h de fermentacgdo. Assim, a bebida de cupuagu mostrou-se um bom substrato para

0 crescimento de L. casei, apresentando produgéo de &cido latico mais répida do que o meio
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MRS, modelo estudado por VODNAR et al., (2010) que ao examinaram a capacidade de L.
casei em produzir acido lactico no modelo durante a fermentacdo (37°C, 78h), obtiveram 6,16
o/L de &cido latico. E o cupuacu apresenta uma maior producdo de acido latico em comparado
com o suco probidtico de meldo cantaloupe fermentado por L. casei, estudado por FONTELES
et al. (2013), que apresentaram valores em torno de 3,0 g/L.

Além disso, 0 cupuagu contém importantes compostos bioativos como o acido
ascorbico, esse bioativo é associado a boa sobrevida das bactérias lacticas na fermentacéo,
indicando que bebida de cupuacu se mostrou mais vantajosa para a producdo de probidticos
devido a presenca natural desse &cido (PEREIRA et al., 2017). Outro dado importante, é a
elevacdo da atividade antioxidante no decorrer das 18h de fermentacéo, que passou de 0,53 para
0,66 M Trolox/mL, representando um aumento em torno de 24,5%. Tendo em vista que as
atividades antioxidantes contribuem na protecdo do organismo humano, auxiliando contra o
estresse oxidativo, impedindo e prevenindo uma série de distarbios cronico-degenerativos
(CANUTO et al., 2010; PEREIRA et al., 2017).

2.5 Paraprobidticos e p6s-bidticos

Conforme ja definido, um probio6tico deve ser viavel, e € importante notar que
mecanismos subjacentes aos efeitos de promocao da saude das células bacterianas intestinais
desejaveis sdo claramente dependentes do estado de viabilidade das bactérias; portanto, ndo é
aplicavel a células bacterianas mortas ou componentes celulares. No entanto, evidéncias
recentes sugerem que a viabilidade bacteriana ndo é necessaria para atingir os efeitos de
promocdo da salde, e devido a essas novas evidéncias, termos como paraprobiético e pos-
bidtico foram instituidos para apresentar os beneficios para a saude além da viabilidade
especifica dos probi6ticos, fornecendo uma ampla dimensdo ao termo de probioticos. Esses
termos, embora tenham surgido recentemente, tém sido adotados rapidamente na area de ciéncia
e tecnologia de alimentos, bem como em salde humana e nutri¢do, resultando em um interesse
especial por suas potenciais aplicacbes como alimentos funcionais, nutracéuticos e
medicamentos em alimentos, biotecnoldgica e industria farmacéutica. No entanto, alguns
aspectos relacionados as bioatividades e aos efeitos promotores da sadde dos paraprobidticos e
p6s-bidticos situam-se ainda ignorados ou inexplorados (AGUILAR-TOALA et al., 2018;
CUEVAS-GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALA, 2020).

O conhecimento atual permite afirmar que a viabilidade bacteriana ndo é necessaria para

se atingir todos os efeitos probidticos, pois nem todos os mecanismos, nem beneficios clinicos
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estdo diretamente relacionados & viabilidade das bactérias. Isso foi demonstrado recentemente,
uma vez que algumas pesquisas compararam microrganismos vidveis ou inativados e diferentes
fracBes microbianas obtidas a partir deles (AGUILAR-TOALA et al., 2018; CUEVAS-
GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALA, 2020).

E importante diferenciar os conceitos de pos-bidtico e de paraprobidticos, delimitando
sua definicdo (Figura 1.4). Os pds-bioticos, também conhecido como metabidticos, biogénicos
ou metabdlitos e/ou sobrenadantes/extratos livres de celulas, sdo fatores soltveis (produtos ou
subprodutos metabolicos) secretados por bactérias vivas (ou seja, probidticos ou néo
probioticos) ou liberados ap6s a lise bacteriana que podem oferecer efeito positivo ao
hospedeiro, fornecendo bioatividade adicional (AGUILAR-TOALA et al., 2018; CUEVAS-
GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-TOALA, 2020).

Em contrapartida, os paraprobioticos sdo celulas microbianas (probioticas ou ndo
probidticas) inativadas (ndo viaveis) intactas, que quando administradas em quantidades
suficientes conferem beneficios aos consumidores. Semelhantemente, os paraprobi6ticos sao
intitulados como probidticos ndo viaveis, probioticos inativados ou probidticos fantasmas. Em
vista disso, 0s paraprobidticos e os pds-bidticos representam novas categorias de agentes
modificadores de respostas bioldgicas (CUEVAS-GONZALEZ; LICEAGA; AGUILAR-
TOALA, 2020). Apesar dos beneficios comprovados dos probi6ticos para a satde, as células
microbianas inviaveis podem ter vantagens de seguranca sobre os probiéticos, reduzindo o risco
de translocacao microbiana, infeccdo ou respostas inflamatdrias aumentadas, demonstrado para
alguns probidticos em consumidores com sistema imunoldgico desequilibrado ou
comprometido. Uma vez as células bacterianas inativadas, seja por métodos fisicos (interrupcao
mecanica, tratamento térmico, irradiagdo y- ou UV, alta pressdo hidrostética, liofilizacdo,
sonicacao) ou quimicos (desativacdo acida), assim alterando as estruturas celulares microbianas
ou suas funcoes fisioldgicas; entdo, as bactérias ficam impossibilitas de se desenvolver e, por
consequéncia, conservam os efeitos benéficos para a salde que a sua forma viavel oferece
(AGUILAR-TOALA et al., 2018).



Figura 1.4 - Conceitualizacdo dos termos paraprobidticos e pds-bioticos.
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De uma maneira simplificada, a Figura 1.5 apresenta a definicdo e os agentes de

probidticos, prebidticos, paraprobidticos e pds-bidticos.

Figura 1.5 - Prebidtico, probidtico, paraprobidtico e pos-bioético. ALC, acido linoleico

conjugado; AGPI, &cido graxo poliinsaturado; FOS, frutooligossacarideos; GOS, galacto-

oligossacarideos; MOS, mananoligossacarideo; XOS, xilooligossacarideo.
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Nos ultimos anos, um numero consideravel de estudos usando modelos in vitro (por
exemplo, diversas linhagens celulares em solucdes simulando o sistema digestdrio) e in vivo
(por exemplo, ratos obesos e hipertensos) foi usado para avaliar a bioatividade potencial e/ou
os efeitos na salde de varios pos-bidticos, incluindo metabolitos intracelulares e componentes
da parede celular, seja como estruturas isoladas ou misturas, como extratos ou suspensoes
(AGUILAR-TOALA et al., 2018).

Esta comprovado que a suplementacdo com pds-bidticos reduz a pressdo arterial,
conferindo capacidade anti-hipertensiva a esses compostos. O mecanismo desse resultado
benéfico pode ser devido as mudancgas na microbiota intestinal e seus subprodutos metabdlicos;
a restauragdo da funcdo de barreira intestinal; e os efeitos na endotoxemia, inflamacdo e
atividade do nervo simpatico renal. Estudos mostram que a microbiota intestinal também afeta
uma ampla gama de funcBes no aparelho digestorio, incluindo o desenvolvimento do sistema
imunoldgico, defesa contra patdgenos e inflamagdo (AGUILAR-TOALA et al., 2018).

Os pobs-biodticos também foram descritos como inibidores de bactérias patogénicas,
como Listeria monocytogenes L-MS, Salmonella enterica S-1000, Escherichia coli E-30 e
Enterococci. Além disso, a atividade antioxidante em modelos in vitro e in vivo expostos a
exopolissacarideos (EPS) especificos foi relatada. Além disso, os pds-biéticos também podem
ser produzidos pela atividade metabdlica das leveduras. Os sobrenadantes de cultura, obtidos
de Saccharomyces boulardii, melhoraram a capacidade de cicatrizacdo de feridas e a migragéo
de células epiteliais por meio da ativagdo de receptores de colageno integrina a2f31 usando
modelos in vitro. Os dados sugerem que esses sobrenadantes poderiam melhorar o processo de
reparo do epitélio intestinal apds dano (restituicdo intestinal) e possuem aplicacdes terapéuticas
potenciais em uma ampla variedade de disturbios gastrointestinais (AGUILAR-TOALA et al.,
2018).

2.6 Avaliacao de probioticos para uso em alimentos

No Brasil, 0 uso de probidticos em alimentos requer prévia avaliacdo da ANVISA,
segundo requisitos da Resolucdo RDC Anvisa n® 241, de 27 de julho de 2018. A avaliacdo
efetuada contempla trés elementos principais: comprovagdo inequivoca da identidade da
linhagem do micro-organismo, de sua seguranca e de seu efeito benéfico (ANVISA, 2019).

Quanto a oferta de alimentos com alegagéo de propriedade funcional ao consumidor,
implica-se no ambito da propaganda de alimentos que os produtos comercializados devem

obedecer obrigatoriamente aos critérios estabelecidos pela RDC n° 2, de 7 de janeiro de 2002.
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Essa legislacao visa principal “padronizar os procedimentos a serem adotados para a avaliagdo
de seguranga, registro e comercializacdo de Substancias Bioativas e Probidticos Isolados com
alegacdo de propriedades funcional e/ou de satde”, e indica que no caso dos Probidticos, deve
constar a quantidade dos microrganismos viaveis, que garanta a acdo alegada no prazo de
validade do produto. Esta informag&o deve estar proxima a alegacéo de propriedade funcional
e/ou de salde do produto e fora da Tabela de Informacdo Nutricional (SILVA FILHO et al.,
2018).

Segundo o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Bebida Léactea da
Instrucdo Normativa MAPA n° 16 de 23/08/2005, estabelece que a contagem total de bactérias
lacticas viaveis deve ser no minimo de 10°® UFC/g, no produto final, para o(s) cultivo(s)
lactico(s) especifico(s) empregado(s), durante todo o prazo de validade (MAPA, 2005). Para a
bebida fermentada ser considerada um produto probidtico é necessario que as bactérias
probidticas sobrevivam no produto durante sua vida de prateleira (MONDRAGON-BERNAL,
2004). A legislacdo brasileira recomenda uma populagdo minima de probidticos de 108 a 10°
UFC em uma porcao diaria de alimento para que o0 mesmo possa exercer efeitos benéficos a
salde (ANVISA, 2008). Para garantir um efeito continuo no organismo humano, os probioticos
devem ser ingeridos diariamente. Alteracdes favoraveis na composi¢do da microbiota intestinal,
capazes de garantir a manutencdo das concentracdes ativas fisiologicamente (quantidade
intestinal de 10° a 10" UFC.g?) in vivo, foram observadas com doses de 100 g de produto
alimenticio contendo 102 a 10° unidades formadoras de col6nias (UFC) de microrganismos
probidticos (OLIVEIRA et al., 2019; PEREIRA e LUSNE., 2019).

2.7 Resisténcia de probioticos ao aparelho digestorio e adesdo as superficies mucosas

O primeiro passo na producdo de uma cultura probidtica para sua implementacdo em
larga escala passa pelo seu desenvolvimento em meio de cultura adequado para a producdo de
biomassa. Nesse sentido, as variaveis envolvidas durante o crescimento da cepa (pH do meio,
tipo e concentragdo de carboidratos, fase de crescimento na colheita, estado fisiologico celular,
etc.) podem afetar significativamente tanto sua resisténcia as barreiras bioldgicas (acidez
gastrica e sais biliares) e sua capacidade de interagir com as células do sistema imunologico,
condicionando sua funcionalidade (VINDEROLA et al., 2011).

A funcionalidade dos probidticos é caracterizada pela tolerancia a pHs acidos e enzimas
pancredticas presentes no aparelho digestorio, adesdo na mucosa intestinal, producdo de

componentes antimicrobianos e resisténcia a certos antibioticos. Para promover efeitos
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benéficos a salde, é essencial que os probidticos consigam sobreviver a passagem através do
estdbmago, e atinjam o intestino em quantidades adequadas de células viaveis, conseguindo
multiplicar no hospedeiro (ECKERT, 2016).

Desta forma, a sobrevivéncia de bactérias no aparelho digestorio depende, inicialmente,
da sua capacidade de tolerar os baixos niveis de pH do suco géstrico. O &cido cloridrico (HCI)
secretado no estdbmago apresenta pH 0,9, contudo, a presenca do alimento no estomago pode
aumentar este valor para o nivel de pH 3, sendo que, apds a ingestéo, o alimento permanece de
2 a 4 horas no estdbmago. A acdo do baixo pH constitui-se em uma barreira eficiente contra
organismos invasores do aparelho digestdrio, impedindo sua colonizacao no intestino delgado.
Sendo assim, para o probidtico sobreviver, é fundamental que ele seja tolerante a essa condicao
(ECKERT, 2016).

Existem varios testes para comprovar a funcionalidade probidtica, segundo Mishra e
Prasad (2005) os testes de resisténcias a sais biliares, resisténcia a acidez, producdo de
compostos antimicrobianos e sobrevivéncia no aparelho digestorio sdo importantes para
caracterizar uma cepa como probidtica, mas 0s mecanismos antagdnicos de competéncia pelos
nutrientes e pelos sitios de adesao ao epitélio e/ou mucosa intestinal € um dos mais importantes,
ja que a partir da adesdo o microrganismo conseguira modular o sistema imune beneficiando a
satde do hospedeiro e poderd produzir biomoléculas que evitaram a propagacao de patogénicos.
A adesdo pode ser medida mediante testes in vitro utilizando células caco-2, mediante ensaios
de hidrofobicidade ou por testes de Autoagregacao e co-agregacdo bactéria-bactéria (Busscher
etal., 1997).

O aparelho digestério humano é um complexo ecossistema, no qual bactérias residentes
e em transito coexistem. Essa microbiota executa um papel importante nas funcdes fisioldgicas
e metabdlicas, que incluem a manutencdo do aparelho digestorio, estando diretamente
associado ao sistema imune. O desequilibrio desse sistema € relacionado a diversas desordens
gastrintestinais, que incluem colites ulcerativas, sindrome do intestino irritado, doenca de
Crohn, entre outros. As bactérias do acido lactico (BALs) constituem-se a microbiota
dominante do intestino delgado, de forma que as células imunes estdo diretamente associadas
com a mucosa intestinal. Sendo assim, muitas BALs consideradas probi6ticas tem sido aplicada
como uma terapia alternativa na prevencéo dessas doencgas (SOCCOL et al., 2010; BARBERI
et al., 2015; VARANKOVICH; NICKERSON; KORBER, 2015; ECKERT, 2016; FOLIGNE
etal., 2016).

O potencial de adesdo de BALs as células do epitélio intestinal tém um papel

fundamental nessa interacéo e regulacdo do sistema imune, considerados um dos principais
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critérios na selecdo de microrganismos probidticos. Lactobacillus e Bifidobacterium,
principalmente, contribuem para a acéo inibidora da colonizacdo de bactérias patogénicas e
auxiliam na persisténcia do probidtico no intestino por um periodo prolongado. O efeito da
adesdo de BALs em células epiteliais € amplamente estudado, assim como 0s mecanismos
envolvidos. Da aderéncia resulta uma interagdo entre a cepa e a superficie da mucosa intestinal,
promovendo beneficios na modulacdo dos efeitos imunoldgicos e a exclusdo competitiva de
bactérias patogénicas (RIEDEL et al.,, 2006; VANDERPOOL; YAN; POLK, 2008;
VARANKOVICH; NICKERSON; KORBER, 2015; ECKERT, 2016).

Considerando a dificuldade de avaliacdo da propriedade de adesdo de BALS in vivo,
modelos in vitro foram desenvolvidos com células epiteliais, e vém sendo amplamente
utilizados. A autoagregacdo e a coagregacao dos probidticos também é um mecanismo
importante que envolve um ou mais microrganismos, realizando um processo necessario para
ocorrer a adesdao ao epitélio intestinal. Uma vez que pode formar barreiras que previnem a
colonizagdo por microrganismos patogénicos (REID et al, 1988; BORIS; SUA'REZ;
BARBE’S, 1997; DEL RE et al, 2000; ECKERT, 2016).
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3. CONSIDERACOES GERAIS

A partir dos conhecimentos fornecidos pela atual pesquisa, confirmou-se que o
cupuacu € viavel para a producédo de bebidas probioticas, além de ser um substrato promissor,
devido que sua producao estd em constante crescimento e pelo aumento do seu reconhecimento
econdmico e nutricional, como também uma alternativa como meio de fermentagdo para
producdo de bebidas contendo microrganismos probioticos, uma vez que ndo foi observada
perda de viabilidade no processo de fermentacdo. As sementes de cupuagu possuem importantes
compostos bioativos, que agregam capacidade antioxidante, e se sobressaem como uma
alternativa para a obtencdo de extratos liquidos ou em pd, para serem utilizadas como
substitutos do leite, por exemplo, em um processo de fermentacdo, além de que a bebida
probidtica de cupuagu mostrou-se vantajosa devido ao crescimento microbiano mais rapido, em
comparagdo com outras frutas estudadas.

Desta maneira, pode-se concluir que é viavel a utilizacdo de subprodutos como as
sementes do cupuacu, o0s quais sdo geralmente desperdicados ou descartados, para o
desenvolvimento de novos produtos, com o intuito de reduzir perdas de producdo, estimular

mais os lucros e alavancar o potencial das agroindustrias, gerando assim mais renda.
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RESUMO

O cupuacu possui alto valor nutritivo, propriedades funcionais e potencial para agregacao de
valor. O objetivo foi avaliar o efeito de variaveis de formulacdo e fermentacdo do meio a base
de cupuacu e extrato hidrossoltvel da améndoa do cupuacu. Para a obtencdo dos prot6tipos, os
meios fermentativos foram inoculados com Saccharomyces boulardii-17 (SB), Lactobacillus
rhamnosus sp (LR) e Bifidobacterium longum sp (BL). Analisou-se a capacidade de
fermentagdo de cada microrganismo e sua viabilidade por ensaios preliminares, observando a
cinética de crescimento celular, aclUcares redutores e totais (AR e AT), pH e acidez titulavel
total (ATT). Ensaios com SB e LR apresentaram as maiores contagens de crescimento celular
total (CCT) e maiores consumos de AT. Foi realizado um delineamento Plackett&Burman 12
com 4 pontos centrais e sete varidveis independentes. Obtiveram-se efeitos estatisticamente
significativos e positivos sobre o CCT. Nos ensaios dos pontos centrais 50:50 (LR:SB) foram
obtidos os melhores resultados na producao de exopolissacarideos (EPS). O ensaio com apenas
LR (37°C; 20% EHAC; 12h) e pontos centrais 50:50 (LR:SB) apresentaram 0s maiores
consumos de AT e para AR foram os ensaios seis (37°C, SC=8%, 12h) e ponto central. O ensaio
5 com apenas LR (37°C; 20% EHAC; 12h) apresentou a maior variacdo do pH ap6s 12h de
fermentacgdo. Conclui-se que os probi6ticos SB e LR fermentam o meio a base de polpa e extrato
de cupuagu, resultando em uma opc¢do para o mercado de bebidas com funcionalidade pds-
probidtica. E recomendavel a fermentacio individual, s6 com levedura ou s6 com bactérias
laticas, uma vez que a mistura dos microrganismos nao contribuiu para o aumento do
crescimento celular total, ndo havendo uma simbiose.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; Theobroma grandiflorum; probidticos; delineamento
Plackett&Burman, Saccharomyces boulardii-17, Lactobacillus rhamnosus.
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1. INTRODUCAO

O mercado de bebidas fermentadas e a base de frutas, principalmente as tropicais, esta
em expansdo. Essa combinacdo visa aumentar o valor nutricional da bebida, combinando os
nutrientes oferecidos por varias frutas. O cupuacu pode ser utilizado na fabricacdo de bebidas
alcodlicas fermentadas, criada a partir da fermentacdo de um fruto maduro e sadio pela
atividade de leveduras (SILVA, 2011).

Além da sua utilizagdo para a produgdo de bebidas comuns, o cupuagu pode ser
utilizado para a producéo de bebidas probioticas. Os probidticos conseguem permanecer Vivos
durante a vida Gtil de um alimento, ndo contém genes de resisténcia a antibioticos, ndo possuem
qualidades de mutagénese, sdo anticancerigenos e sdo resistentes a fagos e oxigénio. Segundo
Organizacdo Mundial da Salde, os probidticos sdo "microrganismos vivos" que oferecem
vantagens a salde do hospedeiro, aumentando o nimero de bactérias uteis e diminuindo o
naumero de micrdbios nocivos (DA SILVA, 2022).

Por possuir a maior floresta tropical do mundo, a regido amazénica passou por varias
fases de desenvolvimento e oferece diversas oportunidades de exploracédo de recursos. Assim,
investigacOes sobre o potencial da Amazonia tém sido realizadas em diversos setores visando
descobrir novos nutrientes e fontes funcionais. A diversidade de substancias bioativas nos
alimentos exige pesquisas incessantes sobre suas qualidades fisico-quimicas, microbioldgicas
e sensoriais (DA SILVA, 2022).

Ha vantagem tecnoldgica em utilizar a bebida de cupuagu como substrato para
fermentacao probidtica como substituto do leite, para atender publicos que buscam alternativas
veganas ou nao lacteas. Os agucares naturais e os acidos organicos da bebida a tornam um bom
local para o cultivo de probidticos. A fermentacdo pode proporcionar o aumento da atividade
antioxidante, conferindo beneficios nutricionais a este alimento funcional (RODRIGUEZ et al.,
2018). Individuos com alguns distarbios (intolerancia a lactose, alergia a componentes do leite
e veganos) tambem podem se beneficiar da ingestdo dessas bactérias quando consomem sucos
de frutas contendo probioticos.

Saccharomyces boulardii € uma cepa tropical de levedura identificada em 1923 a partir
de frutas de lichia e mangostdo pelo cientista francés Henri Boulard. Verificou-se que S.
boulardii mantém e repara a flora intestinal nos intestinos delgado e grosso; ndo sdo de origem
intestinal e apresentam acdo probiotica. Restaura a flora intestinal e promove o equilibrio
bacteriano intestinal em quantidades Otimas, além de tratar a diarreia e outras irritagdes
intestinais (NARDI, 2005).
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Bifidobacterium longum é um tipo de bactéria ndo patogénica encontrada nos sistemas
gastrointestinais de humanos e da maioria dos outros animais. Devido a seus muitos beneficios
para a salde, é usado como probidtico em uma variedade de alimentos e suplementos
nutricionais. E uma bactéria gram-positiva, ramificada e em forma de bastonete que produz
acido lactico no trato digestivo pela fermentagdo do actcar (CELIBERTO, 2014).

Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria em forma de bastonete, formadora de cadeia,
Gram-positiva, ndo formadora de esporos, facultativamente anaerdbia e homofermentativa.
Certas cepas da bactéria L. rhamnosus sdo usadas como probioticos e sdo notavelmente eficazes
no tratamento de infecgOes do trato urogenital feminino, particularmente casos de vaginose
bacteriana de dificil cura. Sua natureza probiotica pode ajudar a diminuir alergias, asma e
dermatite. Tem varios outros beneficios, incluindo propriedades anticancerigenas e de perda de
peso (MACEDO et al., 2008).

Ramos et al., (2016), analisaram que durante o processo de despolpamento do cupuagu
ocorre uma reducdo consideravel de compostos volateis importantes, no entanto, durante o
processo de fermentacdo do cupuacu ocorre o processo de formacdo dos mesmos. No
experimento com 15% de polpa, encontrou-se uma diversidade mais ampla de importantes
compostos volateis como aldeidos, cetonas e &lcoois. No experimento sem polpa, somente na
fermentacdo das sementes, o tempo de fermentacdo foi menor, mas também ndo foram
formados precursores para o desenvolvimento do sabor (RODRIGUEZ et al., 2018).

O cupuacu é considerado uma fruta ideal para a producdo de sucos probiéticos. A fruta
contém antioxidantes como vitaminas C e E, flavonoides, antocianinas e polifenois, além de
sacarideos (glicose, frutose e sacarose) e minerais (incluindo Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Zn e Cu).

Portanto, os objetivos deste trabalho foram determinar os melhores microrganismos
probidticos a serem utilizados na fermentacdo do cupuacu, determinando a viabilidade dos
mesmos nas bebidas demonstrando por meio de estudos cinéticos a producdo de acido latico,
consumo de aguUcares e selecionar as melhores condi¢fes de fermentacdo para otimizacéo do
processo. Procurou-se uma formulacéo que agregasse valor e para tal foram realizados testes

de caracterizagéo funcional.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA

As formulagdes dos meios fermentativos foram realizadas com diversas concentracoes

de polpa do cupuacu e extrato hidrossoluvel das améndoas de cupuagu, conforme P&B12. As
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linhagens probidticas, utilizadas como in6culo para as fermentagdes, foram adquiridas em
envelopes liofilizados, em farmécia, ou/e estoque de culturas do LEB/UFLA e mantidas a -20
°C, sendo: Saccharomyces boulardii, e linhagens de lactobacilos e bifidobactérias

(Lactobacillus rhamnosus LR32 e Bifidobacterium longum LB04 da Danisco).
2.1.1 Ativacédo e Propagacado dos Microrganismos Liofilizados
2.1.1.1 Ativacao e propagacao de S. boulardii

As capsulas contendo 100 mg microrganismo liofilizado (Repoflor®, EMS S/A), foram
abertos em condicOes assépticas. Para a ativacdo da S. boulardii-17 seguiu-se a metodologia de
Bastos, Paulo, Chiaradia (2015), com modifica¢des, adicionada a massa de 100 mg do
liofilizado em 10mL de caldo YPG, previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 15
min, seguido por homogeneizacdo e mantidos incubados em estufa incubadora (Solab modelo
SL-223) a 28 °C, por 48 h, sob agitacdo de 150 rpm.

O caldo YPG (Yeast, Peptone, Glucose), possui a seguinte composi¢do: extrato de
levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%. Para o0 agar YPD € adicionado 2% de agar.

Apdbs a ativacdo, todo o conteldo da cultura ativada (10 mL) foi transferido a
Erlenmeyers contendo 90 mL de caldo YPG mantido a 28°C. Apo6s 24 h, os indculos ativados
e propagados, foram transferidos para eppendorfs e centrifugado (Spinlab modelo SL-5AM) a
4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi removido, e meio congelante estéril pH 7,2
(constituido por 15mL de glicerol, 0,5g de peptona bacterioldgica, 0,3g de extrato de levedura,
e NaCl 0,5%) foi acrescentado aos microrganismos concentrados. Os eppendorfs foram
estocados em condi¢des de congelamento (-20°C) para uso como cultura estoque (BASTOS;
PAULO; CHIARADIA, 2015; HERNANDEZ-TORRES, 2019).

2.1.1.2 Ativagdo e propagacdo de Lactobacilos e Bifidobactérias

A ativacdo dos lactobacillus e bifidobactérias foi realizada seguindo a metodologia de
Herndndez-Torres (2019) adaptado de Mondragon-Bernal et al. (2017), onde 1g do
microrganismo liofilizado foi transferido para 10mL de caldo MRS enriquecido com 0,05%
(m/v) de L-cisteina, previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min, e mantidos em
estufa incubadora (Solab modelo SL-223) a 37 °C por 48 h.

O caldo MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) possui a seguinte composi¢do: peptona
bacterioldgica 10g, extrato de carne 10g, extrato de levedura 4g, D-glicose 20g, Tween-80 19,



58

fosfato dipotéssio 29, acetato de sodio 5g, Citrato de tri-aménio 29, MgS0..7H.0 0,2g,
MnS04.4H20 0,05g. O meio foi enriquecido com hidrocloreto de L-cisteina monohidratado,
cuja formula de molecular € CsHsNO.SCIL.H2O.

Todo o contelido de cada cultura ativada (10mL) foi transferido a erlenmeyers contendo
90mL de caldo MRS enriquecido com L-cisteina a 37 °C. Ap6s 24 h, os indculos ativados e
propagados, foram transferidos para eppendorfs e centrifugados (Spinlab modelo SL-5AM) a
7126g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido, e meio congelante estéril pH 7,2
(constituido por 15mL de glicerol, 0,5g de peptona bacterioldgica, 0,3g de extrato de levedura,
e NaCl 0,5%) foi acrescentado aos microrganismos concentrados. Os eppendorfs foram
estocados em condicBes de congelamento (-20°C) para uso como cultura estoque, metodologia
adaptado de Mondragon-Bernal et al. (2017), por Hernandez-Torres (2019).

2.1.2 Processamento do Cupuacu e Obtencgdo do Extrato HidrossolUvel

A polpa e as sementes do cupuacu (T. grandiflorum) utilizadas nos experimentos
foram provenientes de comerciantes locais na cidade de Ariquemes/RO. Os cupuagus foram
previamente selecionados observando-se algumas caracteristicas, como cor, danos fisicos,
estado de maturacdo, qualidade da casca e tamanho. Para a obtencdo da polpa e extrato
hidrossoluvel das améndoas, foram realizadas as seguintes etapas apresentadas no Fluxograma

abaixo (Figura 2.1).

Figura 2.1 - Fluxograma obtencéo da polpa e extrato hidrossolivel da améndoa de cupuagu.

Selegdo das ,fr_utas Lavagem em agua Sanitizacdo em
quanto ainjuriase  —>| corrente comsabdo [—>| solucdo hipercloradaa —> Enxague
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. T
Corte manual da casca Despolpe
Secagem natural ~ |—> | como auxilio facaem —>| manualmentecom [—> Polpa armazenada
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- |
Sementes —> Secagerrégorg esiufa a —> Retirada da casca  [—> Casca
]
-
. Trituragdo com agua, : : ?
Améndoa —> proporcio 1:6 —> Filtragem —> | Extrato hidrossoltvel
T
v
Armazenado
-20°C

Fonte: Autoral, 2021.
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2.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um Planejamento experimental Plackett&Burmanl2 (P&B12) com 7
variaveis independentes (Proporcdo de concentracdo de S. boulardii (SB) e Lactobacillus
rhamnosus (LR)— x1; Temperatura— x2; Teor polpa— x3; Teor de extrato hidrossolGvel das
améndoas— x4; Teor de farinha de arroz— x5; Teor de sacarose— x6 e pH— x7), totalizando 12

tratamentos e 4 pontos centrais, conforme Tabelas 2.1 e 2.2 abaixo:

Tabela 2.1 - Relagdo entre valores codificados e reais utilizados no
Plackett&Burman 12.

Variaveis -1 0 +1
x1 - LR:SB (%) 0:100 50:50  100:0
x2 — Temperatura (°C) 28 32,5 37
x3 —Teor polpa (%) 45 60 75
x4 — Teor de extrato hidrossolavel de

A 0 10 20
améndoas (%Vv/v)
X5 — Teor de farinha de arroz (%om/v) 0 2,5 5
X6 — Teor sacarose (Yom/v) 0 4 8
X7 —pH 3,9 4,5 51

Fonte: Autoral, 2021.

Tabela 2.2 - Matriz do Planejamento Plackett&Burman 12 com 4 pontos centrais.

x1— X2 — X3 — X4 - x5 —Teor x6— Teor

Ensaio LR:SB  Temperatura Teor polpa Teor farinha arroz sacarose

(%) C) (%) EFAC ©mhi)  (%mn) PP

(Y%oviv)
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1
5 1 1 -1 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1 1 1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: RODRIGUES & IEMMA, 2014
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Considerando que a polpa e o extrato hidrossolivel da améndoa do cupuagu possuem
em sua composi¢cdo um baixo teor de proteina, foi adicionado ao meio fermentado uma
proporcéo de farinha de arroz, com o intuido de aumentar este teor em sua composicao, e desta
maneira estudar a influéncia desta fonte de nutriente para 0s microrganismos no meio
fermentado. A sacarose foi adicionada com o objetivo no melhoramento do sabor.

O pH de cada meio fermentativo foi ajustado conforme estipulado no planejamento com
carbonato de calcio. Com P&B12, foi investigado o crescimento de cada microrganismo no
meio com polpa e extrato hidrossolivel da améndoa do cupuagu, nas diferentes temperaturas e
as melhores combinac6es de microrganismos para uma maior viabilidade e producédo de acido
latico. As variaveis respostas foram fator de crescimento celular total (CCT) para contagem de
leveduras e de lactobacilos, separadamente, ou em na mistura, consumo de agUcares redutores
(AR) e consumo de acUcares totais (AT), producdo de exopolissacarideos (EPS) e producao de
acido lactico. Os resultados foram analisados utilizando-se o software STATISTICA 12.0
(StatSoft, 2008).

2.3 FERMENTACAO

Os experimentos foram conduzidos conforme planejamento experimental, em escala
laboratorial em tubos fechados contendo 50 mL dos meios preparados. Os meios preparados
foram submetidos a uma pasteurizacdo em autoclave a 100°C/4min, resfriados a
aproximadamente 45°C e inoculados em condic¢des assépticas com o mix de probioticos.

As fermentacfes ocorreram sem agitacdo, em incubadora (Solab modelo SL-223) até
pH 4,5 para os ensaios preliminares, e por 8 horas e 12 horas para 0 P&B12. As amostras foram
coletadas em triplicata a cada 4 horas nos ensaios preliminares para estudos cinéticos, e para o
P&B12 foram realizadas analises no tempo inicial (tempo Oh) e final (8 e 12h), de contagem
total (CT), contagem de leveduras e contagem de Lactobacilos (CL), acidez titulavel total
(mEg/100mL), pH, acUcares redutores e totais (g/100 mL), exopolissacarideos (g/L) e producéo

de &cido lactico (%).
2.3.1 Ensaios Preliminares
Para verificar se 0s microrganismos conseguiriam fermentar e verificar a viabilidade da

fermentagdo foram realizados pré-testes seguindo o ponto central do planejamento

experimental.
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2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DOS PROBIOTICOS TOTAIS
2.4.1 Contagem Padrédo em Placas

Para a Contagem Total (CT) de Lactobacilos, Bifidobactérias e Saccharomyces
boulardii, foram retiradas amostras de 100uL e transferidas para eppendorffs contendo 900uL
de agua peptonada (0,01%), a partir dessa primeira diluicdo foram feitas diluicGes decimais
subsequentes. Para bactérias laticas Lactobacilos e Bifidobacteérias, foi realizado plaqueamento
em profundidade (pour-plate) em Agar MRS + 0,1% de azul de anilina e incubadas por 48 horas
a 37 °C em condicbes de aerGbios e anaerobiose, respectivamente, e S. boulardii o
plaqueamento foi realizado em profundidade (pour-plate) em Agar YPD + 0,1% de azul de
anilina incubado por 48h a 28 °C.

As condicdes de anaerobiose foram obtidas por meio de jarras herméticas e geradores
Anaerobac Probac (S&o Paulo, Brasil). Todas as contagens foram efetuadas em triplicata, e os

resultados expressos em Log UFC/mL.

2.5 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DA MATERIA-PRIMA

As composicOes centesimais da polpa de cupuacu e do extrato de sua améndoa
(Umidade, extrato etéreo, proteina bruta, fibra bruta, cinzas e fracdo glicidica), foram
determinados segundo a metodologia da AOAC (2012).

2.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS

Para as determinacbes de pH e acidez, as amostras foram centrifugadas a 9640 g
durante 10 min/5 °C para remocdo de células. Para as analises de acuUcares, EPS e acidos
organicos, para cada mL de amostra, foi adicionado 0,01 mL de acido citrico 1M, seguido de
centrifugacdo a 9640 g durante 10 min/5 °C para remocdo de células e proteinas.
(MONDRAGON-BERNAL et al., 2017).

2.6.1 Acidez titulavel total e pH
O pH e acidez titulavel total das amostras, retiradas em diferentes tempos de

fermentacdo, foram determinados segundo a metodologia da AOAC (2012) e. expressos em
mEg/100mL ou 100g.
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2.6.2 Determinacéo de agucares redutores e totais

A determinacdo de agucares redutores foi realizada usando Método Espectrofotométrico
com 3,5-acido dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959).

2.7 COR INSTRUMENTAL

A avaliacdo da cor foi feita por colorimetria Tristimulus, por leitura em colorimetro
digital marca Konica-Minolta, CM-5 (Minolta, Osaka, Jap&o), pelo sistema CIE Lab (CIE,
1986), com referéncia ao iluminante D65 e um angulo visual de 10°. As amostras foram
posicionadas em uma placa de Petri com diametro de 60 mm para a leitura direta dos parametros
L*, a* e b*, conforme metodologia descrita por Bicho et al. (2012). L* define a luminosidade
(L =0 preto e L = 100 branco), a* e b* sdo responsaveis pela cromaticidade (+a vermelho e -a

verde; +b amarelo e -b azul).

2.8 DETERMINACAO DE EXOPOLISSACARIDEOS (EPS)

2.8.1 Extragao do EPS Bruto

O sobrenadante obtido na separacao de células foi aquecido a 100°C por 10min para
inativacdo das enzimas presentes, e centrifugado 25009 por 20min. Os EPS foram precipitados
do sobrenadante adicionando-se 5 volumes de etanol absoluto resfriado, e mantido durante 24h
a 4°C. Posteriormente centrifugou-se a 2500g por 20min, e o precipitado dissolvido novamente
com mais 2 volumes de etanol resfriado, mantidos por mais uma noite a 4°C. Apds centrifugou-
se novamente a 25009 por 20min, retirou-se o sobrenadante e o pellet foi re-dissolvido em agua
destilada (1,0mL) (Metodologia adaptada de MONDRAGON-BERNAL et al, 2017).

2.8.2 Quantificacdo de EPS pelo Método de Antrona

Em tubo de ensaio, adicionaram-se 4 mL do reativo de Antrona (0,2 g/100 mL de
H2SO4) e 1 mL de amostra previamente diluida (0,01-0,1 g/L). Incubaram-se os tubos em
banho-maria em ebulicdo durante 10 minutos e resfriaram-se em banho com gelo. As

absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro a 600 nm (Silva, 2003). A curva padrdo foi
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feita utilizando-se dextrana de massa molecular 9300 Da (Metodologia adaptada de
MONDRAGON-BERNAL et al, 2017).

2.9 DETERMINACAO DE ACIDOS ORGANICOS

Os 4cidos organicos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Foi utilizado um cromatdgrafo da Schimadzu, com sistema de detec¢édo por arranjo de
diodos (modelo SPD-M20A), com amostrador automatico (SIL-20AHT). Foi utilizado uma
coluna Supelcogel Ces10H (30 cm x 7,8 mm x 9,0 um), equipada com pré-coluna. A fase movel
usada foi o acido perclérico (70%) diluido em agua ultrapura, com fluxo de 0,5 mL min™ a
40 °C e tempo de corrida de 30 min. Os &cidos foram detectados por um detector UV em 210
nm. A identificacdo e quantificacdo dos acidos foi feita utilizando os respectivos padrdes dos
acidos propionico, tartérico, citrico, malico, acético e latico. Todos os padrdes apresentavam
pureza de 99,9% (Sigma-Aldrich, EUA). As amostras foram diluidas 1/50 e filtradas com filtro
de 0,22 um (Chromafil-Induslab/Curitiba, Parané/Brasil) para posterior analise (NGOME,

2017). Os resultados foram processados com ajuda do software LC-Solutions.

2.10 TESTES IN VITRO DE RESISTENCIA DE PROBIOTICOS AS CONDICOES
SIMULADAS DO APARELHO DIGESTORIO HUMANO

Os testes de resisténcia ao trato digestorio humano dos microrganismos probidticos
presentes nos produtos preparados, foram realizados por meio da elaboragdo por sucos
digestivos artificiais e testes simulados in vitro. A preparacao das solucgdes estoque de eletrolitos
e fluidos digestivos de simulacdo da fase oral, fase gastrica e fase do intestino delgado, foram
realizados conforme metodologia de Mulet-Cabero, et al. (2020), com adaptacoes.

Todos os sucos digestivos foram esterilizados a frio através de filtragdo usando
membrana de 0,2 um (Chromafil-Induslab/Curitiba, Parana/Brasil) em condi¢cfes assépticas.

2.10.1 Digestao in vitro

Foi adicionada uma fracdo de 1:1 de amostra fermentada em fluido simulado da fase
oral (saliva) contendo 150 U/mL da enzima a-amilase (Sigma Aldrich Brasil/Cotia/Brasil), os
tubos foram agitados com vortex por 10 segundos e incubados a 37°C por 2min. Foi retirada

amostra para plagueamento e posteriormente adicionada, numa proporcao de 1:1 de fluido
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simulado da fase gastrica (suco gastrico) com 4.000 U/mL de pepsina e 120 U/mL de lipase
(Sigma Aldrich Brasil/Cotia/Brasil), com pH ajustado para 2,0, os tubos foram agitados e
incubados por 2 tempos (uma e duas horas) a 37°C, para simular a digestdo estomacal. Apos as
duas horas de incubacéo, e retiradas amostras para plaqueamento de cada tempo, foi adicionado,
a uma proporcéo de 1:1, o fluido simulado da fase do intestino delgado contendo 200 U/mL de
pancreatina (Sigma Aldrich Brasil/Cotia/Brasil) e 20mM de Sais Biliares, e incubado por 2h a
37°C, ap6s o tempo de incubacdo, foi retirada amostra para posterior plaqgueamento. Desta
maneira, as amostras foram coletadas em triplicata nos seguintes tempos: dois minutos, uma,
duas e quatro horas, e foram realizadas contagens por plaqueamento em profundidade (pour-
plate) em meios MRS e YPG, para controle da perda de viabilidade dos microrganismos
(MONDRAGON-BERNAL, 2009; metodologias adaptadas de HERNANDEZ-TORRES,
2019; MULET-CABERO et al., 2020).

2.11 TESTE DE HIDROFOBICIDADE

A hidrofobicidade foi testada utilizando o solvente xilol ou xileno. O Xileno & um
hidrocarboneto aromatico constituido por uma mistura de trés isdmeros: o-xileno, m-xileno e
p-xileno. O xileno comercial contem 20% do isdmero orto, 40% do meta e 20% do para, 15%
de etilbenzeno e o restante de outros hidrocarbonetos aromaticos (CETESB, 2022).

A hidrofobicidade foi calculada de acordo com a metodologia de Mishra e Prasad
(2005). As espécies probidticas utilizadas nos fermentados de cupuagu foram cultivadas em
caldo MRS e YPG a 37 °C por 24h e centrifugadas a 1008g/15min, foram lavadas duas vezes
em tampao fosfato 0,1M (pH 7,0) e ressuspensas no mesmo tampéo fosfato 0,1M (pH 6,2) para
medicdo da absorbancia inicial (A) a 600 nm em espectrofotdmetro Biospectro SP-22 (adaptada
por HERNANDEZ-TORRES, 2019).

Em tubos de ensaio foram colocados 5 mL da suspenséo celular em tampéo fosfato 0,1M
pH 6,2, adicionados de 1ml do hidrocarboneto xileno e misturados com auxilio de agitador tipo
vortex (Vision Scientific KMC-1300V) a alta velocidade durante 2min. Os tubos foram
incubados por 1h a 37 °C para permitir a separacao das fases. Com auxilio de uma pipeta Pasteur
a fase inferior aquosa foi coletada em cubeta de quartzo e foi realizada leitura da absorbancia
final (Ao) a 600 nm. Quanto menor a absorbancia na fase aquosa maior sera a hidrofobicidade
da superficie celular (H%), calculada utilizando a equacéo 1 (adaptado por HERNANDEZ-
TORRES, 2019 de MISHRA; PRASAD, 2005):
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_ (A-Ayp)
oA

H% x 100 1)

Onde, A = absorbancia inicial, Ag = absorbancia final.

2.12 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios deste estudo foram realizados em triplicata e os resultados foram
submetidos a analises estatisticas de ANOVA e testes de Tukey pelo software STATISTICA
12.0 (StatSoft, 2013). O nivel de confianca utilizada foi de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

O cupuacu (Theobrama grandiflorum) é uma fruta acida e de sabor exdético, abundante
em sais minerais (célcio, fésforo, ferro, potassio, magnésio, sodio e zinco), rico em acido
ascoérbico (110mg de vitamina C a 100g de polpa), compostos fendlicos, fibras alimentares e
que possui atividade antioxidante (DOS SANTOS et al, 2021). Por seu sabor caracteristico a
sua polpa é utilizada para fazer doces, bebidas, geleias, licores, sobremesas e cremes.

O pH tipico da polpa do cupuacu é 3,4, e sua concentracdo de agucar € em torno de
10,7°Brix (LIMA et al., 2021). Gondim et al (2001) observou resultados comparaveis, sendo o
pH de 3,30, acidez de 2,159 de &cido citrico/100g e uma concentracdo de agucar redutor de 3%.

O cupuacu também é uma fonte de fibra dietética, em de média de 2,42 g/100g (TBCA,
2011), principalmente fibra solGvel, e contém uma quantidade consideravel de amido, bem
como polissacarideos de pectina, conferindo uma textura distinta aos produtos que os incluem
do que outras polpas de frutas (RODRIGUES; SILVA; BRITO, 2018; DIAS et al., 2019).

Em termos de produtos quimicos volateis, linalol, a-terpinol, 2-feniletanol, mirceno e
linoleno séo os principais componentes associados ao aroma floral do cupuagu (PELAIS, 2014).
Pelais (2014), relatou que diois e metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furano estéo associados ao cheiro
caracteristicamente incomum do cupuagu.

Foram realizadas analises fisico-quimicas para caracterizacdo da polpa e do extrato
hidrossoltvel da améndoa do cupuacu, os resultados estdo apresentados na Tabela 2.3, em base

matéria integral.
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Tabela 2.3 - Caracterizacao fisico-quimicas da polpa e extrato
hidrossollvel da améndoa do cupuacu.

Anélise Polpa do Cupuagu EHAC
Umidade (%0) 8584 + 0,10 97,10 = 0,15
Extrato Etéreo (%) 0,23 + 0,08 2784 = 3,632
Proteina Bruta (%) 1,44 + 005 17,73 = 2,30?
Fibra Bruta (%) 0,87 + 003 499 + 3,032
Cinzas (%) 0,81 + 003 026 0,06
Fracdo Glicidica 10,75 + 0,18 1,27 + 0,21
AR (g/100 mL) 4,57 + 014 09 + 0,02
AT (g/100 mL) 10,20 + 0,17 245 0,05
°Brix 1344 + 000 245 + 0,00
pH 3,85 + 001 594 + 0,01
ATT 1,55 + 001* 133 + 0,06**

Legenda: EHAC- Extrato Hidrossolivel da Améndoa do Cupuagu; a- Base Matéria
Seca; AR- Aglcares Redutores; AT- Acucares Totais; ATT- Acidez Titulavel Total; *g
de acido citrico/100g de polpa; **mEq/100g de extrato hidrossoluvel

Fonte: autoral, 2022.

A andlise do teor de umidade é utilizada em muitos processos industriais porque a
guantidade de agua pode afetar sua vida Util, usabilidade, processabilidade e qualidade
(ARAUJO et al., 2006). Na analise nota-se a polpa do cupuagu apresentou um teor de umidade
de 85,84%, sendo menor que o teor do extrato hidrossolivel de 97,10%. Segundo a Tabela
Brasileira de Composicéo de Alimentos TACO (2011) e TBCA (2022), o teor de umidade na
polpa do cupuacu € de 86,20%, e para extrato de soja o teor de umidade é de 90,9~91,3%,
valores proximos ao encontrados no estudo. Canuto et al. (2010) e Silva et al. (2015),
encontraram resultados parecidos, onde obtiveram porcentagens de umidade de 89,2% para
polpa de cupuacu e 98,24~98,92% para 0 extrato hidrossoltvel da améndoa do cupuagu,
respectivamente.

O termo extrato etéreo refere-se a qualquer coisa que possa ser extraida em éter. E uma
analise que s pode ser feita se ndo houver umidade na amostra, portanto apds secagem e indica
o teor de lipidios na amostra. Nas amostras, nota-se que o teor de extrato etéreo € de 0,23% para
polpa da fruta, sendo menor que o teor de 27,84% do EHAC. Segundo Rodrigues (2010), o teor
lipidico da polpa do cupuagu € de 0,75%. Para améndoas despeliculadas de cupuagu, Souza et
al. (2020), obtiveram valores de 28,20%.

A “proteina bruta” (PB) refere-se a quantidade total de nitrogénio em uma amostra
especifica, que inclui tanto o nitrogénio encontrado nas proteinas quanto o nitrogénio
encontrado em outros componentes. Foi identificado o teor de 1,44% na polpa do cupuagu,

sendo este menor que o do extrato hidrossolivel que € 17,73%. Rodrigues (2010) encontrou o
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teor proteico de 1,01% para a polpa, e segundo Silva et al., (2018), a proteina bruta para a
améndoa do cupuagu é de 19,83%.

A obtencéo de fibra bruta (FB) requer o uso de &cidos e bases fortes. A extracdo acida
esgota os amidos, acUcares e por¢des de pectina e hemicelulose nas amostras. Uma extracao
simples elimina proteinas remanescentes, pectinas, hemiceluloses e parte de ligninas
(ADEBIYI et al., 2017). Foi identificado o teor FB de 0,87% na polpa do cupuagu, menor que
0 do extrato hidrossolivel com 4,99%. Segundo Rodrigues (2010), o teor de fibra bruta na polpa
do cupuacu foi de 0,53%, ja Tavares (2022) apontou que o teor de fibras para as améndoas
oscila entre 3,31~3,44%.

O residuo inorganico ou residuo mineral fixo (sodio, potassio, magnésio, célcio, ferro,
fosforo, cobre, cloreto, aluminio, zinco, manganés e outros compostos minerais) remanescente
apos a combustdo da matéria organica em altas temperaturas (500-600°C) em uma mufla €
referido como o teor de cinzas dos alimentos (MENEZES e PURGATTO, 2016). Neste estudo,
foi identificado o teor de cinzas de 0,81% na polpa do cupuacu e 0,26% no EHAC. Segundo a
TBCA (2022), o teor de cinzas da polpa de cupuacu varia entre 0,64~1,22%, enquanto Souza
et al. (2020), encontrou teor de cinzas para as améndoas despeliculadas de 1,86%. Vale ressaltar
que o EHAC utilizado neste estudo foi diluido em proporcéo de 1:6 (Agua: améndoa do cupuagu
despeliculada), desta maneira o teor de cinza encontrado para améndoa, desconsiderando a
diluicdo, foi de 1,55%.

A fracdo glicidica é composta por uma gama de ingredientes como amidos, agucares,
gomas, resinas, acidos organicos e assim por diante (KIMURA, 2003). Observou-se que a
fracdo glicidica na polpa da fruta chegou a 10,75%, valores proximos ao calculado pela TBCA
(2022), de 8,09%, e bem maior que 1,27% do extrato hidrossoltvel. Para Souza et al. (2020), a
fracdo glicidica das améndoas despeliculadas é de 6,94%, se fracionado na propor¢éao de 1:6,
obtém-se valores proximos aos encontrados no estudo, cerca de 1,16%.

Os acUcares redutores (ARs) sdo carboidratos monossacarideos, como glicose e
frutose, por possuirem grupo carbonilico e cetonico livres, capazes de se oxidarem na presenca
de agentes oxidantes em soluc@es alcalinas e capazes de causar ganho de elétrons nos sais de
cobre, prata e bromo em solugdes alcalinas por conterem grupos aldeidos ou cetonas livres e
também influenciam no sabor final do produto, cor e textura (SILVA et al., 2003). Nota-se que
o0 teor de AR na polpa da fruta registrou o valor de 4,57%, valores acima do encontrado por
Pombo, Medeiros e Pena (2020) (2,62%), enquanto no EHAC foi registrado o valor de 0,90%.
Santos Filho e Toro (2020), encontraram 1,21% para améndoas torradas. J& os agUcares totais

(AT) referem-se a soma de todos os AR da amostra. Observou-se que o AT na polpa da fruta
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chegou a 10,20%, ficando na faixa obtida por Martim, Neto e Oliveira (2013) (7,45 a 13,73%),
além disso, a polpa utilizada atendeu a legislacdo brasileira, que estipula o valor minimo de
6,00 g/100 g de acucares totais para a polpa de cupuacu (BRASIL, 2018) e no EHAC 2,45%,
Santos Filho e Toro (2020) obtiveram para améndoas torradas valores de AT de 1,32%.

O teor de agUcares pode variar em fungdo do genotipo da variedade e do estadio de
maturacdo dos frutos. Durante o amadurecimento ocorre a degradacdo dos polissacarideos
presentes na parede celular da baga, como a hidrolise do amido que transforma aclcares
complexos em acucares simples, aplicados para produzir energia no processo respiratorio
(CHITARRA, CHITARRA, 2005).

Nota-se que o teor de sélidos soltveis (°Brix) na polpa da fruta apresentou o valor de
13,44°Brix, valor préximo ao encontrado por Pombo, Medeiros e Pena (2020) (12,80°Brix),
além de atender a legislacdo pertinente, onde indica que o valor minimo deve ser de 9,0°Brix
(BRASIL, 2018), enquanto no extrato hidrossoltvel foi registrado o valor de 2,45°Brix, valores
superiores ao encontrado por Silva et al. (2015) (1,2~1,7°Brix).

O pH determinado nas amostras foi de 3,85 e 5,94, para a polpa da fruta e extrato
hidrossoluvel, respectivamente. No estudo de Freire et al. (2009), os autores identificaram pH
de 3,45 na polpa do cupuacu, bem como a fruta utilizada no estudo obedece a legislacéo vigente,
onde estabelece que o pH minimo para a polpa de cupuacu de 3,00 (BRASIL, 2018). Santos
Filho e Toro (2020) obtiveram resultados de pH 5,66 para améndoas torradas.

Em relacdo a acidez total titulavel foi obtido o valor de 1,55 g de acido citrico/ 100g
de polpa da fruta, proximo a valores encontrados por Pombo, Medeiros e Pena (2020) (1,69 g
de &cido citrico/ 100g) e dentro dos valores estabelecidos por lei (1,59 de &cido citrico/100gQ)
BRASIL, 2018). Para o extrato hidrossoltvel foi obtida acidez de 1,33 mEqg/100mL, valores
préximos obtidos por Souza et al. (2020) 1,16 meqNaOH N/100 g de améndoa despeliculada.

O rendimento das frutas utilizadas para analise foi de 27,4% para polpa e 19,4% de
sementes, sendo o restante, 53,2% de casca mais placenta. Tanssini (2016) estabelece para a
polpa de cupuagu rendimento de 24 a 44% e que as suas sementes correspondem a 20% da

massa total do fruto.

3.2 PRE-TESTES

Para realizagdo dos testes, foram testados trés microrganismos: Saccharomyces
boulardii-17 (SB), Bifidobacterium longum BL04 (BL) e Lactobacillus rhamnosus LR32 (LR).
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Foram realizados os ensaios preliminares buscando observar a capacidade de
fermentagcdo de cada microrganismo e sua viabilidade. Nesta etapa, foram feitos estudos
cinéticos de crescimento celular por contagem em plaqueamento por profundidade, de consumo
de acucares redutores e totais, analise de pH e acidez total titulavel.

Os resultados obtidos nesta etapa estdo apresentados a seguir.

Tabela 2.4 - Cinética de crescimento de células em meio contendo polpa de cupuacu e EHAC
— Contagem total (CT).

SB BL LR

Tempo (h) CT CT CT
Log UFC.mL*! Log UFC.mL* Log UFC.mL*
0 51 + 006 &2 47 + 0,08 P2 45 + 065 D
4 51 + 0,13 ©=2 47 + 007 PP 45 + 025 DB
8 72 + 054 Ba 64 + 027 ABbP 57 + (13 ©C°¢
12 76 £ 010 AB2 65 =+ 0,14 AP 76 + 0,02 A
16 82 + 0,65 A2 62 =+ 002 B¢ 72 + 0,04 AP
20 78 £ 037 ABa 52 + 006 ©° 65 =+ 0,02 B
24 70 + 069 B2 47 + 010 ©B° 6,3 + 0,39 BCa

Legenda: EHAC- Extrato Hidrossolivel da Améndoa do Cupuagu; SB- Saccharomyces boulardii; BL-
Bifidobacterium longum; LR- Lactobacillus rhamnosus; UFC- Unidade Formadora de Colbnias; CT-
Contagem Total; A, B,...- Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: Autoral, 2022.

Os dados da Tabela 2.4, representados na Figura 2.2, como a populagdo probidtica em
funcdo do tempo de fermentacédo, permitem ter uma ideia do comportamento de cada espécie
no meio fermentativo percebe-se que todos os probioticos aqui estudados apresentaram bom
crescimento no meio, e que as maiores contagens totais deram-se nos tempos de 12h e 16h,
sendo o maior valor de 8,2 LogUFC.mL™ na contagem do microrganismo SB. Verificou-se que
a linhagem da L. rhamnosus cresceu mais lentamente até 8h de fermentacdo do que as outras
linhagens, e que apos este tempo ocorreu 0 aumento de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos
nas contagens, atingindo seu pico de crescimento em 12h (7,6 LogUFC.mL™1). Nota-se também
que apds 16h de fermentacdo, as contagens totais diminuiram nas trés cinéticas.

Tambeém percebe-se que no tempo de 12h as contagens de SB e LR foram iguais
(7,6 Log UFC.mL™1) e BL obteve nesse tempo a sua maior contagem (6,5 Log UFC.mL™?), apds
12 horas decresceu. Diversos fatores podem ter limitado o rendimento e consequentemente a
producdo de biomassa da B. longum, entre eles a baixa concentracdo de agucares, proteinas
biodisponiveis e pH do meio.
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Figura 2.2 - Curva cinética da contagem total (CT)

Contagem Células Viaveis
Log,q UFC.mL?

4,0 ' ' ' ' ' —g sB
0 4 8 12 16 20 24 F gL
Tempo (h) B LR

Legenda: SB- Saccharomyces boulardii; BL- Bifidobacterium longum; LR- Lactobacillus rhamnosus; UFC-
Unidade Formadora de Col6nias; h- Horas.

Fonte: autoral, 2022.

Pode-se observar na Figura 2.2, que a partir de 4h de fermentacao, SB teve crescimento
maior em relacdo aos outros microrganismos, entre 4h e 16h, e apds esse tempo mostrou
decrescimento. Também nota-se que LR obteve uma fase exponencial a partir de 4h, e alcangou
seu apice pouco apdés as 12h. Ja BL apresentou sua fase exponencial entre 4h e 12h, entrando
em fase decrescente a partir deste tempo.

Observando a Tabela 2.5, nota-se que a variagdo do pH das amostras apresentou
comportamento similar para cada uma das fermentacdes, diminuindo com o decorrer do tempo,
sendo que o menor pH registrado foi de 4,33 com o microrganismo BL. Para vida Gtil de bebidas
probidticas aponta-se que valores de pH menores de 4,5 sejam os ideais. Todavia, valores como
os encontrados em SB e LR (4,57 e 4,62, respectivamente) ainda estdo proximos aos ideais
(BARBOSA e GALINA, 2017).
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Tabela 2.5 - Alteracdo de pH ao longo da fermentacéo de meio contendo polpa de cupuacgu e
EHAC com probioticos.

SB BL LR

Tempo (h) oH oH oH
0 6,83 + 0,18 A2 691 + 0,13 A2 707 + 0,02 A2
4 667 + 016 ~? 6,87 + 0,11 A2 6,80 + 0,03 B2
8 6,60 + 0,09 Aab 635 + 0722 Bb 6,74 + 0,01 B2
12 568 + 0,07 B2 516 + 0,11 &b 584 + 0,04 C2
16 488 + 0,06 CP 475 + 0,06 D°P 506 + 0,04 P2
20 478 + 0,03 ©&Dba 462 + 009 DEb 474 + 0,01 Eab
24 457 + 0,03 P2 433 + 0,02 EP 462 + 0,03 F

Legenda: EHAC- Extrato Hidrossolivel da Améndoa do Cupuacu; SB- Saccharomyces boulardii; BL-
Bifidobacterium longum; LR- Lactobacillus rhamnosus; A, B,...- Letras mailsculas diferentes nas colunas
indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); &, b,...- Letras minusculas diferentes nas linhas indicam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022

Verificou-se consumo de substratos e geracdo de metabolitos basicamente acidos
organicos. Os aclcares proprios do meio fermentativo foram consumidos nas 24h de
fermentacao de cada uma das bebidas formuladas, e convertidos em acidos organicos, causando

queda do pH.

O valor de pH do meio diminuiu ao longo da fermentacéo para 0s trés microrganismos.
A partir dos dados apresentados na Tabela 2.6, nota-se que a ATT cresceu nas amostras com oS
trés microrganismos analisados, sendo que o maior valor da acidez foi de 5,13 mEqg/100mL

para BL e o menor foi de 4,00 mEq/100mL para SB.

Tabela 2.6 - Andlise da acidez titulavel total.

Tempo (h) SB BL LR

ATT mEq/lOOmL ATT mEq/lOOmL ATT mEq/lOOmL
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
4 0,00 £+ 000 2 000 + 0,00 ®2 000 + 0,00 FE@
8 013 + 006 2 063 + 045 P2 013 + 0,06 F?
12 083 + 025 ¢ 200 + 020 %2 113 + 0,23 ©b
16 200 + 053 BP 320 + 0,35 B2 220 + 0,20 ©°P
20 227 + 012 Bb 473 + 064 A2 300 + 020 BP
24 400 + 020 AP 513 + 042 A2 413 + 0731 AP

Legenda: SB- Saccharomyces boulardii; BL- Bifidobacterium longum; LR- Lactobacillus
rhamnosus; ATT- Acidez Titulavel Total; mEg/100mL meio fermentado; A, B,...- Letras mailsculas
diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras
minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); Letras
iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022.

A acidez é uma caracteristica importante da qualidade de um produto. Segundo Chim;

Zambiazi; Rodrigues (2013), as reagdes envolvidas na decomposi¢do, como hidrolise, oxidagédo
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e fermentacdo de agUcares, geram compostos acidos que, por consequéncia, reduzem o pH do
meio. Portanto, os acidos orgénicos produto do metabolismo dos probiéticos durante a
fermentacdo sdo evidéncia do crescimento celular e consumo dos substratos por parte dos
probidticos utilizados.

A partir dos dados apresentados na Tabela 2.6, é possivel perceber que a ATT das trés
amostras sofreu aumento somente ap6s 4h, sendo que BL ndo somente registrou o maior ATT
no periodo, como também teve sua curva mais acentuada que as demais, no entanto, as
contagens para BL ndo foram as mais altas, mostrando que os produtos da fermentacéo ndo sdo
possivelmente associados ao crescimento de BL.

A Figura 2.3 apresenta as curvas de variacao de pH e de acidez total titulavel ao longo
das fermentacOes. Percebe-se que, nas trés cinéticas, como esperado, o pH diminui com o
decorrer do tempo, e a ATT, inversamente, aumenta. Além disso, percebe-se que SB e LR

obtiveram o mesmo valor de pH em no tempo de 20h, enquanto BL em 16h.

Figura 2.3 - Cinéticas de pH x ATT ao longo de 24h de fermentacdo de polpa de cupuacu e
EHAC por probidticos.

8,00 6,00

7,00 5,00

6,00 400 & —e—SBpH

5,00 -

3,00 3 BL pH

& 400 2,00 g LR pH

3,00 g P

2,00 1,00 '3_ SB ATT

100 0,00 —e—BL ATT

0,00 -1,00 ——LRATT

0 4 8 12 16 20 24 28

Tempo (h)

Legenda: EHAC- Extrato Hidrossolivel da Améndoa do Cupuagu; SB- Saccharomyces boulardii; BL-
Bifidobacterium longum; LR- Lactobacillus rhamnosus; ATT- Acidez Titulavel Total; mEg/100mL meio
fermentado;

Fonte: autoral, 2022.

Mediante os dados da Tabela 2.7, é possivel identificar que o AT nos meios
fermentados diminuiu com o decorrer do tempo, tendendo a se estabilizar a entre 16 e 20h. A
fermentagdo com SB registrou a menor concentracdo de agucares totais depois de 24h,
(0,79g AT/100mL), seguindo da fermentacdo com LR (1,84g AT/100mL) e com BL (2,519
AT/100mL). Além disso, em relacdo aos agucares totais, nas fermentacfes com SB e LR, houve
maiores consumos reduzindo de 5,07 a 0,79g AT/100mL e 6,01 a 1,84g AT/100mL,
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respectivamente, que na fermentagdo com BL (de 4,75 a 2,51g AT/100mL). Nota-se que a
concentracdo de acUcares totais diminuiu simultaneamente ao crescimento celular. A partir das
16h, a taxa do consumo de acgucares totais desacelerou conforme o declinio de crescimento dos

microrganismos.

Tabela 2.7 - Cinética de consumo de agUcares totais em meio fermentado a base de polpa de
cupuacu e EHAC por probioticos.

Tempo (h) SB BL LR

AT - g AT/ 100 mL AT - g AT/ 100mL AT - g AT/ 100mL
0 507 + 0,75 A@ 4,75 = 0,64 6,01 + 069 A
4 469 + 090 A= 466 + 045 A= 502 + 044 Ao
8 413 + 031 AB2 442 + 0,17 AB= 502 + 0,89 A~
12 278 + 069 B¢@ 318 + 0,74 ABCa 344 + 063 B
16 18 + 036 <P 309 + 0,71 ABCa 197 + 0,05 BCab
20 1,77 + 008 <Pa 271 + 0,71 BC= 195 + 050 B¢
24 079 + 0,23 P°* 251 + 068 ©° 1,84 + 0,10 ©@

Legenda: EHAC- Extrato HidrossolUvel da Améndoa do Cupuagu; AT- Aglcares Totais; A, B,...- Letras mailsculas
diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras mindsculas
diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si
significativamente.

Fonte: autoral, 2022.

A partir dos dados apresentados na Tabela 2.8, nota-se que o comportamento dos AR
foi semelhante ao dos AT. As menores concentracdes finais de AR foram obtidas em SB (0,53
g AR/100mL), BL (1,42 g AR/100mL) e por fim LR (1,84 g AR/100mL). A fermentag&o com
SB apresentou maior consumo de AR. A medida que AR foram sendo consumidos, houve uma

diminuicdo do pH, devido a formac&o de &cidos organicos.

Tabela 2.8 - Andlise de consumo de acUcares redutores.

Tempo (h) SB BL LR
AR - g AR/ 100 mL AR - g AR/100 mL AR - g AR/100 mL

0 333 + 0,10 A 2,57 = 0,12 296 =+ 0,53

4 304 + 044 Ao 254 + 041 Ao 270 + 017 ~Ba
8 275 + 0,04 A 241 + 0,33 A 232 + 0,28 ~Ba
12 257 + 046 A 207 + 027 AB2a 212 + 0,18 AB=
16 169 + 037 B= 198 + 0,37 ABa 197 + 017 Ba
20 145 + 0,04 B2 1,84 + 0,29 ABa 195 + 054 Ba
24 053 + 0,18 ©&° 142 + 0,33 Ba 184 + 0,20 Ba

Legenda: AR- Acglcares Redutores; A, B,...- Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras mintsculas diferentes nas linhas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022.

A partir destes resultados preliminares, observou-se que o microrganismo B. longum

(BL) teve a menor taxa de crescimento em comparagdo aos outros dois microrganismos.
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Ao contrério das bactérias, bolores e leveduras podem sobreviver em ambientes de
baixo pH. Alguns bolores e leveduras podem crescer alimentos com pH baixo, assim como
algumas bactérias lacticas também suportam, como, por exemplo, os lactobacilos. Dentre as
bifidobactérias, B. longum € a espécie mais resistente a pHs baixos.

Valores baixos de pH séo ideais para o objetivo deste estudo, principalmente inferiores
a 4,5, uma vez que pH baixos garantem a qualidade microbioldgica das bebidas com relagdo a
presenca de células viaveis de C. botulinum?, ja que, a alta acidez das bebidas ndo permite que
ocorra a germinacdo dos esporos evitando desta forma que ocorra a producéo de toxinas letais
(BRASIL, 2006).

Como as melhores taxas de crescimento obtidas foram com 0s microrganismos
L. rhamnosus (LR) e S. boulardii (SB), estes foram escolhidos para a etapa seguinte.

Os dados das curvas cinéticas apresentadas possibilitaram a determinacdo do tempo
de fermentac&o ideal, sendo o melhor tempo identificado de 12 horas (Figura 2.2), tendo este

tempo como referéncia para a realizagéo dos proximos testes.

3.3 RESULTADOS DO P&B12

Nesta etapa, foi utilizado o planejamento Plackett-Burmann 12 (P&B12), com o0s
microrganismos Lactobacillus rhamnosus (LR) e Saccharomyces boulardii (SB).

Buscou-se determinar qual microrganismo ou se a combinagdo LR/SB possui maior
capacidade de fermentacdo, producdo de exopolissacarideos (como agente de viscosidade
produzido in situ, e, como fonte de fibras solGveis), consumo de acUcares e de producédo
metabolicos pos-bidticos, como producdo de acido latico, acido acético e/ou outros acidos
graxos de cadeia curta (AGCC).

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.9. Nota-se que, em relacdo ao
aumento da populacdo microbiana (calculada como a diferenca entre a contagem final e inicial)
no tempo de 8h de fermentacdo houve variagdo entre 0,9~2,8 ciclos logaritmicos, e no tempo
de 12h de fermentacéo os diferenciais no crescimento variou entre 0,9~2,6 ciclos log. Dentre
as combinagdes avaliadas, embora as maiores contagens finais de cada periodo estejam nos
ensaios 16 (8h, valor de 9,1 Log UFC.mL ™) e 5 (12 h, valor de 9,5 Log UFC.mL™), os melhores

£ uma bactéria anaerébia produtora de esporos encontrada em uma variedade de ambientes, incluindo solo,
sedimentos marinhos, &gua doce e trato digestivo de humanos e animais. Potencial redox, pH, temperatura e
umidade inadequados no local de trabalho podem facilitar seu crescimento, o0 que pode resultar na formagéo de
uma toxina.
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resultados de crescimento foram encontrados no ensaio 7, fermentado somente com SB, com
aumento no crescimento de 2,8 ciclos log em 8h de fermentacéo, seguido dos ensaios 2 (2,7 Log
UFC.mL™) fermentado com LR, 3 (2,0 Log UFC.mL?) e 9 (2,1 Log UFC.mL™) estes dois
ultimos fermentados com SB.

De Paula et al. (2021), obteve crescimento de 1,3 ciclos logaritmicos utilizando cepas
de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii no desenvolvimento de cerveja de trigo probiotica,
em quase 30 horas de fermentacdo. Observando os ensaios de 2 a 12, onde foram inoculados 0s
meios fermentativos com probioticos puros, em 8h de fermentacdo CCT variou de 1,2 a 2,8, e
em 12h, ensaios de 1 a9 e 11, a CCT variou de 1,2 a 2,6 Log UFC.mL*, demonstrando que o
meio a base de polpa e extrato de cupuagu resulta em uma opg¢do ndo convencional para o
mercado de bebidas funcionais para publicos veganos em geral.

As menores taxas de crescimentos sdo observadas nos ensaios do ponto central do
planejamento experimental (13 a 16), ou seja, aqueles contendo proporcdes iguais de
Lactobacillus rhamnosus LR32 (LR) e Saccharomyces boulardii-17 (SB) (proporcao 50:50) e,
durante o processo de fermentacdo. Podem ocorrer varias interacGes entre a bactéria latica
(BAL) e a levedura, no entanto, ndo foi observada simbiose entre as espécies, ao contrario,
percebe-se uma inibicdo exercida entre 0s microrganismos.

Saccharomyces € um género de leveduras que pode exercer inibicdes sobre as
Bactérias Acido Lécticas (BAL). Isso ocorre porque as leveduras consomem os aglicares
presentes no ambiente e produzem éalcool e didxido de carbono como subprodutos. Essa
producdo de alcool pode afetar o crescimento e a sobrevivéncia de bactérias que sdo sensiveis
ao alcool. Por essas razdes, Saccharomyces pode ser considerado um agente inibidor natural de
algumas bactérias, incluindo algumas Bactérias Acido Lécticas (GUIMARAES et al., 2019)

As Bactérias Acido Lacticas (BAL) também podem exercer inibicBes sobre
Saccharomyces, dependendo das condi¢des do ambiente em que as duas espécies estdo
presentes. Cherubin (2003), levanta alguns estudos dessas inibigcdes exercidas pelas BAL sobre
a levedura, o autor cita que muitas espécies de bactérias séo capazes de secretar inibidores como
cicloheximida, cloranfenicol, nistatina, entre outros compostos, utilizados em medicamentos
para inibir o crescimento de leveduras; relata também que as BAL produzem peptideos com a
funcdo de executar a comunicacgéo célula-celula e exercer atividade antimicrobiana.

Além disso, algumas BAL podem produzir compostos antimicrobianos, como
bacteriocinas, que sdo capazes de inibir o crescimento de outras bactérias e leveduras. Por essas
razdes, a presenca de BAL em um ambiente fermentativo pode afetar o crescimento e a

sobrevivéncia de Saccharomyces e outras leveduras. No entanto, muitos fatores podem
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influenciar a relacdo entre essas espécies, incluindo a composicdo do meio de cultura, a
temperatura, a concentracdo de agUcares e outros nutrientes, e a relagdo numérica entre as
especies (LEROY; DE VUYST, 2014).

De acordo com a Tabela 2.9, foram realizados 16 ensaios de fermentacao e a contagem
dos microrganismos e crescimento celular foram registrados ap6s 8 e 12 horas de fermentag&o.
As letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey
(P<0,05). As letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica significativa entre as
respostas.

Analisando a tabela, para 8h de fermentacdo, podemos observar que 0s ensaios 2 e 7
apresentaram as maiores contagens finais de microrganismos (2,7 e 2,8 logUFC.mL-1,
respectivamente) e, portanto, foram os ensaios com maior crescimento celular. Além disso, o
ensaio 2 apresentou a menor variacdo (0,1 logUFC.mL-1) em relacdo a contagem final,
indicando um resultado mais consistente.

Os ensaios 4, 8, 10, 11 e 12 apresentaram respostas estatisticamente iguais (letras B,
C e D), indicando que ndo ha diferenca significativa entre as contagens finais nesses ensaios.
Por outro lado, 0 ensaio 2 apresentou uma resposta estatisticamente diferente das outras,
indicando que o crescimento nesse ensaio foi significativamente maior do que nos outros
ensaios.

Na mesma tabela, observa-se que os ensaios 1, 2, 3, 5, 7 e 9 apresentaram as maiores
contagens finais de microrganismos ap6s 12 horas de fermentacdo, indicando um maior
crescimento celular nesses ensaios. Esses ensaios apresentam letras maiusculas iguais em suas
contagens finais, indicando que ndo ha diferenca significativa entre eles quanto ao crescimento.

Por outro lado, os ensaios 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 apresentaram contagens
finais menores, indicando um menor crescimento celular nesses ensaios. Esses ensaios
apresentam letras mailsculas diferentes em relacdo aos ensaios com as maiores contagens
finais, indicando diferencas significativas entre eles quanto ao crescimento.

Ja em relacdo ao ensaio 7, em 8h de fermentacdo, ndo € possivel afirmar com certeza
se a resposta é diferente ou igual as dos outros bons ensaios (2 e 3) com base apenas na tabela.
Isso porque a contagem final (CF) desse ensaio apresentou uma grande variacdo (0,4
logUFC.mL™) em relagdo as outras contagens finais, o que indica uma maior incerteza nos
resultados. Enquanto em 12h de fermentagéo, ele apresentou um crescimento celular total
(CCT) significativamente maior do que 0s ensaios com as menores contagens finais (ensaios 4,
6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16), porém apresenta uma letra maitscula diferente em relacdo aos

ensaios com as maiores contagens finais (ensaios 1, 2, 3, 5 e 9). Isso indica que, embora o
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crescimento celular (CCT), ap6s 12h de fermentacédo, tenha sido maior em comparacao aos
ensaios com as menores contagens finais (CF), ele ainda pode ser considerado igual a eles
quanto ao crescimento (CT), uma vez que ndo apresenta diferenca em relacdo a eles. Ja em
relacdo aos ensaios com as maiores contagens finais, o ensaio 7 apresenta diferenca significativa
quanto ao crescimento celular.

No entanto, é importante notar que os ensaios foram realizados em triplicata e que as
letras iguais indicam que as médias de crescimento celular total ndo diferem significativamente
entre si.

Em resumo, com base nos resultados da tabela e nos testes estatisticos realizados,
podemos concluir que os ensaios 2, 3, 5, 7 e 9 apresentaram as maiores médias de crescimento

celular total, enquanto os demais ensaios apresentaram menores médias de CCT.
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Tabela 2.9 - Contagem dos microrganismos e crescimento celular durante a fermentacdo dos ensaios realizados do delineamento P&B12.

Tempos de Fermentacao

. oh 8h 12h
Ensalos Cli CF* CCT = [CF*-CI] CF* CCT = [CF** - CI]
Log UFC.mL™* Log UFC.mL* Log UFC.mL™* Log UFC.mL™* Log UFC.mL™*
1 56 + 02 65 * 03 10 =+ 03 Db 74 + 01 19 =+ 03 BCDEa
2 37 + 01 64 + 072 27 + 01 A® 57 * 0.2 20 + 01 BCDOO
3 42 + 01 62 + 00 20 =+ 01 Be 62 + 00 20 + 01 BCDEa
4 42 + 00 54 =+ 00 12 + 00 ©Da 54 + 00 12 =+ 01 F=a
5 74 + 00 91 =+ 01 17 =+ 02 B 95 + 02 21 =+ 02 Ba?
6 62 + 02 79 =+ 02 17 <+ 00 Be 79 + 03 17 + 01 DbPEa
7 37 + 01 65 + 04 28 + 04 A? 62 + 01 26 + 00 A
8 49 + 00 65 +* 00 16 =+ 00 BGH 66 =+ 01 17 + 01 ©DEa
9 36 + 00 54 =+ 01 19 =+ 01 B° 56 + 00 21 =+ 00 BCa
10 54 + 01 66 + 00 12 =+ 01 ©Da 64 * 03 10 + 03 Fa
11 37 + 01 52 + 01 15 + 01 B¢Ca 53 + 0,0 16 =+ 01 FBe
12 44 + 01 55 =+ 01 12 + 01 ©ba 58 + 01 10 =+ 00 F°P
13 82 + 00 91 =+ 00 10 =+ 01 D2 91 + 00 10 =+ 01 F=a
14 82 + 01 91 + 01 10 =+ 01 bDa 90 + 00 09 + 01 Fa
15 82 + 00 91 + 01 10 =+ 01 bDa 91 + 00 09 + 01 Fa
16 82 + 00 91 =+ 01 10 + 01 D2 91 + 00 09 =+ 00 F@

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Col6nias; CCT- Crescimento Celular Total; Cl- Contagem Inicial; CF*- Contagem Final (8h); CF**- Contagem Final (12h); A, B,...-
Letras maiGsculas diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica
pelo teste de Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022.
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Na tabela 2.10 sdo apresentados os dados de AT das fermentacGes realizadas para o
P&B12. Nota-se que, no tempo 8h, o maior consumo de AT foi registrado no ensaio 7
(13,3 g AT/100 mL) com concentracgdo final de 84,1 g AT/100 mL e o menor foi registrado no
ensaio 2 (0,2 g AT/100 mL) sendo de 35,9 g AT/100 mL apo6s 8h de fermentacdo. Tal
comportamento pode ser explicado pela composi¢cdo do meio fermentativo, uma vez que, de
acordo com a formulacdo realizada pelo P&B12 (Tabela 2.1), o ensaio 7 foi elaborado com
75% de polpa de cupuacu e 8% de sacarose, enquanto o ensaio 2, 45% de polpa e 0% de
sacarose, desta maneira, 0 ensaio 7 possuia mais carboidratos para serem consumidos pelos
microrganismos inoculados.

No tempo 12h destacou-se 0 ensaio 5, que obteve a maior queda de AT em 30,18 e
sua concentracdo final de 60,21 g AT/100 mL e o ensaio 2 com menor queda de AT em 0,47 g
AT/100mL e sua concentracdo final em 35,68 g AT/100 mL.

A partir da tabela 2.10, onde apresentados os dados de AT das fermentacOes realizadas
para o P&B12, é possivel observar que os ensaios apresentaram diferentes consumos de
acucares totais ap6s 8 horas de fermentacdo. Os resultados indicam que os ensaios 5, 7, 9, 15 e
16. Esses ensaios podem ser considerados os mais eficientes na fermentacdo dos acucares
presentes no meio.

Na condicdo de 12 horas de fermentacdo, os ensaios 5, 6, 7, 9, 13, 14, 15 e 16
apresentaram 0s maiores consumos de agucares totais, superiores a 20 g/100 mL. Destes, 0s
ensaios 5, 13, 14, 15 e 16 foram estatisticamente diferentes entre si. J& 0s ensaios 6, 7 e 9
apresentaram valores médios semelhantes. Mais um vez demonstrando que quanto maior a
concentracdo de carboidratos no meio, maior sera 0 consumo de acucares totais pelos
microrganismos adicionados, uma vez que esses ensaios possuiam a maiores taxas de polpa e
extrato hidrossoltvel do cupuagu, teor de sacarose e teor de farinha de arroz.

Por outro lado, os ensaios 2, 3, 8, 10, 11 e 12 apresentaram 0S menores consumos de
acucares totais, inferiores a 10 g/100 mL. Destes, apenas 0 ensaio 2 foi estatisticamente
diferente dos demais.

E importante ressaltar que os resultados da anélise de aglcares totais podem ser
influenciados por fatores como a composi¢do do meio de cultura utilizado, o tipo e quantidade
de microrganismos empregados, a temperatura e o tempo de fermentacdo. Portanto, &

fundamental considerar esses fatores na interpretacdo dos resultados obtidos.
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Tabela 2.10 - Analise de agUcares totais durante a fermentacdo dos ensaios realizados do delineamento P&B12.

Tempos de Fermentacao

: Oh 8h 12h
Ensaios AT AT F* Consumo AT AT F Consumo AT

g AT/100 mL g AT/100 mL [1 - F*] g AT/100 mL g AT/100 mL [1 - F**] g AT/100 mL
1 624 + 30 566 + 41 58 + 08 ABCGa 552 + 06 72 £ 19 DB
2 364 + 10 359 + 05 02 =+ 10 ©° 357 + 03 05 =+ 11 FBe
3 891 + 57 878 + 11 1,3 + 34 ©C»2 877 + 68 14 + 07 B2
4 918 + 02 895 + 02 23 £ 02 BcC» 860 + 37 58 + 27 DB
5 904 + 57 824 + 00 80 + 42 ABCdL g2 £ 02 302 + 41 A?
6 1083 + 18 1021 + 40 62 + 16 ~ABCGa o945 + Q7 137 + 11 BCDEa
7 974 = 07 841 + 09 133 =+ 12 A2 802 =+ 09 172 + 10 ABCDa
8 920 + 51 883 + 15 36 + 26 ABCa 838 + 09 82 + 30 DPFE?
9 1000 + 7,0 875 + 11 124 + 42 ABa 837 + 26 163 + 31 ABCDa
10 830 + 13 815 + 28 16 + 17 ©° 742 + 06 88 + 12 CDEa
11 61,1 + 07 585 + 22 26 + 19 ABCa 558 + 09 53 + 12 DEa
12 387 + 03 364 + 21 24 + 16 BCa 329 + 11 58 + 09 DFEa
13 79,9 + 17 72,9 + 50 69 + 47 ABCa 511 + 101 287 + 60 A*
14 799 + 87 71,7 + 34 66 =+ 77 ABCGa 520 + 71 263 + 36 ABa
15 799 + 14 730 + 09 77 + 09 ABCGP 548 + 31 259 + 12 ABa
16 799 £+ 03 714 + 05 79 + 03 ABCa 559 1+ 77 234 + 52 ABCa

Legenda: AT- Acucares Totais; I- Tempo Inicial (Oh); F*- Tempo Final (8h); F**- Tempo Final (12h); [I — F]- [Tempo Inicial — Tempo Final]; A, B,...- Letras maiusculas
diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras mintsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022.
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De acordo com a Tabela 2.11, os ensaios apresentaram diferencas significativas no
consumo de agucares redutores, indicadas pelas letras mailsculas diferentes nas colunas, pelo
teste de Tukey com p < 0,05. Os ensaios 4, 6 e 7 apresentaram 0s maiores consumos de agucares
redutores em 8 horas de fermentacdo, com médias de 5,72 g AR/100 mL, 5,20 g AR/100 mL e
5,20 g AR/100 mL, respectivamente, indicados pela letra A na tabela.

Os ensaios 8 e 9 também apresentaram um consumo significativamente diferente em
relacdo aos demais ensaios, com meédias de 11,96 g AR/100 mL e 9,02 g AR/100 mL,
respectivamente, indicados pela letra B na tabela.

Os ensaios 1, 3, 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 apresentaram médias de consumo de
acucares redutores inferiores aos ensaios com as maiores médias, e foram indicados pelas letras
C na tabela.

E importante notar que o consumo de aclcares redutores néo é necessariamente igual
ao consumo de aglcares totais, conforme observado na Tabela 2.10. E possivel que um ensaio
apresente um alto consumo de agUcares redutores, mas um baixo consumo de agucares totais,
dependendo da composi¢do dos aclcares presentes na solucao de fermentacéo.

Apds 12 horas de fermentacdo, observando os resultados, pode-se notar que 0s ensaios
que tiveram os maiores consumos de agucares redutores foram o ensaio 6, com 22,20 g AR/100
mL, seguido pelos ensaios 13, com 17,80 g AR/100 mL, e 15, com 16,45 g AR/100 mL. Esses
trés ensaios apresentaram respostas estatisticamente diferentes dos demais ensaios, indicados
pelas letras maiusculas diferentes.

Além disso, os ensaios 4 ¢ 5, com 12,14 e 11,62 g AR/100 mL, respectivamente,
apresentaram respostas estatisticamente diferentes dos ensaios 8, com 13,53 g AR/100 mL, e
14, com 12,88 g AR/100 mL, indicados pelas letras maitsculas diferentes.

Ja os ensaios 1, 2, 3, 7, 9, 10, 11, 12, e 16 ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa em relacdo aos outros ensaios, indicados pelas letras iguais.

Portanto, pode-se concluir que os ensaios 6, 13 e 15 foram os que tiveram 0s maiores
consumos de agUcares redutores durante a fermentacdo, e que alguns ensaios apresentaram
respostas estatisticamente diferentes dos demais.

Em resumo, os resultados indicam que alguns ensaios apresentaram maior consumo
de acUcares redutores ap0s 12 horas de fermentacao, sendo que os ensaios 6, 13 e 15 foram os
que apresentaram os maiores valores. No entanto, é importante ressaltar que os resultados
devem ser interpretados com cautela, uma vez que outros fatores podem influenciar o consumo

de acgUcares durante a fermentacéo.
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Tabela 2.11 - Analise de acUcares redutores durante a fermentacdo dos ensaios realizados do delineamento P&B12.

Tempos de Fermentacéo

: Oh 8h 12h
Ensaios AR | AR F* Consumo AR AR F** Consumo AR
g AR/ 100mL g AR/ 100mL [1 - F*] g AR/ 100mL g AR/ 100mL [1 - F**] g AR/ 100mL

1 28,92 + 0,82 27,18 + 164 1,74 + 058 BCa 2474 + 279 418 + 139 GHIla
2 19,06 + 0,00 1883 + 164 023 + 116 ©° 16,16 + 3,77 290 + 267 Hla
3 55,89 + 2,94 5243 + 0,92 347 + 125 BCa 4965 + 294 624 + 0,00 EFRGHILa
4 82,60 + 4,90 76,88 + 1,72 572 + 305 ABCa 7046 + 343 1214 + 1,04 BCDEFa
5 4358 + 270 4144 + 289 214 + 118 BCa 31,97 + 049 1162 + 156 BCDEFRa
6 113,81 + 098 108,61 +* 1,96 520 + 1,84 ABGCD 9161 + 2,94 2220 + 139 As
7 86,76 + 1,47 8156 * 7,85 520 + 451 ABCa 79,82 + 245 6,94 =+ 069 PEFRGHIa
8 7410 + 2,70 62,14 + 441 1196 =+ 121 A? 60,58 + 4,17 1353 + 1,04 BCDa
9 101,67 =+ 5,85 9266 * 245 902 =+ 151 ABa 92,48 + 221 919 =+ 0,87 DEFRGHa
10 80,52 + 0,98 7826 * 270 225 + 121 BCa 7462 + 049 590 =+ 060 RGHla
11 7480 + 0,25 6751 * 270 728 + 1,73 ABCa 64,22 + 098 1058 =+ 0,79 ©DEFRGa
12 2289 + 0,82 2161 + 3,28 1,28 + 1,74 BCa 2092 + 0,33 197 + 0,35 "
13 67,77 + 859 66,46 * 0,20 130 + 593 BCa 49,97 + 307 17,80 + 391 ABba
14 67,04 + 0,61 65,16 * 4,92 1,88 + 1,88 BCa 5416 + 368 1288 + 2,17 BCDEa
15 68,78 + 8,39 67,62 + 184 1,16 =+ 4,63 BCa 5233 + 0,44 1645 =+ 550 ABCa
16 62,85 + 2,46 6125 + 143 159 + 0,72 BCa 51,75 + 498 1109 + 335 BCDEFa

Legenda: AR- Acucares Redutores; I- Tempo Inicial (Oh); F*- Tempo Final (8h); F**- Tempo Final (12h); [I — F]- [Tempo Inicial — Tempo Final]; A, B,...- Letras mailsculas
diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenga estatistica pelo teste de
Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022.
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A Tabela 2.12 que se segue, traz os resultados obtidos para anélise de produgdo de
exopolissacarideos realizada.

A producdo de EPS € desejada em algumas bebidas fermentadas, porque esse
composto é um polissacarideo extracelular produzido por algumas bactérias e fungos durante a
fermentacdo, pode agir como um espessante natural, contribuindo para a textura, viscosidade e
estabilidade do produto. Além disso, os EPS podem atuar como prebidticos, estimulando o
crescimento de bactérias benéficas no trato gastrointestinal; e, imunomodulatorias, promovendo
beneficios a saude, como a reducéo de niveis de colesterol, a melhora da imunidade e da satde
intestinal (CARVALHO et al, 2015; KHAN; NIGAM; SINGH, 2017).

De acordo com a tabela, a producdo de EPS variou entre 0,16 g/L a 1,99 g/L, em 8h
de fermentacdo, nas diferentes condi¢des de fermentacdo testadas. O teste de Tukey indicou
gue nao houve diferenca estatisticamente significativa na producdo de EPS entre 0s ensaios, ou
seja, todas as respostas foram iguais. Em relagéo aos ensaios com maiores producdes de EPS,
0s ensaios 13, 14, 15 e 16 tiveram producdes em torno de 1,5 g/L, enquanto os demais ensaios
tiveram producdes abaixo de 1 g/L.

Para 12h de fermentacdo, o teste de Tukey indica que os ensaios 1, 4, 6 e 12
apresentaram producdes de EPS estatisticamente diferentes dos demais ensaios (P<0,05). Os
ensaios 1, 4 e 12 apresentaram as menores producgdes de EPS, enquanto o ensaio 6 apresentou
a maior producdo. Os demais ensaios ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre si (P>0,05).

As producbes de EPS nos ensaios com mistura de probioticos (PC) foram maiores do
que as produgdes nos ensaios com Lactobacillus rhamnosus e Saccaromyces boulardii isolados.
Os maiores valores de producdo de EPS foram observados nos ensaios 13, 14, 15 e 16, com
mistura de probidticos (PC), indicando que a presenca de ambos os probidticos na fermentacédo
pode ter um efeito sinérgico na producéo de EPS.

A presenca de ambos os probidticos na fermentacdo pode ter um efeito sinergico na
producdo de EPS devido a interacdo positiva entre eles. Cada tipo de probiotico possui suas
préprias caracteristicas metabdlicas e, quando utilizados em conjunto, podem complementar as
funces um do outro, resultando em uma producdo maior de EPS (DOS SANTOS; PAVON;
TAMINE, 2016; WANG et al, 2021).

A Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria acido-latica que € capaz de produzir EPS a
partir de carboidratos. A Saccaromyces boulardii é uma levedura que, além de produzir EPS,

também é capaz de fermentar outros compostos, como fibras e polissacarideos. Dessa forma, a
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presenca de ambas as especies pode resultar em uma maior producdo de EPS devido a
capacidade de cada uma de produzir e utilizar diferentes substratos (KITAZAWA; VILENA,
2020; SOARES et al., 2020).

Além disso, a presenca de ambos os probi6ticos pode ajudar a manter um ambiente
microbiano equilibrado durante a fermentagdo, favorecendo o crescimento de ambas as espécies
e, consequentemente, a producgéo de EPS (DE VUYST,; LEROY, 2011; LANGA et al., 2019).

A producéo de EPS esta associada ao crescimento dos microrganismos utilizados na
fermentacdo, ja que esse composto é produzido como uma forma de reserva de energia e de
protecdo celular. No entanto, é importante ressaltar que outros fatores, como a composicao do
meio de fermentacdo, a temperatura e o pH, também podem influenciar o crescimento e a
producédo de EPS (RUAS-MADIEDO et al., 2008; YOON; CHANG, 2017).

Por fim, é importante ressaltar que a producdo de EPS é um importante indicador de
qualidade para bebidas fermentadas, pois esses compostos podem conferir caracteristicas
funcionais ao produto. A presenca de EPS pode também indicar a presenca de fibras na bebida,
0 que pode conferir beneficios a saide do consumidor, como melhoria do transito intestinal e
controle do colesterol. Portanto, a producéo de EPS é um fator importante a ser considerado na
formulacdo de bebidas probidticas e simbidticas (LEITE et al., 2015; LINARES et al., 2016).

Desta maneira, € possivel dizer que as bebidas formuladas sejam simbidticas, ja que
contém dois probioticos diferentes (Lactobacillus rhamnosus e Saccaromyces boulardii) e
ocorreu a producdo de EPS. Porém, ndo é possivel afirmar que a bebida seja rica ou é fonte de
fibras apenas com base na producdo de EPS, embora o EPS possa conter residuos de
carboidratos complexos, como celulose e hemicelulose, a producdo de EPS ndo é
necessariamente associada a producao de fibras, pois a bebida pode conter outros componentes
que também contribuem para a presenca de fibras. Além disso, é necessario analisar a

quantidade de fibras em rela¢do ao tamanho da por¢do consumida.
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Tempos de Fermentacao

Ensaios Oh 8h 12h
EPS I EPS F* Producéo de EPS EPS F** Producéo de EPS
g/L g/L [F*—1]g/L g/L [F**—1]g/L
1 2,28 + 0,98 244 £ 0,59 017 =+ 042 A? 2,79 + 044 051 =+ 055 B2
2 1,73 £ 0,20 194 + 0,15 020 + 0,15 A2 245 £ 115 072 + 095 ABa?
3 553 £ 0,55 593 £ 1,07 040 =+ 097 A? 6,40 £ 0,82 087 + 067 ABa
4 2,78 £ 0,10 298 £ 0,25 020 + 020 A? 321 = 0,17 043 + 017 B
5 543 + 0,45 560 * 0,56 0,18 =+ 011 A? 6,41 £ 0,93 099 =+ 048 ABa
6 6,73 £ 0,26 764 t+ 0,66 090 =+ 088 A 823 + 122 1,49 + 100 ABa
7 2,72 = 0,97 354 + 0,85 083 =+ 062 A 3,77 = 0,61 1,06 + 037 ABa
8 8,72 £ 123 895 + 042 022 + 087 A2 10,04 =+ 0,62 1,32 + 097 ABa
9 6,19 + 0,46 6,80 * 1,59 061 =+ 113 A? 711 £+ 0,92 092 + 051 ABa
10 573 * 042 6,33 £ 0,52 059 + 093 A 6,47 + 0,69 073 + 050 ABa
11 367 + 053 421 = 1,05 054 + 082 A2 435 + 100 067 =+ 075 ABa
12 301 =+ 031 3,17 = 0,27 016 =+ 052 A? 343 = 0,23 042 + 051 B2
13 380 £ 1,06 512 + 1,23 1,32 + 050 A2 6,01 £ 0,27 220 + 050 ABa
14 393 £ 0,10 556 = 0,62 1,64 + 064 #2 6,43 + 0,37 250 + 038 A
15 399 £ 0,26 558 £ 0,56 159 + 069 A2 599 =+ 0,38 200 + 063 AB?
16 382 £+ 0,35 581 + 0,25 1,99 + 044 A2 598 + 0,70 216 + 036 ~ABa

Legenda: EPS- Exopolissacarideos; I- Tempo Inicial (Oh); F*- Tempo Final (8h); F**- Tempo Final (12h); [F — I]- [Tempo Final — Tempo Inicial]; A, B,...- Letras mailsculas
diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras mintsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de

Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022.
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Ao observar os resultados na tabela 2.13, podemos perceber que houve uma
diminuicdo significativa do pH em todos os ensaios, indicando que a fermentacdo ocorreu de
forma efetiva.

Analisando a tabela, percebemos que os ensaios 2 (LR), 5 (LR), 6 (LR), 8 (SB) e 12
(SB) tiveram as maiores diminui¢des de pH durante a fermentagdo, em comparagdo com 0s
outros ensaios.

O ensaio 2 (LR) teve um pH inicial de 3,83 e um pH de 3,48 ap6s 12 horas de
fermentacao, resultando em uma diminuicao de 0,35 unidades de pH. O ensaio 5 (LR) teve um
pH inicial de 5,19 e um pH de 4,46 apds 12 horas de fermentagdo, resultando em uma
diminuicdo de 0,73 unidades de pH. O ensaio 6 (LR) teve um pH inicial de 3,78 e um pH de
3,36 apos 12 horas de fermentacao, resultando em uma diminuicéo de 0,42 unidades de pH. O
ensaio 8 (SB) teve um pH inicial de 5,14 e um pH de 4,90 apds 12 horas de fermentacéo,
resultando em uma diminuigéo de 0,24 unidades de pH. Finalmente, o ensaio 12 (SB) teve um
pH inicial de 3,81 e um pH de 3,52 apds 12 horas de fermentagdo, resultando em uma
diminuicdo de 0,29 unidades de pH.

No geral, é possivel afirmar que todas as amostras apresentaram uma diminuicdo do
pH ao longo da fermentacéo, indicando que houve um aumento da acidez e, consequentemente,

um processo de fermentacdo eficiente.

Tabela 2.13 - Andlise de pH durante a fermentacdo dos ensaios realizados do delineamento

P&B12.
Tempos de Fermentacéo
Ensaios Oh 8h 12h
pH pH pH
1 5,27 + 0,03 5,26 + 0,03 5,24 + 0,02
2 3,83 + 0,02 3,53 + 0,26 3,48 + 0,27
3 3,73 + 0,02 3,71 + 0,03 3,65 + 0,01
4 3,84 + 0,03 3,62 + 0,02 3,59 + 0,03
5 5,19 + 0,03 4,89 + 0,06 4,46 * 0,07
6 3,78 + 0,04 3,47 + 0,09 3,36 + 0,13
7 5,16 + 0,04 5,01 + 0,09 4,86 * 0,17
8 5,14 + 0,05 4,96 + 0,07 4,90 + 0,05
9 3,89 + 0,04 3,82 + 0,07 3,72 * 0,05
10 5,12 + 0,03 5,00 + 0,04 4,98 + 0,02
11 5,36 + 0,01 5,30 + 0,01 5,26 + 0,02
12 3,81 + 0,04 3,57 + 0,06 3,52 + 0,03
13 4,50 + 0,01 4,34 + 0,02 4,32 * 0,01
14 4,54 + 0,02 4,35 + 0,01 4,33 + 0,01
15 4,45 * 0,03 4,29 + 0,03 4,27 + 0,03
16 4,58 + 0,03 4,39 + 0,03 4,37 + 0,03

Legenda: pH- Potencial hidrogenibnico

Fonte: autoral, 2021
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No estudo de Reis et al. (2017), os pesquisadores avaliaram a fermentagéo do camu-
camu com as bactérias probidticas Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus.
Durante o processo de fermentacéo, foi observado um aumento na acidez e uma queda no pH
do meio, onde a fermentacdo do camu-camu com as bactérias probioticas resultou em uma
diminuic&o significativa do pH, de 4,42 para 3,67, uma diminuic¢do de 0,75 do pH. Além disso,
houve um aumento na acidez total, de 0,15 para 0,34g de acido latico/100g de polpa.

A partir da Tabela 2.14, nota-se que a ATT entre os diferentes ensaios obteve
resultados divergentes, e que os resultados no tempo 12h foram superiores ao tempo 8h.

Os resultados, para 8h de fermentacdo, mostram que a acidez titulavel total variou de
0,00 a 0,23 mEQ/100mL, sendo o valor médio de 0,12 mEg/100mL. Analisando a tabela,
observa-se que o0s ensaios 3 (SB) e 14 (PC) apresentaram 0s maiores aumentos de acidez
titulavel total, com valores de 0,23 e 0,17 mEqg/100mL, respectivamente. Esses resultados sdo
estatisticamente iguais e foram superiores aos demais ensaios. Além disso, os ensaios 2 (LR),
4 (LR), 5 (LR), 8 (SB) e 9 (SB) também apresentaram aumento significativo de acidez titulavel
total em relacdo aos demais ensaios, com valores de 0,13 a 0,17 mEqg/100mL.

Apds 12h de fermentacdo, pela tabela, nota-se que as amostras 2, 3, 5, 9 e 13
apresentaram os maiores aumentos na acidez, sendo que as amostras 2 e 5 tiveram um aumento
significativamente maior do que as demais. As amostras 1, 6, 10, 11, 12, 14, 15 e 16 néo
apresentaram diferenca estatistica em relacdo as demais amostras.

As amostras 2 (LR), 5 (LR) e 9 (SB) apresentaram as maiores médias de acidez
titulavel total, com valores de 0,40 = 0,10, 0,47 + 0,15 e 0,50 + 0,17 mEqg/100mL,
respectivamente. As amostras 1 (LR) e 6 (LR) apresentaram as menores médias de acidez
titulavel total, com valores de 0,10 + 0,10 e 0,13 + 0,21 mEq/100mL, respectivamente.

Em relacdo aos ensaios com 8 horas de fermentacdo, é possivel observar que os valores
de acidez titulavel total obtidos ap6s 12 horas de fermentacdo foram maiores em todas as
amostras, indicando um aumento no grau de acidez da bebida com o tempo de fermentacéo.

Os resultados mostram que tanto o L. rhamnosus quanto o S. boulardii apresentaram
aumento significativo de acidez titulavel total durante a fermentacéo da bebida & base de polpa
de cupuagu. Além disso, a mistura dos probioticos em partes iguais (PC) também apresentou
aumento significativo de acidez. No entanto, ndo houve diferenca significativa na acidez
titulavel total entre os diferentes probidticos utilizados.

Em resumo, os resultados indicam que é possivel obter um aumento significativo de
ATT durante a fermentagdo com probidticos da bebida a base de polpa de cupuagu. O uso de

diferentes probidticos ndo influenciou significativamente na acidez da bebida.
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Tempos de Fermentacéo

Ensaios oh 8h 12h
ATT I ATT F* Variacdo ATT ATT F** Variacdo ATT
mEQq/100g mEqg/100mL [F*—1] mEg/100mL mEq/100mL [F** — 1] mEqg/100mL
1 560 = 0,00 563 = 0,12 003 + 0112 A? 5,70 + 0,10 0,10 + 0,10 A2
2 320 = 0,20 333 + 012 013 + 031 A? 3,60 + 0,17 0,40 + 0,10 Aa
3 527 = 0,31 550 =+ 0,26 023 + 0115 A2 5,60 + 0,20 0,33 + 0,12 A?
4 547 =+ 0,12 560 = 0,10 013 + 021 A? 577 + 0,06 0,30 + 0,17 Aa
5 0,27 = 0,06 043 = 0,06 017 + 006 AP 0,73 + 0,12 0,47 + 0,15 A2
6 540 =+ 0,20 550 =+ 0,10 010 + 030 A? 5,53 + 0,06 0,13 + 0,21 Aa
7 180 =+ 0,00 187 + 0,06 007 + 006 A2 2,07 + 0,31 0,27 + 0,31 A
8 557 + 0,15 573 = 0,15 017 + 0115 A? 5,80 + 0,00 0,23 + 0,15 A2
9 327 = 0,12 3,40 = 0,10 013 + 021 A2 3,77 + 0,06 0,50 + 0,17 A?
10 337 = 0,06 337 = 0,06 000 + 0110 A? 3,57 + 0,06 0,20 + 0,10 A2
11 0,67 = 0,12 0,67 = 0,06 000 + 0,0 A2 0,83 + 0,06 0,17 + 0,15 A2
12 3,07 = 0,06 3,13 + 0,06 007 + 006 A 3,30 + 0,10 0,23 + 0,06 A2
13 427 + 0,06 440 = 0,20 013 + 0,5 A2 4,55 + 0,05 0,28 + 0,10 A?
14 437 + 0,15 453 + 0,12 017 + 025 A% 457 + 0,06 020 + 020 A®
15 433 + 0,12 447 = 0,12 013 + 0,12 Az 4,53 + 0,12 0,20 + 0,20 A?
16 440 <+ 0,20 450 + 0,10 010 + 026 ~? 4,63 + 0,06 0,23 + 0,15 A2
Legenda: ATT- Acidez Titulavel Total; I- Tempo Inicial (Oh); F*- Tempo Final (8h); F**- Tempo Final (12h); [F — I]- [Tempo Final — Tempo Inicial]; A, B,...- Letras

maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferenga estatistica pelo
teste de Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2022.
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3.3.1 Acidos organicos

Os probidticos podem secretar substancias como acidos organicos e bacteriocinas que
podem ter efeitos bactericidas ou bacteriostaticos contra bactérias patogénicas. O acido latico é
o principal produto do metabolismo das BAL e atua na desnaturagdo de proteinas, alterando a
permeabilidade da membrana externa das bactérias (ORNELLAS et al., 2017).

Na induastria de alimentos, as bactérias do acido lactico (BAL), bactérias ndo acido
lacticas e leveduras tem um papel importante nos processos de fermentacdo ao produzirem
alguns acidos organicos ou &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), incluindo acido acético,
butirico e propibnico, j& que estes atuam como conservantes naturais, acidulantes e
intensificadores de sabor e possuem efeito probidtico, por isso sdo denominados como pos-
bidticos (THERON; LUES, 2010; AGUILAR-TOALA, et al, 2018). O 4cido latico ndo esta
naturalmente presente nos alimentos, mas é produzido durante a fermentacdo dos alimentos
pelas bactérias do &cido latico, e é o principal produto final da fermentagdo de um carboidrato
(THERON; LUES, 2010).

A producéo de acido latico é desejada, em contraposi¢cdo ao acido acético em bebidas
fermentadas, que ocasiona sabor desagradavel. Mondragon-Bernal (2004) verificou que durante
a fermentagé@o do extrato de soja, B. longum tanto puro quanto em mistura com lactobacilos
apresentou maior producéo de acido lactico (L) que de acido acético (A), sendo a relagdo L/A>1
e desejavel para aceitacdo sensorial de bebidas probioticas contendo bifidobactérias.

O &cido citrico, encontrado como constituinte natural de uma variedade de frutas
citricas, e presente na polpa de cupuacu, pode ser utilizado como substrato pelas bactérias
laticas para a producdo de acido latico e outros compostos aromaticos como diacetil e
acetaldeido, compostos aromaticos que contribuem para a qualidade sensorial de alimentos
fermentados, uma vez que uma caracteristica metabolica de certas BAL é a capacidade de
metabolizar o acido citrico (PEREIRA et al., 2017; HUGENHOLTZ, 1993).

Solucdes padréo de conhecidas concentracfes de acidos propionico, tartarico, citrico,
malico, acético e latico foram usados para realizar a anélise de determinacdo de &cidos
organicos, no entanto, foi somente detectado leituras no HPLC dos acidos citrico, latico e
acetico, porcentagens de producdo e consumo desses acidos e relacdo do acido lactico com
acido acético estdo demonstrados na Tabela 2.15 e Figuras 2.4 e 2.5 a seguir.
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Tabela 2.15 - % de producédo e consumo de acidos organicos apos 8h de fermentacédo das
bebidas probidticas a base de cupuacu e relacéo de acido latico e acido acético dos ensaios
definidos pelo delineamento experimental Plackett&Burman.

Producéo de Acido  Producédo de Acido ~ Consumo de Acido  Relagdo

Ensaios Acético Latico Citrico L/A
1 37,96% + 0,25 51,38% + 0,28 -19,65% + 0,03 1,91
2 29,78% + 0,06 123,75% + 0,19 -1842% <+ 0,13 3,47
3 9091% + 0,15 132,06% + 0,30 -42,46% =+ 0,07 1,90
4 53,17% + 0,26 92,28% + 0,09 -31,28% + 0,16 1,82
5 80,06%0 + 0,10 41988% + 1,38 -17,21% <+ 0,05 17,90
6 25,33% + 0,11 92,35% + 0,18 -6,78% + 0,03 7,37
7 7413% + 0,04 7575% <+ 0,00 -49,13% <+ 0,10 1,15
8 55,17% + 0,13 59,74% + 0,17 -2298% + 0,06 1,10
9 66,21% + 0,28 9,02% + 0,06 -2353% + 0,04 0,14
10 69,98% + 0,42 3889% + 054 -22,04% =+ 0,03 0,88
11 121,29% + 0,67 7732% + 0,38 -49,82% + 0,11 0,89
12 118,41% + 052 149,86% =+ 057 -16,32% =+ 0,08 1,77
13 571% <+ 0,02 9,26% + 0,01 -71,22% + 0,02 1,92
14 921% + 0,02 850% + 0,01 -6,20% + 0,02 1,14
15 7,70% <+ 0,02 8,14% + 0,01 -754% + 0,02 1,30
16 10,49% + 0,02 10,70% + 0,01 -10,14% + 0,02 1,29

Legenda: % de Producéo - Aumento de 4cido acético e &cido latico apds 8h de fermentacdo em relacdo ao tempo
inicial (Oh); % de Consumo — Diminuicéo do acido citrico ap6s 8h de fermentacdo em relagdo ao tempo inicial
(Oh); &cido lactico (L); &cido acético (A).

Fonte: autoral, 2023.

Figura 2.4 - % de producao de &cido acético e acido latico ap6s 8h de fermentacdo das
bebidas probidticas a base de cupuacu, ensaios definidos pelo delineamento experimental.
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Figura 2.5 - % de consumo de &cido citrico ap6s 8h de fermentacdo das bebidas probioticas a
base de cupuacu, ensaios definidos pelo delineamento experimental Plackett&Burman.
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Fonte: autoral, 2023.

Bactérias do acido lactico (BAL), utilizam o &acido citrico e os agUcares da polpa para
formar o acido latico, um composto ndo volatil (RAMOS et al., 2020). S. boulardii utiliza &cidos
organicos e glicose disponiveis para consumo, estimulando o crescimento (FARINAZZO,
2016). O ensaio 05 apresentou maior porcentagem de producdo de acido latico (419,88%),
seguido pelos ensaios 2 (123,75%), 3 (132,06%), 6 (92,35%) e 12 (149,86%). Observou-se que
a diminuicdo no teor de acUcares se relacionou diretamente com a producdo dos acidos
organicos latico e acético.

Neste estudo verifica-se qualitativamente que a producéo de acido lactico é maior que
a de acido acético, com excecdo dos ensaios 09 (0,14), 10 (0,88) e 11 (0,89), ao longo de 08
horas de fermentacéo, dando uma taxa de LA<1. O ensaio 09, apresentou uma baixa producéo
de &cido latico, e a menor relagéo de &cido latico e acido acético.

Nas fermentacGes com a mistura L. rhamnosus e S. boulardii, os pontos centrais do
estudo (ensaios 13 a 16), a producgéo tanto de acido latico, quanto de &cido acético foi menor
em comparagdo aos demais ensaios.

Os acidos organicos produzidos por lactobacilos sdo conhecidos por afetar o

metabolismo de Saccharomyces se forem inoculados juntos. No entanto, os acidos organicos
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nem sempre sdo produzidos apenas pelos lactobacilos porque a levedura também gera os
mesmos &cidos como produtos menores do metabolismo (MOUSA, WANG e ZHANG, 2019).

Em recente pesquisa, Mousa, Wang e Zhang (2019) avaliaram o efeito da fermentacao
por Saccharomyces boulardii e diversos lactobacilos no contetido de acido latico e acético em
bebida lactea contendo suco de kiwi (4% v/v), fermentada por 12h a 37 °C. Os autores
verificaram que a fermentacdo concomitante por S. boulardii e lactobacilos acarretou uma
diminuicdo no teor de acido latico e acético, possivelmente em funcdo da diminuicdo na
velocidade do metabolismo dos lactobacilos testados ou pelo consumo destes acidos organicos
pela levedura, comportamento semelhante ao observado neste estudo.

Os acidos latico e acético sdo produzidos principalmente por microrganismos através
da quebra da lactose do leite. No leite fortificado com suco de kiwi ou sem esse suco, a
inoculacdo com S. boulardii e lactobacilos aumentou a producdo de acido rapidamente e em
maior grau, em relacdo ao uso isolado de S. boulardii. No entanto, a produgao de &cido declinou
logo ap6s 6 h de fermentacdo. 1sso era de se esperar, uma vez que a competicao do S. boulardii
causou um estresse no metabolismo dos lactobacilos (MOUSA, WANG e ZHANG, 2019).

As concentracgdes iniciais de acido citrico neste estudo foram caindo no decorrer da
fermentacdo, reduzindo em até -49,82% de sua concentracdo. Pereira et al. (2017), também
relataram reducdo do &cido citrico em bebida de cupuacu durante a fermentagdo. Segundo os
autores, Lactobacillus casei conseguiu metabolizar o acido citrico como fonte de carbono,

indicando que este suco é um substrato adequado para a producédo de bebidas probidticas.

3.3.2 Plackett & Burman 12 - efeitos das variaveis independentes

A matriz e as respostas do delineamento experimental Plackett&Burman de 12 ensaios
e 4 pontos centrais aplicados para determinar o efeito de sete varidveis independentes para
formulacéo e selecdo de microrganismos para desenvolvimento de bebida probiotica a base de
cupuacu (Theobroma grandiflorum), em relagio a contagens, AR, AT, EPS e Acido Lético e

Acido Acético das bebidas fermentadas apresentam-se na Tabela 2.16.
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Tabela 2.16 - Plackett & Burman para formulacdo e selecdo de microrganismos para desenvolvimento de bebida probidtica a base de cupuacu.

Variaveis independentes Respostas
8h de fermentacéo 12h de fermentagéo
Ensaios Tem Teor  Teor Teor Teor Ac Ac Ac
LR:SB (oc)p Polpa EHAC  Farinha Sac. pH | CCT EPS AT AR pH ATT Lat Acé CI"[. CCT EPS AT AR pH ATT
(%) (%)  Arroz (%) (%) ' ' '

1. 1 -1 1 -1 -1 -1 1097 017 584 1,74 0,01 0,03 0,016 0,009 -0,262| 1,89 051 7,24 418 0,03 0,10
2. 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1269 020 023 023 030 0,13 0,033 0,001 -0,035| 2,00 0,72 047 29 0,35 0,40
3. -1 1 1 -1 1 -1 -1 119 040 130 347 0,02 0,23 0,035 0,019 -0,112| 19 087 142 6,24 0,07 033
4, 1 -1 1 1 -1 1 -1 1122 020 233 572 023 0,13 0,006 0,005 -0,084| 1,19 043 583 12,14 025 0,30
5. 1 1 -1 1 1 -1 11,7 018 803 214 030 0,17 0,201 0,011 -0,016| 2,22 0,99 30,18 11,62 0,74 0,47
6. 1 1 1 -1 1 1 -1 ]21471 09 6,22 520 032 0,10 0,036 0,005 -0,013| 1,68 1,49 13,73 2220 042 0,13
7. -1 1 1 1 -1 1 1 (28 083 1334 520 0,16 0,07 0,014 0,012 -0,143| 256 1,056 17,23 6,94 030 0,27
8. -1 -1 1 1 1 -1 11163 022 363 11,9 0,18 0,17 0,006 0,006 -0,163| 1,72 1,32 8,16 1353 0,24 0,23
9. -1 -1 -1 1 1 1 -1 118 061 12,44 9,02 007 0,13 0,002 0,015 -0,041| 2,08 092 16,32 9,19 0,17 0,50
10. 1 -1 -1 -1 1 1 1 (123 059 155 225 0,12 0,00 0,010 0,008 -0,232| 1,00 0,73 881 590 014 0,20
11. -1 1 -1 -1 -1 1 1 1151 054 259 728 0,06 000 0025 0,020 -0124| 159 0,67 531 1058 0,10 0,17
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1122 016 235 128 024 0,07 0,033 0,019 -0,052| 099 042 583 197 029 0,23
13 0 0 0 0 0 0 0 |09 132 694 130 0,16 0,13 0,001 0,002 -0061| 092 220 28,72 17,80 0,19 0,28
14 0 0 0 0 0 0 0 [ 093 164 661 188 0,19 0,17 0,004 0,004 -0010| 0,86 250 26,34 12,88 0,20 0,20
15. 0 0 0 0 0 0 0 |09 159 769 116 0,16 0,13 0,005 0,002 -0,011| 0,87 2,00 2590 16,45 0,18 0,20
16. 0 0 0 0 0 0 0 /09 199 791 159 0,19 0,10 0,003 0,002 -0,026| 086 216 2341 1109 0,21 0,23

Legenda: LR- Lactobacillus rhamnosus; SB- Saccharomyces boulardii; Temp- Temperatura; EHAC- Extrato Hidrossolivel da Améndoa do Cupuagu; Sac.- Sacarose; CCT- Crescimento celular total;
EPS- Exopolissacarideos; AT- Acucares Totais; AR- Aglcares Redutores; ATT- Acidez Total Tituldvel; Ac. Lat- Acido Latico; Ac. Acé- Acido Acético; Ac. Cit- Acido Citrico

Fonte: autoral, 2022.
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A Tabela 2.17 a seguir apresenta os resumos dos efeitos principais das varidveis
independentes e coeficiente de variagdo explicada (R?) e as variaveis que apresentaram
significancia (p<0,1) para cada uma das seis respostas do delineamento experimental
Plackett&Burman.

Tabela 2.17 - Resumo dos efeitos das variaveis independentes e coeficiente de variacdo
explicada para as respostas do delineamento experimental Plackett & Burman 12.

Efeitos Estimados nas Respostas

Ys— Ye—

Variaveis Independentes  Yi- AR v, AT Y,_EPS Acido  Acido

cer Latico  Acético
Apos 8h de fermentacao
R? 0,8308 0,78291 0,44987 0,93413 0,68917 0,82787
Média 1,71 4,63 4,99 0,42 0,035 0,011
X1 — Proporg¢do LR:SB -0,25 -3,47 -1,91 -0,09 0,03 -0,01
X2 — (°C) Temperatura 0,70 -1,41 0,59 0,18 0,05 0,001
x3 — (%) Polpa 0,01 1,85 0,91 0,08 -0,03 -0,003
x4 — (%) EHAC 0,56 2,18 3,36 -0,09 0,02 -0,005
Xs — (%) Farinha de Arroz ~ -0,05 2,10 1,08 0,14 0,03 -0,0004
Xs — (%) Sacarose 0,03 2,31 2,85 0,39 -0,04 0,0003
x7 —pH -0,14 0,94 1,69 0,009 0,02 0,0006
Apo6s 12h de fermentacado

R? 0,81364 0,63856 0,74927 0,93626 - -
Média 1,73 8,95 10,04 0,84 - -
X1 — Proporc¢do LR:SB -0,17 1,75 1,997 -0,06 - -
X2 — (°C) Temperatura 0,51 2,26 2,69 0,24 - -
x3 — (%) Polpa 0,20 3,84 -2,22 0,21 - -
x4 — (%) EHAC 0,42 0,88 5,98 0,12 - -
xs — (%) Farinha de Arroz 0,06 5,00 6,12 0,42 - -
Xs — (%) Sacarose -0,98 4,42 2,32 0,08 - -
x7 —pH 0,16 -0,32 5,56 0,07 - -

* Em negrito apresentam-se as varidveis com efeito significativo (p<0,1) sobre as respostas para estabilidade,
calculados através do SS residual, com curvatura. CCT- Crescimento celular total; AR- AgUcares Redutores; AT-
AcUcares Totais; EPS- Exopolissacarideos.

Fonte: autoral, 2022.

Através do célculo dos efeitos principais e 0 erro padrdo (p<0,1) para o produto
terminado logo apos a fermentacéo, para a Y1 — Crescimento celular total (CCT), tanto em 8h,
guanto para 12h, apenas as variaveis independentes x2 — (°C) Temperatura e x4 — (%) EHAC,
apresentam efeitos sobre o crescimento celular, sendo este efeito positivo, ou seja, que quanto
maior a temperatura e maior a quantidade de EHAC, maior sera o crescimento. Para a producéo
de Exopolissacarideos (Ys4), em 8h de fermentacdo a x6 — (%) Sacarose apresentou efeito

positivo, e apos as 12h de fermentagdo foi o efeito x5 — (%) Farinha de Arroz.
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Em relacdo a producdo de acidos orgénicos, observa-se que para a produgdo de acetato,
a levedura S. boulardii teve a melhor contribuigdo, e para a producéo de acido latico foi a L.
rhamnosus. Para a temperatura, apesar de ndo ser significativa na producéo de acido acetico,
em ambos acidos o efeito foi positivo. O EHAC teve efeito negativo sobre a producéo de acido
acético, o que significa que menores teores de EHAC poderia melhorar a aceitacdo da bebida.

No estudo utilizando o suco de cupuagu, o tempo de 8 h de fermentacdo foi suficiente
para a linhagem L. casei atingir sua viabilidade maxima, com valores superiores a 9,0 Log
UFC/mL (PEREIRA et al., 2017).

Em uma pesquisa analisando as condicdes de fermentacdo em uma bebida probidtica
de cupuacu, também foi observada a viabilidade da inoculagdo do microrganismo L. casei na
bebida. Inoculou-se 7,00 Log UFC/mL e ap6s 24 h de fermentacdo microbiana, contagens
superiores a 8,00 Log UFC/mL foram observados (PEREIRA et al., 2017).

Nota-se que somente a propor¢do LR:SB exerceu influéncia significativa sobre o
consumo dos agucares redutores, sendo que esta influéncia é negativa. Dessa forma entende-se
que na presenca de LR (nivel +1 é 100% LR e 0% SB- Tabelas 2.1 e 2.2), menor sera a
concentracdo de acucares redutores na amostra, ou seja, 0 maior consumo de AR se da pelo
lactobacilo.

Observa-se que no tempo de fermentacdo de 12 horas, nenhuma das variaveis exerceu
influéncia negativa ou positiva sobre os agucares redutores da amostra.

Nota-se que as variaveis verificadas ndo exerceram influéncia negativa ou positiva
sobre os acUcares redutores totais da amostra quando o tempo de fermentacdo utilizado foi o de
8 horas.

Nota-se que, no tempo de fermentacdo de 8 horas, o teor de sacarose influencia
positivamente a producdo de EPS nas amostras analisadas, quando maior o teor de sacarose,
maio sera a producdo de EPS.

Evidencia-se que o teor de farinha de arroz tem efeito positivo na producdo de EPS na
amostra quando fermentada ap6s 12 horas, ou seja, quanto maior o teor da farinha de arroz,
maior sera a producdo de EPS.

Nota-se que, no tempo de fermentacdo de 8 horas na producgéo do &cido latico apenas
a temperatura influenciou significativamente com efeito, positivo, e para a producéo do acido
acetico foi a relacdo LR:SB e o Teor do Extrato Hidrossoluvel da Améndoa do Cupuagu

(EHAC), ambos com efeito negativo.
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3.3.3 Cor instrumental

A cor é o primeiro atributo de qualidade dos alimentos avaliado pelos consumidores,
portanto, € um importante componente da qualidade dos alimentos relevante para a aceitacéo
no mercado. A medicdo répida e objetiva da cor dos alimentos é necesséaria no controle de
qualidade para a classificacdo comercial dos produtos. A visdo computacional ¢ uma técnica
promissora atualmente investigada para medicdo de cor de alimentos, especialmente com a
capacidade de fornecer uma caracterizacdo detalhada da uniformidade de cor ao nivel baseado
em pixel (WU e SUN, 2013). Na Tabela 2.18 podem ser observados os valores da anélise de
cor dos meios fermentativos elaborados segundo o P&B12, no tempo inicial (Oh) e tempos
finais (8h e 12h) de fermentacéo.

L*, a* e b* foi usado para caracterizar as mudancas de cor. A andlise estatistica dos
valores de a* e b* indicou que ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre as bebidas
vegetais ao longo do tempo de fermentacédo, indicando que ndo houve alteracdo de cor das
bebidas.

A luminosidade, L*, sendo um parametro colorimétrico amplamente utilizado para
caracterizar a variacdo de cores durante o processamento de alimentos, determinou que uma
pequena diferenca de luminosidade (valores de L*) foi observada nos ensaios 5 e 10.

A luminosidade aumentou no ensaio 8 e 9 ao longo do periodo de fermentacéo,
resultando em produtos com coloracdo mais clara e mais turvas, enquanto para 0s ensaios 4 e
7, L* diminui ap6s 8h de fermentacdo, e aumento apds 12h. O aumento de L* pode estar
associado ao consumo do substrato do meio para aumento da biomassa dos microrganismos.
N&o houve diferenca significativa (p<0,05) para luminosidade (L*) para os ensaios 1, 2, 3, 6,
11, 12, 13, 14, 15 e 16 no periodo de fermentacéo.
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Tabela 2.18 - Coordenadas de cor.

L* a* b*

Ensaio Oh 8h 12h Oh 8h 12h Oh 8h 12h
1 1181 + 011 ° 11,40 + 053 * 1169 + 021 “|-052 + 014 ° -053 + 026 ° -052 #+ 012 °|-131 + 025 * -117 + 022 * -125 + 051
2 9215 + 143 ° 838 + 08 ° 859 + 155 °|-046 =+ 030 ° -027 + 018 * 027 + 020 “|-08 =+ 019 ° -09 =+ 037 ° -094 =+ 033
3 1389 + 205 ° 1257 + 081 ° 115 + 052 “|-036 =+ 016 ° -020 + 010 * -030 #+ 0,13 °|-052 + 021 * -0,77 + 027 * -0,73 + 0,30
4 1462 + 150 ° 871 + 1,14 ° 1700 + 009 °| -047 + 034 * -032 + 008 * -059 + 020 °|-094 + 061 ° -056 + 016 ° -069 = 0,69
5 1486 + 2,16 ° 1213 + 1,09 ® 1011 + 011 °|-0,36 + 021 * -041 + 009 ° -026 + 008 °|-077 + 071 ° -1,21 + 006 ° -0,73 * 0,01
6 1544 + 120 ° 1530 + 2,09 * 1516 + 3,19 °| -058 + 024 * -066 + 014 ° -074 + 006 °|-055 #* 050 * -0,65 + 044 ° -075 + 0,39
7 11,79 + 1,96 ° 10,16 + 1,37 ° 1668 + 1,78 °| -049 + 022 * 0,36 + 004 ° 0,75 + 017 *|-1,02 + 022 ° -1,10 + 039 ° -074 * 0,37
8 996 + 094 " 13,83 + 178 * 1364 + 029 *|-038 + 020 * -051 + 013 * -033 + 014 *|-077 + 035 * -076 + 042 * -0,75 + 0,18
9 1205 + 148 ° 12,13 + 096 ° 2364 + 2,97 °|-075 + 035 * -054 + 014 * -077 + 039 °|-034 + 08 * -101 + 028 ° -007 * 0,75
10 | 1037 + 036 ° 11,20 + 052 ® 1182 + 031 °|-051 + 016 * -0,38 + 006 ° -047 + 012 °| -096 + 024 * -1,03 + 007 ° -1,08 * 0,03
11 | 1091 + 285 ° 1441 + 071 °* 13,79 + 1,17 *|-039 + 014 * -032 + 016 ° -039 + 009 °|-111 + 020 * -081 + 046 ° -127 + 024
12 | 11,43 + 1,78 * 979 + 059 ° 1094 + 043 *|-031 + 010 ° -037 + 016 ° -046 + 013 °|-083 + 009 ° -068 + 020 * -0,87 + 0726
13 | 1484 + 146 ° 1503 + 152 ° 1635 + 001 “|-042 + 001 * -033 + 007 * -058 + 004 °|-088 + 005 * -068 + 008 *° -0,75 + 0,05
14 | 1413 + 227 * 1581 + 705 ° 1624 + 240 °|-048 + 010 ° -033 + 0,09 ° -053 + 009 °|-087 + 003 * -069 + 0118 * -0,70 + 0,19
15 | 1411 + 223 ° 1444 + 115 * 1548 + 142 *|-042 + 005 ° -029 + 004 * -053 + 00 °|-088 + 004 * -069 + 017 * -0,73 + 0,05
16 | 1487 + 150 ° 1579 + 0,76 ° 1635 + 001 °|-047 + 008 ° -039 + 0,04 * -057 + 003 °|-08 =+ 003 *° -067 + 008 * -0,72 + 0,119

Legenda: L*- luminosidade (L = 0 preto e L = 100 branco); a* e b*- cromaticidade (+a vermelho e -a verde; +b amarelo e -b azul). a, b,...- Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05)

Fonte: autoral, 2023.
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3.3.4 Teste de funcionalidade

3.3.4.1 Hidrofobicidade

A adesdo a mucosa intestinal é considerada um pré-requisito para a colonizacdo e €
importante para a interacdo entre cepas probidticas e o hospedeiro, a porcentagem de
hidrofobicidade ¢ uma medida indireta da capacidade de aderéncia dos lactobacilos,
bifidobacterias, leveduras ou outros microrganismos ao GALT (Tecido Linfoide Associado ao
Intestino) (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

Sendo assim, na Figura 2.6, encontra-se representada a porcentagem hidrofobicidade
(%H) obtida para os microrganismos puros e bebidas fermentadas elaboradoras pelo P&B12

nos tempos 8h e 12h de fermentacéo.

Figura 2.6 - Porcentagem de Hidrofobicidade (%H) das linhagens puras de L.r. (Lactobacillus
rhamnosus), S.b. (Saccharomyces boulardii) e tempos finais (8h e 12h) de fermentacdo das
bebidas elaboradas a base de cupuagu.
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Fonte: autoral, 2023.

Lactobacillus rhamnosus foi 0 microrganismo que apresentou maior porcentagem de
hidrofobicidade (%H) (43,22%). Da mesma forma é observado nos ensaios inoculados com esta
BAL (ensaios 1, 2, 5, 6 e 10), onde a hidrofobicidade variou 24,13~50,03%H, em 8h de
fermentacdo, e para 12h, variou de 41,96~61,64%H.

Ensaios fermentados com a levedura Saccharomyces boulardii, tiverem as menores
hidrofobicidades, sendo ensaio 4 (8h = 8,52%H; 12h = 7,83%H) e ensaio 7 (8h = 10,03%H;
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12h = 11,33%H). Os ensaios 3 (8h = 20,74%H), 11 (8h = 27,08%H; 12h = 22,82H) e 12 (8h =
25,77%H), apresentaram a mesma faixa de hidrofobicidade da cepa pura (26,32%H).

Segundo o protocolo descrito por Nader-Macias et al. (2008), a hidrofobicidade pode
ser classificada como: alta (66,67%), média (33,34-66,66%) e baixa (0-33,35%). Sendo assim,
a maioria dos ensaios e a cepa L.R. apresentaram hidrofobicidade média.

No entanto, Lima (2018) encontrou cepas de Lactobacillus com moderadas e altas
hidrofobicidades, sendo que L. rhamnosus Lb16 (94,19 + 1,73%), L. rhamnosus Lb24 (78,06 +
2,72%) e L. rhamnosus Lb2 (54,66 * 4,36%), apresentaram valores superiores encontrados para
L. rhamnosus LR32 utilizado neste estudo. O valor para de SB apresentaram valores
semelhantes aos relatados por Oliveira (2018), apresentando H% de 24,91%, e acima dos
resultados encontrados por Ceugniez et al. (2017), quem concluiu que todas as cepas testadas

pelos autores mostraram afinidade ao hexadecano abaixo de 10%.

3.3.4.2 Resisténcia de probidticos as condi¢des simuladas do aparelho digestério humano

Apos as analises realizadas no P&B12, repetiram-se 0s ensaios com maiores CCT,
estes sendo os ensaios 2 (2,690 Log UFC.mL™), 3 (1,950 Log UFC.mL™), 7 (2,812 Log
UFC.mL™) e 9 (1,886 Log UFC.mL™), além de dois ensaios do ponto central (Tabela 2.9).
Agora padronizou-se a concentracéo inicial do indculo em 7,49~8,67 Log UFC.mL™, nota-se
que em comparacao aos ensaios do P&B12, que iniciaram a concentracgao inicial com uma
populacdo menor do indculo, esta repeticdo obteve uma menor taxa de crescimento, variando
entre 1,00~1,63 Log UFC.mL™ (Tabela 2.19).

Paim et al. (2015), demonstrou 0 mesmo comportamento estudando culturas
probidticas com diferentes concentra¢des iniciais (0,001, 0,01 e 0,1% m/v) em uma bebida
fermentada de soja, onde L. acidophilus apresentou CCT de 0,95, 0,29 e 0,17 Log UFC.mL™,
respectivamente, e para B. animalis subsp. Lactis CCT variou de 1,51, 0,37 e — 0,07 Log
UFC.mL, respectivamente.

Ao submeter os resultados obtidos das CCT nos tempos de fermentagéo de 8h e 12h
em teste de Tukey, constatou-se que nao se obteve diferenca estatistica com nivel de confianca
de 95%, conforme demonstra nas Tabela 2.19, desta maneira, a analise de resisténcia de
probioticos as condi¢bes simuladas do aparelho digestorio humano procedeu-se somente para
as fermentacGes no tempo de 8h.

Os alimentos carregam componentes bioativos, entre eles os probiéticos, que podem

sofrer mudancas pelo efeito do pH ou atividade de enzimas gastrointestinais. Nesse contexto, a
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avaliacdo preliminar in vitro do produto probidtico frente as condi¢bes gastrointestinais
simuladas torna-se obrigatéria (FAO/WHO, 2002). Testar a eficacia da acdo probidtica de
alimentos recém-desenvolvidos depende da disponibilidade de modelos de digestdo, que
simulam com precisdo os eventos fisico-quimico e fisioldgico que ocorrem no aparelho
digestorio humano.

De forma geral pode se observar que houve uma reducdo da populacdo dos
microrganismos apos realizacdo dos testes de resisténcia ao aparelho digestorio in vitro, até
chegar a valores proximos a 2 Logio UFC.mL™ na fase intestinal, no entanto, é possivel
determinar que depois do processo fermentagdo do cupuacu (Tabela 2.19), a simulagdo in vitro
do aparelho digestério humano foi eficiente para a obtencédo de cepas probioticas dos diferentes
microrganismos (Tabela 2.20).

Na literatura sdo apresentados resultados com relacdo a sobrevivéncia do L.
acidophilus. Bianchi et al. (2018) avaliaram a sobrevivéncia de L. paracasei L-431, L.
acidophilus LA-5 e B. longum BB-46, combinadas ou ndo com subproduto de acerola, as
condi¢cdes do trato gastrointestinal simuladas in vitro. Os autores observaram que o L.
acidophilus LA-5 teve menor sobrevivéncia em todas as fases estudadas (gastrica, entérica | e
entérica I1).

Dados similares foram encontrados por Leite (2021) onde em diferentes periodos de
armazenamento da cepa probiotica B. animalis subsp. lactis Bb-12 apresentou sobrevivéncia
semelhante nas fases gastrica e entérica I, assim caracterizou-a como uma excelente cepa com
tolerancia ao acido gastrico e a bile. De acordo com isto pode se determinar que as cepas
utilizadas possuem uma boa tolerancia a simulacdo gastrica.

Aspectos da funcionalidade p6s-probidtica devem ser melhorados, ja que houve em
média 31% de sobrevivéncia apos a fase intestinal, perdendo até 4 ciclos log e ficando com
contagens inferiores a 3 logUFC/mL, resultado ndo sendo considerado suficiente, o
recomendado é que a contagem celular seja mantida em numeros elevados para colonizar o
intestino grosso, principalmente, sendo que no minimo 6 logUFC/mL, o que significaria 80-
90% de sobrevivéncia (VINDEROLA; MOCCHIUTTI; REINHEIMER, 2000) FAO/WHO,
2002).
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Tabela 2.19 - Contagem dos microrganismos e crescimento celular durante a fermentagdo dos ensaios com maiores taxas de crescimento celular
realizados do delineamento P&B12.
Tempos de Fermentacao

Ensaios Oh 8h 12h
Cl CF* CCT = [CF* - CI] CF** CCT = [CF** - CI]
Log UFC.mL*! Log UFC.mL* Log UFC.mL* Log UFC.mL* Log UFC.mL*

2 749 + 006 A 901 =+ 043 Ga 152 + 046 ~? 890 + 042 Ba 141 + 045 A2
3 867 + 010 A" 1028 =+ 0,18 Aa 161 + 138 A2 990 + 035 ABa 123 + 103 A
7 843 + 021 AP 1006 + 044 AB2 163 + 042 A2 973 + 068 A~AB2 129 + 049 A?
9 838 + 030 AP 948 + 025 BCa 110 % 032 A% 994 =+ 0,08 Aa 156 + 0,23 A2
13 776 + 016 A° 889 =+ 0,10 ¢a 113 + 009 ~? 896 + 004 AB2 120 + 0,15 A?
14 791 + 021 AP 891 + 0,04 ¢a 100 + 004 A2 892 + 005 AB2 101 + 0,00 A2

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Col6nias; CCT- Crescimento Celular Total; Cl- Contagem Inicial; CF*- Contagem Final (8h); CF**- Contagem Final (12h); A,
B,...- Letras maiUsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2023.

Tabela 2.20 - Contagem total dos microrganismos apos realizacdo dos testes de resisténcia ao aparelho digestorio in vitro.

Fermentacdo 8h

. (2) Fase Oral (3) Fase Géstrica 1h (4) Fase Géstrica 2h (5) Fase Intestinal
Ensaio (1) Fase Inicial
Contagem Células Viaveis Contagem Células Viaveis % Contagem Células Viaveis % Contagem Células Viaveis % Contagem Células Viaveis %
Logio UFC.mL? Logio UFC.mL™! Sobrevivéncia Logio UFC.mL™! Sobrevivéncia Logo UFC.mL"? Sobrevivéncia Log;o UFC.mL"? Sobrevivéncia

2 9,01 =+ 043 Ca 6,39 + 043 Ab 71 528 + 055 Abc 59 421 + 065 Acd 47 283 £+ 0,52 A d 31
3 10,28 + 0,18 A? 6,34 + 034 AP 62 546 + 055 Abc 53 427 + 044 Acd 42 291 £ 0,35 Ad 28
7 10,06 + 044 AB2 630 + 0,551 Ab 63 530 + 048 Abc 53 434 + 051 Acd 43 292 + 0,36 A d 29
9 948 + 0,25 BCa 640 + 045 Ab 68 541 + 044 Abc 57 429 + 056 Acd 45 2,78 £ 0,31 Ad 29
13 889 =+ 0,10 Ca 6,45 + 0,51 Ab 73 533 + 049 Abc 60 428 + 057 Acd 48 3,03 £ 0,51 Ad 34
14 891 + 0,04 Ca 6,40 + 0,40 Ab 72 543 + 054 Abc 61 427 + 053 Acd 48 3,06 £ 050 Ad 34

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Coldnias. A, B,...- Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b,...- Letras minusculas diferentes nas linhas
indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Fonte: autoral, 2023.



102

Figura 2.7 - Declinio da viabilidade celular ap6s passagem dos ensaios em condi¢fes
simuladas do aparelho digestério humano
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Fases da Simulagdo do Aparelho Digestério Humano

Legenda: UFC- Unidade Formadora de Colénias; Fase Inicial (1); Fase Oral (2); Fase Gastrica 1h (3); Fase Gastrica
2h (4); Fase Intestinal (5).
Fonte: autoral, 2023.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O meio fermentativo contendo polpa e extrato hidrossolivel da améndoa do cupuacu
foi considerado bom para o cultivo da BAL L. rhamnosus e da levedura S. boulardii, ja que
uma diversidade de nutrientes presentes nesses meios contribui para o crescimento celular.
Mesmo em condicBes acidez mais alta, 0s microrganismos conseguiram se desenvolver em
todos os ensaios e produzir quantidade suficiente de células para que as bebidas fermentadas o0s
possam ser considerados probidticos, em destaque citamos 0 ensaio 7 com apenas SB (37°C;
20% EHAC), no qual apresentou 0 maior CCT com aumento de 2,81 ciclos Log UFC.mL-1
em 8h de fermentagdo, no entanto, concentracdo final de células ndo diferiu estatisticamente
nos diferentes tempos de fermentacao, sugerindo que 8 horas de fermentacéo ja sdo suficientes
para o crescimento dos microrganismos.

Ao observar os efeitos que tiverem significancia sobre os meios fermentativos foram
a temperatura e EHAC, com efeito positivo, sobre o crescimento celular total; em relacéo ao
consumo de acucares redutores, o meio fermentativo com S. boulardii apresentou melhor
desempenho; para a producdo de EPS destacamos a adi¢éo de sacarose e a farinha de arroz (este
adicionado com o intuito de melhorar a quantidade de proteina ao meio); o efeito positivo em
relacdo a temperatura também atuou na melhor performance de producéo de acido latico; além
disso 0os meios com menores quantidade de EHAC apresentaram as maiores concentracdes de
acido acético, mostrando que a utilizacdo desse extrato beneficia na diminuicdo na producao
deste acido que pode ocasionar sabores indesejaveis.

Aspectos da funcionalidade p6s-probidtica devem ser melhorados, ja que houve em
média 31% de sobrevivéncia ap0s a fase intestinal ndo é considerado suficiente, o recomendado
é que a contagem celular seja mantida em nimeros elevados para colonizar o intestino grosso
principalmente, sendo que no minimo 6 logUFC/mL, o que significaria 80-90% de
sobrevivéncia. No entanto, possivel capacidade de aderéncia ao GALT foi evidenciada, pois foi
atingindo um nivel médio de hidrofobicidade de 61,64%.

Com base nos resultados obtidos na pesquisa e na literatura disponivel, sugerimos a
realizacdo de estudos futuros para melhorar a resisténcia de probioticos as condic¢des do trato
digestorio humano. Para isso, pode ser considerada a encapsulacdo do Lactobacillus rhamnosus
e da Saccharomyces boulardii, a fim de protegé-los e garantir sua sobrevivéncia durante a
passagem pelo sistema digestério. Além disso, sugerimos a continuidade do estudo, utilizando

técnicas como o Delineamento do Composto Central Rotacional (DCCR), para aprimorar 0s
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resultados obtidos e obter informacgdes mais precisas sobre a sobrevivéncia e 0 comportamento

desses probidticos em diferentes condigdes.
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APENDICE A
Gréficos de pareto dos efeitos das variaveis independentes

Figura 2.8 - Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: CCT 8h

Curvatr. -3,72418

(2)Temp ¢ 3,371562

(4)Teor EHA (%) ¢ 2,679926
(1)LR:SB -1,19327
(T)pH 1 -,66168
(5)Teor Farinha de Arroz (%) -,249738
(6)Teor Sacarose (%) , 1562867
(3)Teor Polpa (%) 7 ,0522875
p=,1

Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022

Figura 2.9 - Gréfico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: CCT 12h

Curvatr. _ -4,17224 A
(2)Temp I 2,490943
(4)Teor EHA (%) 2,077731
(3)Teor Polpa (%) 1,000754

(1)LR:SB -,831927

(7)pH ,7966988
(6)Teor Sacarose (%) -,478502
(5)Teor Farinha de Arroz (%) ,2739626
p=,1

Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022
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Figura 2.10 - Gréfico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: AR 8h

(1)LR:SB -2,67803

Curvatr.

(6)Teor Sacarose (%) . 1,774307

-2,41299

(4)Teor EHA (%) l 1,670921
(5)Teor Farinha de Arroz (%) I 1,611536
(3)Teor Polpa (%) 1,420641
(2)Temp -1,08138
(7)pH 7251668

p=,05
Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022

Figura 2.11 - Gréfico de Pareto de Efeitos Padronizados - varidvel: AR 12h

Curvatr. 1,974677

(5)Teor Farinha de Arroz (%) 1,7592

(6)Teor Sacarose (%) 1,555622

(3)Teor Polpa (%) 1,353662

(2)Temp ¢ ,7967196

(1)LR:SB | 6151168

(4)Teor EHA (%) | ,3081314

(MpH | -112103

p=,05
Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022.



Figura 2.12 - Gréafico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel

: AT 8h

(4)Teor EHA (%) 1,387797

(6)Teor Sacarose (%) 1,177278

Curv atr. ,9515784

(1)LR:SB -, 787775
(7)pH ,6972522
(5)Teor Farinha de Arroz (%) ,4455158
(3)Teor Polpa (%) ,3759908

(2)Temp 12455343

p=1

Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022

Figura 2.13 - Gréfico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: AT 12h

Curvatr.

(5)Teor Farinha de Arroz (%
(4)Teor EHA (%) 1,396201

(7)pH 1,29817
(2)Temp ,6293413
(6)Teor Sacarose (%) ,5426617
(3)Teor Polpa (%) -,518069

(1)LR:SB 466644

3,7498

p=’1
Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022
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Figura 2.14 - Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: EPS 8h

Curvatr. | _9,28357 1
(6)Teor Sacarose (%) | 2,975783
(2)Temp ¢ 1,395807
(5)Teor Farinha de Arroz (%) r 1,027469
(4)Teor EHA (%) | -,678517
(LLR:SB | -,659131
(3)Teor Polpa (%) ,5718931
(NpH | ,0678517
p=1

Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022

Figura 2.15 - Gréafico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: EPS 12h

Curvatr. 9,405364
(5)Teor Farinha de Arroz (%) 2,869213
(2)Temp ,651971
(3)Teor Polpa (%) 108523
(4)Teor EHA (%) 355
(6)Teor Sacarose (%) ,5477588
(7)pH ,4955913
(1)LR:SB -,426035

p=1

Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2022
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Figura 2.16 - Gréafico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: Acido Latico 8h

(2)Temp 1,989233

(6)Teor Sacarose (%) -1,69348

(3)Teor Polpa (%) I -1,39973
Curvatr. I -1,39917
(1)LR:SB I 1,371185
(5)Teor Farinha de Arroz (%) 1,194398
(7)pH ,932365
(4)Teor EHA (%) 7760722

p=1
Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2023

Figura 2.17 - Gréafico de Pareto de Efeitos Padronizados - variavel: Acido Acético 8h

(1)LR:SB } -3,69856
Curvatr. 1 -3,64709
(4)Teor EHA (%) -2,12656
(3)Teor Polpa (%) -1,33794
(2)Temp | ,5087131
(7)pH | 2469528
(5)Teor Farinha de Arroz (%) -,184379
(6)Teor Sacarose (%) ,1437771
p=1

Valor absoluto dos efeitos estimados
Fonte: autoral, 2023



