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RESUMO

Introducdo: Alimentos desidratados tém sido uma alternativa para incorporacdo de micro-
organismos probioticos. A liofilizacdo € considerada um método eficaz para garantir a
estabilidade de micro-organismos probidticos durante o armazenamento. O leite desnatado
pode ser utilizado como matriz de protecdo para células microbianas, mas ndo proporciona
estabilidade durante o armazenamento. Para alcancgar a estabilidade durante o armazenamento,
algumas condi¢Ges devem ser observadas, dentre elas: temperatura de armazenamento,
umidade relativa do ambiente e presenca de oxigénio. A presenca do oxigénio € um dos fatores
que contribui com a reducédo da viabilidade, levando ao estresse oxidativo. A adi¢do de frutas
nas formulacGes a base de leite podera contribuir com o aumento da atividade antioxidante e,
consequentemente, reduzir o estresse oxidativo e aumentar a viabilidade do micro-organismo.
Entretanto, sabe-se que alguns compostos que apresentam atividade antioxidante podem
apresentar também atividade antimicrobiana, e com isso reduzir a viabilidade do micro-
organismo. Objetivo: O objetivo principal deste estudo foi avaliar o efeito da adicdo de polpa
de araticum na viabilidade de L. plantarum SBR64.7 em formulagdes a base de leite apds a
liofilizacdo e durante o armazenamento. Metodologia: Para elaboracdo das formulacdes foi
utilizado leite desnatado reconstituido (LDR) a 10% e polpa de araticum. As seguintes
formulacGes foram obtidas: (i) 100% de LDR 10% (Controle) (C); (ii) 95% LDR 10% + 5% de
polpa de araticum (F1); (iii) 90% LDR 10% + 10% de polpa de araticum (F2); (iv) 85% de LDR
10% + 15% de polpa de araticum (F3). Resultados e discussédo: A adicdo de polpa de araticum
nas formulacBes ndo afetou significativamente (p>0,05) a viabilidade de L. plantarum apos a
liofilizagdo. Com 120 dias de armazenamento a 25°C ocorreu uma reducdo significativa
(p<0,05) da viabilidade de L. plantarum (3 unidades logaritmicas) nas formula¢6es adicionadas
de polpa de araticum. Ja na formulacdo elaborada apenas com LDR 10% a reducdo da
viabilidade foi apenas de 1 unidade logaritmica. A adicdo de polpa de araticum aumentou
significativamente (p<0,05) o teor de carboidratos das formula¢bes. Ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre as formula¢Bes quanto atividade antimicrobiana contra patégenos
E. coli ATCC 25922, Salmonella ATCC 700623 e S. aureus ATCC 27726. A toleréncia de L.
plantarum foi significativamente (p<0.05) maior no tratamento com suco gastrico, seguido do
suco intestinal e sucessivo. A atividade antioxidante das formulacBes aumentou
significativamente (p<0,05) durante o armazenamento. Conclusdo: A adi¢do de polpa de
araticum ndo conferiu efeito protetor a viabilidade de L. plantarum apds a liofilizacdo, mas
também ndo ocasionou perda de viabilidade. No entanto, com 120 dias de armazenamento
observou-se que a adicdo de polpa de araticum afetou negativamente a viabilidade de L.
plantarum. Mais estudos sdo necessarios para avaliar o efeito da adi¢do da polpa de araticum
na viabilidade de L. plantarum.

Palavras-chave: Bactérias lacticas; sobrevivéncia; liofilizacdo; potencial probiético; araticum.
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ABSTRACT

Dehydrated foods have been an alternative for incorporation of probiotic microorganisms.
Freeze-drying is considered as an effective method to ensure the stability of probiotic
microorganisms during storage. Skim milk can be used as a protective matrix for microbial
cells, but it does not provide stability during storage. To achieve stability during storage, some
conditions must be observed, among them: storage temperature, relative humidity and presence
of oxygen. The presence of oxygen is one of the factors that contributes to the reduction of
viability, leading to oxidative stress. The addition of fruits in milk-based formulations may
contribute to the increase of antioxidant activity and, consequently, reduce oxidative stress and
increase the viability of the microorganism. However, it is known that some compounds that
have antioxidant activity may also have antimicrobial activity, and thus reduce the viability of
the microorganism. Objective: The main objective of this study was to evaluate the effect of
the addition of araticum pulp on the viability of L. plantarum SBR64.7 in milk-based
formulations after lyophilization and during storage. Methodology: Skim milk was used to
prepare the formulations, 10% reconstituted skimmed milk (LDR) and araticum pulp were used.
The following formulations were obtained: (i) 100% LDR 10% (Control) (C); (ii) 95% LDR
10% + 5% araticum pulp (F1); (iii) 90% LDR 10% + 10% araticum pulp (F2); (iv) 85% LDR
10% + 15% araticum pulp (F3). Results and discussion: The addition of araticum pulp in the
formulations did not significantly affect (p>0.05) the viability of L. plantarum after
lyophilization. After 120 days of storage at 25°C, there was a significant reduction (p<0.05) in
the viability of L. plantarum (3 logarithmic units) in the formulations added with araticum pulp.
In the formulation prepared only with LDR 10%, the reduction in viability was only 1
logarithmic unit. The addition of araticum pulp significantly increased (p<0.05) the
carbohydrate content of the formulations. There was no significant difference (p>0.05) between
the formulations regarding antimicrobial activity against pathogens E. coli ATCC 25922,
Salmonella ATCC 700623 and S. aureus ATCC 27726. Tolerance of L. plantarum was
significantly (p<0.05) higher in gastric juice treatment, followed by intestinal juice and
successive. The antioxidant activity of the formulations increased significantly (p<0.05) during
storage. Conclusion: The addition of araticum pulp did not confer a protective effect on the
viability of L. plantarum after lyophilization, but also did not cause loss of viability. However,
at 120 days of storage it was observed that the addition of araticum pulp negatively affected the
viability of L. plantarum. Further studies are needed to evaluate the effect of the addition of
araticum pulp on the viability of L. plantarum.

Keywords: Lactic acid bacteria; survival; freeze-drying; probiotic potential; araticum.
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1. INTRODUCAO

E crescente o nimero de pessoas que tem buscado um estilo de vida natural e saudavel,
sendo cada vez maior o interesse dos consumidores em relacdo aos beneficios dos alimentos
funcionais (CONGO et al., 2020). Alimentos funcionais sdo descritos como alimentos naturais
ou processados que contém compostos biologicamente ativos (ALONGI et al., 2021).

Dentre os alimentos funcionais, encontram-se 0s probioticos que s&o micro-organismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, proporcionam beneficios a saude
do hospedeiro (FAO/OMS, 2001). No entanto, € essencial assegurar a determinacéo precisa da
viabilidade dos probidticos, a fim de garantir que o produto probiético mantém as bactérias
viaveis nos alimentos, em quantidade suficiente até que atinjam o intestino e sejam capazes de
exercer seus efeitos benéficos (FOGLIA et al., 2020).

Para preservar a viabilidade e a funcionalidade dos probioticos a longo prazo, a industria
biotecnoldgica utiliza processos de secagem que envolve a transi¢do de micro-organismos de
um meio liquido para um meio solido (LANCONELLI et al., 2015). Esse processo denomina-
se liofilizacdo, que é, reconhecidamente, o0 melhor método de desidratacdo de alimentos
(NOWAK et al., 2020). Divide-se principalmente em 3 etapas: congelamento, sublimacéo e
dessor¢do, em que o gelo e as moléculas de agua ligadas sdo removidos atraves dos processos
de sublimacéo e dessorcao, respectivamente (VELLY et al., 2015; CUIl et al., 2018).

Embora a liofilizacdo seja 0 método mais recomendado para a conservagdo de culturas
bacterianas em laboratério, a perda da viabilidade tem sido constatada durante o periodo de
armazenamento (NOWAK et al., 2020). O nivel de viabilidade celular apos liofilizacdo deve-
se a eficacia dos agentes protetores utilizados durante o processo de congelamento
(crioprotetores) e secagem (lioprotetores) (MORGAN et al., 2006).

Dentre os agentes protetores, tem-se o leite desnatado, que é um crioprotetor complexo,
composto por proteinas, minerais, gorduras e agticares essenciais & saide humana (MARIA et
al., 2021; CHALUPA-KREBZDAK et al., 2018). E um importante meio de secagem, que atua
diminuindo o dano celular devido a baixas temperaturas, estabilizando constituintes da
membrana celular ap6s o congelamento e durante a liofilizagdo, além de fornecer um maior
rendimento ao produto liofilizado (CARVALHO et al., 2004).

Varios estudos tém demonstrado que a suplementacédo do leite com outras substancias
protetoras (aminoacidos, acucar, fibras dietéticas, fruto-oligossacarideos etc.) acentua a
sobrevivéncia de bactérias lacticas probidticas durante o armazenamento (BASHOLLI-
SALIHU et al.,, 2014; ROMYASAMIT et al., 2021; OLUWATOYIN et al., 2022).

Considerando que as frutas séo fontes de agUcares simples e de carboidratos ndo-digeriveis (por


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#7
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exemplo, fibras e fruto-oligossacarideos), a utilizagdo de frutas associado ao leite podera
acentuar a sobrevivéncia de probi6ticos durante o armazenamento.

O araticum (Annona crassiflora. Mart) é uma fruta tipica do cerrado brasileiro, rica em
nutrientes e fitoquimicos com atividade antioxidante, como carotenoides, compostos fenolicos,
tocoferdis, flavonoides, vitaminas, minerais e 6leos essenciais (ARRUDA et al., 2019). A
maioria desses compostos bioativos apresentam propriedades antioxidantes. Pensando no
processo de liofilizacdo, tais compostos poderiam proteger a membrana das células bacterianas
do dano oxidativo comumente associado com processos de desidratacdo (BROECKX et al.,
2016). No entanto, sabe-se que muitos compostos bioativos, com propriedades antioxidantes,
podem apresentar acdo antimicrobiana e com isso comprometer a viabilidade de bactérias
probidticas (ARRUDA et al., 2019; SUCClI et al., 2017).

Lactobacillus plantarum SBR64.7-UnB, é um potencial probiotico, que foi isolado de
silagem de capim Brachiaria (Leandro et al., 2021). No entanto, é importante que 0s potenciais
probioticos sejam caracterizados quanto ao potencial tecnolégico, antes da realizacdo de
estudos in vivo com animais ou humanos. Visto que, se a estirpe apresenta baixa resisténcia a
processos tecnologicos utilizados na producdo de alimentos probidticos, tal caracteristica
inviabilizara a realizacdo dos estudos in vivo. A espécie L. plantarum é considerada tolerante
a varias condicdes de estresse. Assim, a nossa hipdtese € que a estirpe L. plantarum SBR64.7
apresente uma tolerancia intrinseca ao processo de liofilizacdo e que a adicdo de polpa de
araticum podera acentuar a viabilidade apos a liofilizacdo e proporcionar maior estabilidade

durante o armazenamento a temperatura ambiente.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
e Avaliar o efeito da adicdo de polpa de araticum na viabilidade de Lactobacillus
plantarum SBR64.7 em formulacdes a base de leite ap6s a liofilizagdo e durante o

armazenamento.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar a composicéo centesimal das formulacdes elaboradas com leite e diferentes
percentuais de polpa de araticum;

Analisar a sobrevivéncia de L. plantarum em diferentes formulacGes de leite com
araticum liofilizadas durante o armazenamento e quando submetidas as condigdes
gastrointestinais in vitro;

Avaliar a atividade antimicrobiana das formulagdes de leite com araticum liofilizadas;

Determinar a atividade antioxidante das formulacbes apos a liofilizacdo e durante o

armazenamento.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alimentos funcionais

Atualmente, um numero crescente de pessoas tem buscado um estilo de vida natural e
saudavel, sendo cada vez maior o interesse dos consumidores em relagdo aos beneficios dos
alimentos funcionais, bem como a percepcdo do impacto desses alimentos na saude desses
individuos (CONGO et al., 2020).

O conceito de alimento mudou e a nutricdo ndo é vista mais, como somente um meio de
sustentar a vida, fornecer energia ou promover o crescimento, mas também prevenir doencas e
melhorar a saude fisica e mental (YE et al., 2018). Nesse sentido, os alimentos funcionais tém
atraido cada vez mais atencdo dos consumidores por estar associada a reducéo do colesterol,
pressdo arterial, controle de peso, melhora do metabolismo, prevencdo do envelhecimento,
tratamento do céncer, controle do diabetes, prevencdo do dano oxidativo e doencas
cardiovasculares (ALONGI, et al., 2021).

O termo alimentos funcional e nutracéuticos ndo € tdo claro para a maioria dos
consumidores. Segundo Maurya (2021), os nutracéuticos € um termo amplo, que pode ser
compreendido como produtos alimentares que, apdés o consumo, fornecem beneficios
nutricionais e de saude, sdo considerados seguros, e geralmente ndo apresentam efeitos
colaterais e ndo sdo toxicos para 0 consumo humano. J& os alimentos funcionais sdo uma
categoria dos nutracéuticos descritos como alimentos naturais ou processados que contém
compostos biologicamente ativos (ALONGI et al., 2021). Podem ser classificados como
alimentos processados, submetidos a diversos tipos de processamento, a fim de manter o valor
nutricional e aumentar a vida Gtil dos produtos. Sao identificados como alimentos funcionais:
alimentos que contém minerais especificos, vitaminas, acidos graxos insaturados, fibra
dietética, alimentos com adicdo de substancias bioativas como fitoquimicos ou outros
antioxidantes, prebioticos e probiéticos (MAURYA et al., 2021).

O termo alimento funcional foi usado pela primeira vez no Japdo no ano de 1980, mas
sua definicdo é frequentemente incompreendida. (YE et al., 2018). A legislagdo de alimentos
funcionais ndo segue controle rigido, variando em diferentes paises quanto a definig&o,
concentracgéo, indicacéo e fonte de ingredientes (MAURYA et al., 2021).

Para um alimento ser considerado funcional, este deve ser validado em ensaios de
intervengdo para cumprir os regulamentos em cada pais como, por exemplo, a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil, a Autoridade Europeia para a Segurancga
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dos Alimentos (EFSA) na Unido Europeia e a Food and Drug Administration (FDA) nos
Estados Unidos (BROWN et al., 2015; CASSIDY et al., 2018; MAK et al., 2018).

No Brasil, a legislagdo nao define “alimentos funcionais”. O regulamento técnico RDC
n° 18, de 30/04/1999, estabelece diretrizes basicas para analise e comprovacdo de alimentos
com alegacéo de propriedades funcionais e/ou alegacao de propriedade de salde.

O documento especifica que alegacdo de propriedade funcional é aquela relativa ao
papel metabolico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencdo e outras fungbes normais do organismo humano. E que a
alegacdo de propriedade de saude é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relacdo
entre o alimento ou ingrediente com doenca ou condicéo relacionada a satde (BRASIL, 1999).

O mercado de alimentos funcionais nos Estados Unidos, Japdo e Unido Europeia é
considerado um mercado lucrativo (PUTNIK et al., 2020). A participacdo no mercado global
de alimentos funcionais vem crescendo exponencialmente. O mercado global de alimentos
funcionais crescera de US$ 203,64 bilhdes em 2022 para US$ 229,7 bilhGes em 2023 a uma
taxa composta de crescimento anual (CAGR) de 12,8% (REPORT, 2023).

Dentre os alimentos funcionais, maior atencdo tem sido com a categoria de alimentos
probidticos. O tamanho do mercado global de probi6ticos foi estimado em US$ 54,77 bilhdes
em 2020 e deve aumentar para US$ 95,25 bilhdes até 2028. Além disso, projeta-se que 0s
produtos probidticos secos sejam uma area-chave na segmentacdo do mercado, gerando
milhGes de ddlares em receita nos Estados Unidos entre 2017 e 2028 (SORNSENEE et al.,
2022).

Segundo Hilachuk et al. (2020), a tendéncia crescente no mercado interno de probioticos
pode ser comprovada com o aumento do registro de patentes no segmento de alimentos
funcionais frente ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI), no periodo de 2008 a
2020, sendo a maioria dos pedidos de patentes oriundo de probioticos (35,3%). Em contraste
com outros paises, as inovagbes no mercado de probioticos no Brasil estdo surgindo
principalmente de universidades, por meio de parcerias universidade-indlstria e redes
colaborativas orientadas a pesquisa, as quais figuram como uma forma viavel de fomentar a

alta capacidade de inovacao na industria de alimentos do pais.

2.2 Bactérias laticas e probioticos
Bactérias lacticas (BAL) compreendem uma ampla gama de géneros, incluindo um

namero consideravel de espécies. As BAL apresentam morfologia em cocos ou bacilos, ndo
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apresentam capacidade de esporulagcdo, sdo gram-positivas, usualmente catalase-negativas,
crescem em condigdes microaerofilicas a estritamente anaerdbias (KLEIN et al., 1998).

Os géneros de maior importancia para industria de alimentos sdo: Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, Weisella, Carnobacterium,
Oenococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Vagococcus, Pediococcus e Bifidobacterium,
sendo o Lactobacillus, o género mais importante dentro do grupo das BAL (SZUTOWSKA et
al., 2021).

O género Lactobacillus foi recentemente reclassificado por cientistas em 25 géneros.
Lactobacillus e Paralactobacillus e mais 23 novos géneros. Os vinte e trés (23) novos géneros
incluem: Amylolactobacillus, Acetilactobacil, Agrilactobacilo, Apilactobacilo,
Bombilactobacilo, Companilactobacilo, Dellaglioa, Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus,
Holzapfelia, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus, Latilactobacillus,
Lentilactobacillus, Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus,
Liquorilactobacillus, Loigolactobacillus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus e
Secundilactobacillus (ZHENG et al., 2020).

Espécies pertencentes a esses géneros sdo reconhecidas como “Geralmente
Considerados Seguros” (GRAS) de acordo com a Food and Drug Administration (FDA/EUA),
devido a sua longa historia de uso seguro em alimentos fermentados e sua presenca na
microbiota intestinal e urogenital normal de humanos (FDA, 2018).

As BAL sdo quimio-organotroficas e fermentam carboidratos em acido latico como
produto final, sendo classificadas como homofermentativas obrigatorias, as quais produzem
principalmente acido latico (cerca de 90%) ou heterofermentativas, que produzem varios
metabolitos, incluindo &cido latico, acido acético, etanol e didxido de carbono. Algumas
espécies sdo bactérias heterofermentativas facultativas, capazes de realizar ambas as vias de
fermentacdo (SZUTOWSKA et al., 2021).

As BAL sdo exigentes em termos de requisitos nutricionais para crescimento e
desempenho (FDA, 2020). A maioria das BAL obtém energia somente a partir do metabolismo
de acgucares, estando normalmente restritas a habitats onde haja presenca desse nutriente.
Devido as suas complexas necessidades nutricionais para o crescimento, as BAL ocorrem mais
frequentemente em ambientes ricos em carboidratos, aminoacidos, vitaminas ou &cidos graxos.
Além disso, possuem um conjunto Gnico de enzimas que permite metabolizar varios compostos
encontrados em matrizes vegetais. Isso pode implicar aumento ou diminuicdo da
biodisponibilidade de compostos bioativos, atividade antioxidante e conteudo de compostos
fenolicos ou vitaminas (KURT et al., 2019).
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Os lactobacilos séo nativos de muitos habitats diferentes, como plantas, silagem, carne,
leite e solo. Eles também podem ser encontrados em abundancia na cavidade oral, trato
intestinal e urogenital humano (FDA, 2020).

De acordo com Kotharia et al. (2019), os probidticos abrangem tanto bactérias
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Propionibacterium, Bifidobacterium,
Bacillus, alguns Streptococcus, Enterococcus, Escherichia coli) quanto leveduras
(Saccharomyces). Os sete principais géneros de micro-organismos mais empregados em
alimentos probidticos sdo Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Streptococcus,
Enterococcus, Escherichia e Bacillus (CHAUDHARY et al., 2023).

Probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, proporcionam beneficios a saude do hospedeiro (FAO/OMS, 2001). Para alcancar
0s beneficios a saude é recomendada a ingestdo didria do produto probidtico contendo entre
108 a 10® UFC / g produto (SERTOVIC et al.,2019). A fim de exercer a atividade probidtica,
0S micro-organismos vivos devem estar presentes em quantidade adequada, resistir as
condicdes adversas da digestdo e atingir o intestino em quantidade suficiente para se
desenvolver e promover efetivamente os beneficios ao hospedeiro (RIBEIRO et al., 2020;
SAVEDBOWORN et al., 2020).

Os probidticos sdo utilizados para melhorar o equilibrio micro ecoldgico em varias
partes do organismo, particularmente no TGl (WANG et al., 2022). Normalmente, a microbiota
intestinal humana contém 10 -10'* micro-organismos, tornando um dos ecossistemas mais
complexos da natureza. Anteriormente, acreditava-se que 0s micro-organismos intestinais eram
dez vezes o numero de células encontradas em humanos, no entanto pesquisas recentes
mostraram que 0 nimero de micro-organismos e de células humanas é igual (CHAUDHARY
et al., 2023).

Devido as suas excelentes propriedades e valor clinico, os probioticos sdo atualmente
administrados como suplementos dietéticos e como ingredientes alimentares (FDA, 2020). Os
beneficios advindos do consumo de probidticos dependem da viabilidade da estirpe durante a
producdo, armazenamento e consumo, das propriedades especificas de cada estirpe, da
composi¢do quimica da matriz do alimento, das condi¢6es e tempo de estocagem, dentre outros
fatores (SADY et al., 2017).

Os probioticos conferem efeitos benéficos a satde por meio de diferentes mecanismos
que envolvem uma ampla gama de compostos bioativos. Os mecanismos de acgdo dos
probioticos incluem inibicdo competitiva da multiplicacdo de bactérias patogénicas pela

alteracdo do pH e reducdo da disponibilidade de oxigénio, levando a condigdes intestinais
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menos favoraveis. Inibicdo ndo competitiva pela producdo de bacteriocinas, sintese de
micronutrientes essenciais como vitaminas, aminoacidos e enzimas, aumento da
biodisponibilidade de nutrientes dietéticos, estimulo do sistema imunologico do hospedeiro e
aumento da atividade metabdlica dos carboidratos (KHANEGHAH et al., 2020).

Tais mecanismos sdo importantes durante a associa¢do simbidtica de probiéticos com a
microbiota intestinal e seu hospedeiro. Tal associagdo, dependendo da estirpe de micro-
organismo probidtico, podera proporcionar alguns beneficios, tais como: prevencao de doencas
como gastroenterites, diarreia associada ao uso de antibidtico, doenca inflamatoria intestinal,
doenca celiaca, reducdo dos sintomas associados a intolerancia a lactose e outros beneficios
(STAVROPOULOU & BEZIRTZOGLOU, 2020).

2.3. Legislacao brasileira sobre a comprovacgado de seguranca e beneficios a satde
pelo uso de probidticos

No Brasil, a RDC n° 241, de 26/07/2018, dispde que o uso de probioéticos em alimentos
requer: comprovacdo de seguranca e beneficios a salde; caracterizacdo e identificacdo
inequivoca da linhagem do micro-organismo, por meio da apresentacdo de documentos técnicos
ou estudos cientificos que: (i) identifiquem a espécie, de acordo com a nomenclatura binomial
mais atual; (ii) identifiguem e caracterizem a linhagem, por meio de métodos genotipicos e
fenotipicos; (iii) especifiquem a origem da linhagem; (iv) comprovem o deposito da linhagem
em uma colecdo de cultura internacionalmente reconhecida.

A comprovacdo da seguranca deve ser realizada por meio de documentos técnico ou
estudos cientificos que demonstrem: (i) historico de uso seguro; (ii) auséncia de registros de
eventos adversos relevantes, obtidos a partir de estudos clinicos ou vigilancia pds-uso; (iii)
auséncia de fatores de viruléncia e patogenicidade relevantes para a saude humana; (iv)
auséncia de producdo de substancias ou metabdlitos que representem risco a satde humana; (v)
auséncia de resisténcia potencialmente transferivel a antibioticos relevantes para a satde e (vi)
susceptibilidade a, pelo menos, dois antibioticos.

Além disso, quando os probioticos ndo forem isolados de alimentos ou da microbiota
indigena humana e ndo tiverem sua seguranca estabelecida em nivel de género ou espécie, a
seguranca deve ser comprovada por meio dos seguintes estudos: (i) genotoxicidade e
mutagenicidade; (ii) toxicidade aguda, subcrdnica e a longo prazo; (iii) toxicidade reprodutiva
e no desenvolvimento, quando a linhagem for destinada a criangcas menores de trés anos e

gestantes.
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Segundo a resolucdo, o beneficio alegado pode ter carater geral ou especifico, levando
em consideracdo a totalidade e o nivel das evidéncias disponiveis. A comprovacao do beneficio
para probioticos requer demonstracdo da sobrevivéncia as condigdes do trato digestorio humano
e evidéncia de efeito em humanos obtida por meio de estudos clinicos robustos (BRASIL,
2018).

As Instrugdes Normativas, por sua vez (IN n° 76, de 05/11/20 e IN n° 102, de 15/10/21)
estabelecem limites minimos de probidticos e acrescenta e/ou altera os limites minimos, que
devem ser fornecidos em suplementos alimentares. Além disso, nessa Instru¢cdo Normativa é

apresentada a lista de probidticos autorizados no Brasil.

2.4. L. plantarum como probiotico

Dentre o consideravel numero de espécies, tem-se o L. plantarum que é uma bactéria
latica versétil, gram-positiva, descoberta originalmente na saliva e presente em uma grande
variedade de nichos ecolégicos (CARPI et al., 2021).

L. plantarum é um lactobacilo heterofermentativo facultativo, que a depender da fonte
de carbono, podem mudar de formas de metabolismo heterofermentativas e homofermentativas.
Fermenta hexose e pentose para produzir &cidos organicos, como acido acético, acido succinico,
acido latico, etanol ou dioxido de carbono, como principais metabdlitos sob condicdes
especificas e substratos seletivos (LIU et al., 2018; ABDELAZEZ et al., 2018).

Possui 0 maior genoma conhecido entre as BAL (~3,3 Mb). E uma espécie que pode
ser isolada em diferentes fontes, de facil cultivo em laboratério, tornando-o altamente
interessante para pesquisadores na inddstria de alimentos. O habitat natural do L. plantarum foi
amplamente distribuido, especialmente em produtos vegetais e animais fermentados, podendo
também ser isolado em produtos lacteos fermentados, pdes e outros produtos alimenticios
fermentados como kimchi, chucrute, picles ou azeitonas (SZUTOWSKA et al., 2021; FDA,
2020).

Essa notavel adaptacdo do L. plantarum a diferentes nichos ecoldgicos reflete sua
capacidade de fermentar uma ampla gama de carboidratos, incluindo monossacarideos,
dissacarideos e polissacarideos. Produz catalases, peroxidases e redutases para lidar com o
estresse oxidativo, bem como uma concentracéo intracelular de ions de manganés [Mn?*] para
eliminar radicais de oxigénio. Possui também, atividade tanase e s&o capazes de metabolizar
acidos fendlicos (ABDELAZEZ et al., 2018).

Mudancas taxondmicas recentes no género Lactobacillus, ocasionou a modifica¢do na

nomenclatura do microrganismo de Lactobacillus plantarum para Lactiplantibacillus
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plantarum (ZHENG et al., 2020). Lactiplantibacillus plantarum é listada com status
“geralmente reconhecido como seguro (GRAS) e tem uma Presunc¢do de Seguranca Qualificada
(QPS), pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos — EFSA (ECHEGERAY et
al., 2022; FDA, 2020).

Segundo a FDA, (2020) a estirpe L. plantarum DSM 33452 ndo contém nenhum gene
de resisténcia a antibidticos e é considerado seguro para uso na fabricacdo de alimentos,
probidticos e suplementos dietéticos para consumo humano.

Embora, tradicionalmente, seja usada para fermentacao de laticinios, carnes e vegetais,
vem ganhando importancia crescente como probidtico (LIU et al., 2018). Estirpes de L.
plantarum podem ser caracterizadas por inUmeras propriedades probidticas, como reducdo da
atividade do colesterol, prevencdo da diarreia ou controle de disturbios gastrointestinais
(SZUTOWSKA et al., 2021), tolerancia ao TGI, capacidade de adesdo a mucosa intestinal,
propriedades antioxidantes e antibacterianas (ECHEGERAY et al., 2022).

Além disso, estudos recentes demonstraram que L. plantarum possui propriedades
clinicas benéficas, melhorando a disbiose, presente em diversas condi¢es de obesidade,
disfuncéo cognitiva e depressao (WANG et al., 2022).

Leandro et al. (2020) isolou a estirpe Lactobacillus plantarum de silagem de capim
Brachiaria. Varios testes in vitro foram realizados para caracterizar o seu potencial probiotico,
e os resultados obtidos foram bastante promissores em relagdo ao potencial probidtico. No

entanto, ainda ndo foi avaliado o potencial tecnoldgico desta estirpe.

2.5 Liofilizac&@o de bactérias lacticas probioticas

2.5.1 Processo de liofilizacéo

A liofilizacdo inclui trés etapas importantes: congelamento, secagem primaria e
secagem secundaria (WANG et al.,2022). A liofilizacdo é a combinacdo de dois processos
igualmente importantes: (1) congelamento, em que a maior parte do solvente, até 95%, €
convertida em um sélido congelado; e (2) secagem, em que quase todo o solvente — congelado
e descongelado — é removido da formulacdo. O processo de secagem consiste em 2 etapas: (1)
sublimacdo ou secagem primaria e (2) dessor¢cdo ou secagem secundaria (ASSEGEHEGN et
al., 2019).

O congelamento é a primeira operagdo antes da liofilizacio. E uma etapa critica porque
o0 alimento ou micro-organismo pode sofrer danos e, a depender do grau do dano gerado no

alimento, podera impactar todo o processo da liofilizacdo. Nesta etapa, a maior parte da agua é
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convertida em sdlido, formando uma rede de cristais de gelo, caracterizada por tamanho,
morfologia e distribuicdo do cristal de gelo, a qual influencia varios pardmetros criticos como:
resisténcia do produto seco, taxa de secagem primaria, taxa de secagem secundaria, extensao
da cristalinidade do produto, area de superficie especifica e reconstituicdo do produto seco
(BELLALLI et al., 2020).

O processo de congelamento se divide em 3 estagios: (1) estagio de resfriamento, em
que a formulacdo liquida € resfriada da temperatura inicial até a temperatura do ponto de
congelamento; (2) fase de estagio de mudanca, em que a formacéo do primeiro nacleo de gelo
e o crescimento do cristal de gelo estd ocorrendo e (3) estagio de solidificacdo em que todos 0s
cristais de gelo ja estdo formados (ASSEGEHEGN et al., 2019).

A &gua disponivel nos produtos pode estar sob a forma livre ou ligada a matriz por varias
forcas. A agua livre congela, mas a 4gua ligada ndo congela. E importante que toda agua livre
e alguma agua ligada seja removida, o que torna a liofilizacdo um processo altamente complexo
(NOWAK et al., 2020).

Durante a fase de resfriamento, a temperatura da formulacdo diminui, formando o
primeiro nacleo de gelo, num processo denominado nucleacdo primaria, que ocorre a
temperatura de nucleacdo. A formacao de cristais de gelo € um processo exotérmico, em que 0
calor emitido deve ser removido, para que 0 processo possa continuar. A quantidade de calor
absorvida durante nucleagdo secundéria determina o nimero total de cristais de gelo formado.
Um maior grau de super-resfriamento leva a uma maior quantidade de agua para cristalizar
durante a nucleacao secundaria. Uma taxa mais rapida de congelamento leva a diversos locais
de nucleacdo secundaria, produzindo muitos pequenos cristais de gelo. Em contraste, quanto
menor for a quantidade de &gua para ser cristalizada durante a nucleacdo secundaria, menores
serdo os cristais de gelo formados (ASSEGEHEGN et al., 2019).

Durante a solidificacdo, os cristais de gelo crescem, reduzem a disponibilidade de agua
liguida e aumentam a concentracao de soluto na formulacgdo, que é referida como concentracdo
por congelamento. Ao continuar o resfriamento, a concentracdo de soluto aumenta para uma
concentragdo critica, acima da qual a solu¢do concentrada sofre congelamento eutético ou
vitrificacdo (ASSEGEHEGN et al., 2019).

A secagem primaria é a etapa da liofilizacdo em que ocorre o processo de sublimacao
do gelo em vapor de agua, na maioria das vezes a pressao reduzida. Durante a sublimagéo, a
guantidade de calor fornecida deve corresponder a quantidade de calor necessaria para a

sublimacdo do gelo. O processo de sublimag&o ocorre a partir da superficie do produto durante
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a reducéo da pressao no liofilizador. A pressédo na camara do liofilizador deve estar abaixo de
610 Pa (pressdo do ponto triplo aproximada da agua) (MORGAN et al., 2006).

A secagem secundaria ou dessorcdo € a remocdo da agua ligada que esté retida dentro
da matriz e ocorre ap6s toda a agua livre congelada ter sido sublimada. A &gua ligada pode
levar maior tempo para ser removida. O ponto final da secagem secundaria é geralmente
determinado pela analise da umidade residual remanescente no interior do produto liofilizado
(MORGAN et al., 2006).

Segundo Nowak et al. (2020), a secagem secundéaria ou dessorcao ocorre sob pressao
reduzida, com o aquecimento simultaneo do produto até alcancar o teor de &gua determinado
individualmente para cada matéria-prima. Nesta fase, a taxa de secagem é significativamente
reduzida em comparagdo ao processo de sublimacdo. A duracdo da secagem secundaria pode
demandar maior tempo, caso o teor de umidade do produto final seja baixo. Presume-se que o
teor de matéria seca de equilibrio final deve ser superior a 95%. A taxa de dessorcdo é
fortemente dependente da temperatura. A temperatura de aquecimento deve ser inferior a
temperatura maxima permitida para o material, devido a possibilidade de degradacéo térmica e
transicdo para o estado de encolhimento. A temperatura maxima permitida para produtos
alimenticios (frutas e vegetais) varia entre 60-70°C, devendo estar sempre abaixo da
temperatura de transicéo vitrea.

Temperatura de transicdo vitrea (Tg) é definida como a temperatura em que o material
na fase amorfa se transforma do estado vitreo (duro) para o estado de borracha (elastico). Essa
temperatura é afetada pelo conteddo de umidade, peso molecular e estrutura quimica do
material. Tg deve ser 10° a 20° C maior que a temperatura de armazenamento do produto
liofilizado (MISRA et al., 2021).

2.5.2 Fatores que afetam a viabilidade das bactérias lacticas probioticas durante a
liofilizacéo

Embora a liofilizacdo seja 0 método mais recomendado para a conservacao de culturas
bacterianas em laboratério, a perda da viabilidade tem sido constatada durante o periodo de
armazenamento. A etapa de congelamento é apontada como a principal causa da perda da
viabilidade de culturas submetidas a liofilizagdo. O processo de congelamento e a taxa de
congelamento podem ser prejudiciais a viabilidade de uma célula bacteriana apos secagem. O
nivel de viabilidade celular apoés liofilizacdo € atribuido a fatores importantes como: o tipo de
micro-organismo e a eficicia dos agentes protetores utilizadas, durante o processo de

congelamento e secagem na liofilizacdo (MORGAN et al., 2006).
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Os danos causados em sistemas bioldgicos por processos de secagem sdo atribuidos a
desnaturacdo de componentes do DNA e RNA, mudanga no estado fisico e na estrutura de
proteinas da membrana lipoproteica (GUERGOLETTO, 2012).

O efeito adverso do oxigénio é atribuido a danos a parede celular, membrana celular e
DNA da bactéria, bem como oxidacdo dos lipidios da membrana durante a secagem e
armazenamento, os quais podem causar perdas de viabilidade (KURTMANN et al., 2009). A
perda de viabilidade durante o armazenamento esta sujeita a um fendmeno de auto oxidacao,
que encontra sua origem pelo efeito combinado de temperatura e oxidacdo de constituintes dos
acidos graxos insaturados, presentes na membrana celular, que ao serem oxidados criam
radicais livres, os quais sdo substancias toxicas que levam a ruptura da membrana e, portanto,
a morte celular no futuro (COULIBALY et al., 2009).

Esses danos sdo causados pela oxidacdo lipidica, que favorece o aumento da propor¢éao
entre os acidos graxos saturados, provocando um aumento da temperatura de transicdo, com
consequente reducdo da fluidez da membrana até uma determinada temperatura e a um aumento
do vazamento da enzima intracelular lactato desidrogenase (LDH), o qual tem sido
correlacionado com a sobrevivéncia apds a secagem. Além disso, sabe-se que a consequéncia
de um grande nimero de oxidacgdes bioldgicas resulta na formacéo de radicais livres e que estes
podem reduzir a hidrofobicidade dos &cidos graxos, devido a introducdo de grupos hidrofilicos
e, assim, enfraquecer a interacdo hidrofébica com as proteinas da membrana, que podem ser
essenciais para sua atividade (HANSEN et al., 2015; GUERGOLETTO, 2012).

A oxidacdo da membrana lipidica é tida como uma causa de perda de viabilidade durante
a liofilizacdo. Os &cidos graxos insaturados sdo propensos a oxidagdo, o que pode alterar as
propriedades fisicas e quimicas da membrana e, assim, diminuir a viabilidade bacteriana.
Bactérias com PUFA na membrana lipidica sdo mais sensiveis ao oxigénio e sofrem maior
perda de viabilidade do que as bactérias com apenas acidos graxos monoinsaturados e saturados
(HANSEN et al., 2015).

No processo de liofilizacdo, fosfolipidios da membrana podem sofrer transicao de fase
liquida-cristalina para uma fase de gel. Apos a reidratagdo, os lipidios retornam a fase liquida
cristalina, mas ndo simultaneamente. A coexisténcia de ambas as fases pode causar a separagao
da fase lipidica lateral, levando a vazamento do espaco intracelular (HANSEN et al., 2015).

A espécie L. plantarum é caracterizada por ter baixo grau de perda de viabilidade
durante a secagem, dando origem a uma pequena quantidade de vazamento de LDH. Estirpes
distintas da mesma espécie podem diferir seu comportamento durante a secagem e

armazenamento, devido a diferencas na constituicdo genética que podem levar a diferencas nos
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fendtipos de variadas estirpes, diferencas na parede celular e composicdo da membrana,
apresentando pontos de fusdo diferentes nos fosfolipidios, os quais podem causar diferencas
entre as estirpes. (HANSEN et al., 2015; CARVALHO et al., 2004).

Diversos fatores séo responsaveis por reduzirem a viabilidade dos probidticos, incluindo
fatores intrinsecos como: acidez da matriz vegetal, nivel de oxigénio nos produtos, presenca de
outras bactérias lacticas, atividade de &gua, presenca de sal, acucar, aromatizantes e corantes
artificiais. Além de parametros inerentes ao processamento como condic¢des de temperatura e
armazenamento, composicdo do material de embalagem associado a parametros
microbioldgicos, como tipo de estirpe, taxa e propor¢do de inoculacdo relativa ao probidtico
(RAVINDRAN, 2020).

No entanto, pretende-se com a utilizacdo do araticum, o qual é fonte de compostos
bioativos, com atividade antioxidante, combater o processo oxidativo atuando como eliminador
de radicais livres, inibidor de peroxidacao lipidica e quelante de metais, sendo um possivel
agente de protecédo da estirpe L.plantarum SBR 64 -7 (MARNPNAE et al., 2022).

Segundo Jouki et al (2021), a formacdo de cristais de gelo, danos a membrana, alta
osmolaridade, desnaturacdo de macromoléculas nas células e remocao da dgua sdo as razdes
mais importantes para a perda da viabilidade do probiotico. Portanto, a adi¢do de protetores
pode aumentar a estabilidade e sobrevivéncia de bactérias probidticas.

No estudo de Wang et al. (2019), observou-se a combinacéo de crioprotetores (12,59 /
L de trealose, 12,5 g/ L de sacarose, 37,5 g/ L de glicerol e 25,0 g / L de leite desnatado), sendo
essa combinacdo considerada o crioprotetor ideal para L. plantarum, obtendo taxa de
sobrevivéncia de 92,8% para L. plantarum e 91,2% para L. casei, apds o congelamento.

Araujo et al. (2020), estudou o potencial das frutas acerola, caju e goiaba em frear o
estresse sofrido pelos micro-organismos durante a liofilizacdo, por meio de matrizes simples e
complexas encontradas em coprodutos de frutas tropicais, como fibras alimentares com
propriedades prebidticas (fruto-oligossacarideos, inulina e rafinose) e constatou que houve
protecdo das culturas bacterianas (Lactobacillus paracasei L-10, Lactobacillus casei L-26 e
Lactobacillus acidophilus LA-05), contra os efeitos danosos da desidratacdo na membrana
celular. No entanto, esses efeitos protetores mostraram nédo ser dependentes apenas das
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos protetores, mas também da sensibilidade
intrinseca das estirpes estudadas.

O processo de liofilizacdo necessita de controle da taxa de congelamento, nivel de
temperatura, pressao total do gas, bem como do teor médio de umidade necessarios, para que

seja obtido um produto liofilizado com qualidade adequada (NOWAK et al., 2020).
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Apesar das inumeras vantagens microbioldgicas e da alta qualidade dos produtos em
relacdo a outros métodos, a liofilizacdo € sempre considerada um processo de desidratacéo lento
e mais caro, além de ser visto como menos favoravel a producéo de grandes massas de células
secas (GUERGOLETTO, 2012).

A selecdo das condicBes adequadas para a liofilizagdo de um material alimenticio deve
ser realizada com base nas caracteristicas das matérias-primas, como teor de &gua, presenca de
acucares, proteinas, compostos bioativos, tipo de material (tecido, material liquido, material
semiliquido, gel) e temperatura de transicdo vitrea dos alimentos. A estrutura porosa dos
produtos secos pode afetar os descritores de cor, especialmente a luminosidade do material
devido & presenca de poros e vazios de ar. Mudancas na cor dos alimentos desidratados podem
ser um indicador da temperatura térmica indesejada na degradacdo de muitos compostos
bioativos, como antioxidantes (NOWAK et al., 2020).

2.5.3 Substéncias protetoras

A liofilizacdo combina tensdes de congelamento e secagem que sdo conhecidos por
serem mais prejudiciais as bactérias sensiveis ao congelamento. Antes do processo de
liofilizag&o, as suspensdes bacterianas precisam ser primeiramente congeladas e posteriormente
desidratadas, sob véacuo. No entanto, sem uma protecdo adequada, a liofilizacdo danifica
gravemente a membrana celular e proteinas, causando uma diminui¢do na viabilidade das
células (BELLALI et al., 2020).

A fim de conter as tens6es desenvolvidas ao longo do processo de liofilizacao, utilizam-
se solucdes estabilizadoras, as quais sdo substancias inertes que visam aumentar a estabilidade
durante a liofilizacdo e melhorar a estabilidade fisica e quimica do produto durante o
armazenamento. Tais solucdes podem ser do tipo crioprotetoras, as quais protegem as células
de lesdo durante o congelamento e/ou lioprotetoras, as quais protegem as células de lesdo
durante a etapa de secagem, devendo ser adicionadas as células antes do congelamento, para
que seja  minimizada a formacdo de cristais de gelo e que
mudancas biofisicas e bioquimicas ndo causem a morte celular (MOHAMMADY et al., 2020;
MARIA et al., 2021).

A eficécia da liofilizacdo esta diretamente relacionada ao tipo de crioprotetor utilizado
(ARELLANO-AYALA et al., 2021). Crioprotetores de baixo peso molecular s&o em sua
maioria agUcares (trealose, lactose, glicose, lactulose, sorbitol e manose) que reagem com 0s
fosfolipidos presentes na parede celular e previnem danos celulares. Crioprotetores de alto peso

molecular como polissacarideos e polipeptideos (proteina do soro do leite, caseina, alginato,
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gelatina, maltodextrina) adsorvem a superficie dos micro-organismos e desenvolvem uma
camada viscosa que resiste & penetracdo de cristais de gelo. Lioprotetores, principalmente
dissacarideos, mantém a estabilidade da membrana dos micro-organismos durante 0 processo
de secagem (HATHI et al., 2021).

Segundo Carvalho et al. (2004), o leite em p6 desnatado € um importante meio de
secagem porque previne lesdo celular ao estabilizar constituintes da membrana celular; criauma
estrutura porosa no produto liofilizado, que torna a reidratacdo mais facil, além de conter
proteinas que fornecem um revestimento protetor as células. Outra caracteristica do leite
desnatado é sua capacidade de secar mais facilmente e fornecer um maior rendimento ao
produto liofilizado.

Segundo Bellali et al. (2020), a adicdo de leite desnatado a mistura de trealose e sacarose
propicia uma maior taxa de sobrevivéncia durante o armazenamento e a mistura de outros
componentes ao meio protetor como sacarose + trealose; sacarose + trealose + leite desnatado
pode resultar em uma melhor protecdo ao microrganismo, ao invés de um Gnico componente

devido aos efeitos protetores aditivos ou sinérgicos.

2.5.4 Leite como substéancia protetora durante a liofilizacéo

A matriz do leite é de grande complexidade, sendo formada por aproximadamente cem
mil constituintes distintos. Devido a sua composi¢do quimica e a sua micro e nanoestrutura,
pode-se definir o leite como um material complexo, no qual hd uma emulsdo de gordura e uma
dispersdo coloidal de proteinas (caseina, proteina do soro do leite) em uma solugdo aquosa de
sais, vitaminas, peptideos e lactose (ZHENG et al., 2015; TOLEDO et al., 2020).

Leite em pd € o produto obtido por desidratacdo do leite de vaca, integral, deshatado ou
parcialmente desnatado e apto para a alimentacdo humana, mediante processos
tecnologicamente adequados, devendo o leite desnatado conter em sua formulacdo teores
menores ou iguais a 1,5% de gordura por 100 g do produto (BRASIL, 2018).

O leite desnatado diminui o dano celular diante das baixas temperaturas, apés o
congelamento e durante a liofilizacdo. A utilizacdo do leite desnatado tem efeito positivo, ja
que evita a reducdo da viabilidade celular, protegendo as células durante a liofilizacdo, através
de uma camada viscosa, resultante das proteinas do leite na superficie das células e como
estabilizante da membrana. Portanto, grupos hidroxila ou amino podem substituir a agua nas
moléculas de proteina e lipidios da membrana (HAMEED et al., 2021).

De acordo com Arellano-Ayala et al. (2021), o componente proteico do leite desnatado

é o responsavel por estabilizar os constituintes da membrana celular e fornecer um revestimento
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de protecdo as células durante a liofilizacdo, enquanto os aminoacidos reagem com grupos
carboxila das proteinas bacterianas, estabilizando, pois, a sua estrutura.

Segundo Sornseen et al. (2022), a proteina do leite deshatado é um composto
crioprotetor ndo permedvel, que melhora a preservacdo de bactérias. Apés a liofilizacao, a
concentracdo 6tima de leite desnatado (10% p/v) preservou efetivamente a viabilidade dos
probiodticos (>90%) em espécies de Enterococcus faecalis e Lacticaseibacillus, como L.
fermentum, L. rhamnosus, L. casei e L. paracasei € no armazenamento a longo prazo (1 ano),
o leite desnatado (10% p/v) manteve 70% de sobrevivéncia de L. fermentum.

No entanto, segundo o estudo de Maria et al. (2021) foram utilizados crioprotetores
separadamente como maltose, trealose, glicerol, leite desnatado, bem como sua combinagéo
com dissacarideos (maltose e trehalose); com poliol (sorbitol) e com NaCl, sendo constatado
que, apesar de o leite desnatado ser o crioprotetor mais frequentemente utilizado no processo
de liofilizagdo, a utilizagdo desse crioprotetor sozinho demonstrou a maior reducdo de
viabilidade do micro-organismo K. phaffii (P. pastoris). Os dissacarideos permitiram melhor
protecdo celular do que suas respectivas combinagdes com leite desnatado e que a combinacéo
do leite desnatado com o sorbitol mostrou o melhor efeito protetor e uma porcentagem maior
de sobrevivéncia do micro-organismo, devido a protecdo da membrana, prevencdo da oxidacao
lipidica, estabilizagdo das estruturas proteicas e manutencao do turgor celular.

O leite desnatado é tido como um crioprotetor complexo, por conter uma mistura de
macromoléculas como lactoalbumina e caseina, que atuam como agentes de volume,
protegendo a célula do meio externo, enquanto os sacarideos como lactose, previnem a
desnaturacdo das proteinas celulares durante o resfriamento (penetracdo parcial das células)
(MARIA et al., 2021).

O efeito crioprotetor do leite desnatado deve-se, também, em grande parte a lactose, ja
gue o acucar do leite atua como agente desidratante, reduzindo a quantidade de agua intracelular
(JAGANNATH et al., 2010). No entanto, segundo Zhenh et al. (2015), o efeito protetor do leite
desnatado reconstituido deve-se em sua maior parte ao calcio e as proteinas do leite, ao invés
da lactose.

De acordo com o trabalho de Zhenh et al. (2015), a lactose pura ndo demonstrou muita
protecdo as BAL em alta temperatura, indicando que a maior estabilidade ao calor pode ter
como causa principal outros componentes como cations divalentes (Ca ?* e Mg 2. O leite
desnatado contém Ca ?* abundante, que pode proteger as células contra o estresse por calor de
duas maneiras: estabilizacdo das estruturas celulares (membrana citoplasmatica) sob estresse

térmico e combinacdo com as proteinas do leite para formar aglomerados com células das BAL,



31

amortecendo as tensdes causadas pela rapida desidratacio e elevagio da temperatura. Ja o Mg 2*
é outro estabilizador de calor, que atua estabilizando ribossomos bacterianos sob estresse
térmico excessivo.

Cada meio protetor impacta micro-organismos de forma diferente e ndo ha ainda meio
protetor universal (BELLALLI et al., 2021). De acordo com o estudo de Zhenh et al. (2015), o
efeito protetor do leite desnatado reconstituido deve-se em sua maior parte ao calcio e as
proteinas do leite, ao invés da lactose, o que pode ser demostrado quando BAL desidratadas no
leite integral reconstituido apresentou uma maior perda de viabilidade, com temperatura de
transicdo em torno de 60° C, em contraste com a temperatura de 65-70° C em meio contendo
lactose e MRS e a temperatura de 75° C em leite desnatado reconstituido. Os efeitos prejudiciais
podem ser devido ao alto teor de gordura do leite integral, o qual pode ndo controlar a
estabilidade ao calor das células de BAL, prejudicando o processo de desidratacdo, alem de

favorecer a oxidagéo e afetar a viabilidade dos micro-organismos.

2.5.5 Fatores que afetam a viabilidade de bactérias lacticas probioticas durante o
armazenamento

A viabilidade de probidticos refere-se a presenca de micro-organismos Vivos no
momento do consumo e €é considerada essencial para a eficacia do produto. Logo, a
determinacdo precisa da viabilidade € de fundamental importancia para assegurar que o produto
probidtico mantém as bactérias viaveis nos alimentos, em quantidade suficiente até que atinjam
0 intestino e sejam capazes de exercer seus efeitos benéficos (FOGLIA et al., 2020).

Segundo Arellano-Ayala et al. (2021), a viabilidade das células bacterianas sera
reduzida quando sujeita a tensdes subletais como variagdes de pH, baixa temperatura, formacao
de cristais de gelo ocasionadas durante o processo de congelamento.

As condicbes de armazenamento sao criticas para a recuperacdo de micro-organismos
liofilizados, devendo os probidticos desidratados serem armazenados sob vacuo, mantidos em
atividade de agua controlada e serem protegidos da luz (CARVALHO et al., 2004).

A atividade de agua e a temperatura de armazenamento sdo 0s principais fatores que
afetam a estabilidade probidtica ao longo da vida util do produto. Logo, prevenir a entrada de
umidade é essencial para manter uma contagem de células probioticas viaveis (KURT et al.,
2019).

O conteudo de umidade revela a ineficiéncia do processo de liofilizacdo na remogéo
completa de umidade, que € um parametro importante, ja que influencia a atividade de agua e,
portanto, a estabilizacdo do produto (MONTEIRO et al., 2020).
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A viabilidade dos probioticos é dependente de multiplos fatores como nivel de oxigénio
no produto, permeabilidade de oxigénio na embalagem, tempo de fermentacdo e temperatura
de armazenamento (TAYO et al., 2016). Varios fatores presentes na matriz alimentar
influenciam a viabilidade probi6tica incluindo acidez, producdo de peroxido de hidrogénio,
concentracdo de acgucares (estresse osmotico), atividade de agua (Aw) e metabdlitos
(CHAMPAGNE et al., 2011).

Lascano et al. (2020), estudou a viabilidade de L. plantarum em suco de maracuja
desidratado por pulverizacéo. O produto foi armazenado em diferentes temperaturas (4° C, 25°
C e 37° C) e avaliado quanto a viabilidade durante 4 semanas. O produto armazenado a 4° C
apresentou o maior percentual de sobrevivéncia (91,63%) em comparacdo as demais condi¢es
de armazenamento.

Barbosa et al. (2015) avaliaram a sobrevivéncia de L. plantarum 299v. e Pediococcus
acidilactici HA6111-2 em suco de laranja desidratado pelos métodos de secagem spray drying,
secagem por conveccao e liofilizagdo. Observaram que as duas estirpes apresentaram maior
sobrevivéncia aos processos de liofilizacdo e spray drying. O nimero de células viaveis foi de
cerca de 10* UFC / g para a secagem por convecgio, enquanto que para secagem por spray
drying e liofilizacdo foi superior a 108 UFC/g. A estirpe L. plantarum 299v apresentou menor
perda de viabilidade em comparacdo a Pediococcus acidilactici HA6111-2 quando foi
armazenada por 180 dias a 4°C e 25°C.

De acordo com Rascon et al. (2017), a atividade de agua (Aw = 0,327) foi considerado
um fator critico para a sobrevivéncia do L. rhamnosus durante o armazenamento da banana
desidratada suplementada com L. rhamnosus. A baixa atividade de agua (0,115-0,327) das
bananas desidratadas foi considerado o fator responsavel por manter a viabilidade de L.
rhamnosus. Com 20 a 28 dias de armazenamento foi observada uma estabilidade da viabilidade
de L. rhamnosus quando a atividade de agua da banana desidratada apresentou um valor de
0,327.

2.5.6 Reidratacdo de probioticos liofilizados

Bactérias liofilizadas sofrem danos celulares em todas as etapas do processo €, como
resultado, as condi¢des de reidratacdo dessas células terdo uma importante influéncia na
recuperacdo da viabilidade, e consequentemente na contagem dos micro-organismos
(CHAMPAGNE et al., 2011). A viabilidade dos micro-organismos liofilizados pode ser afetada
durante e apos a reidratacdo (ARELLANO-AYALA et al., 2021).
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Um micro-organismo que sobrevive as varias etapas de congelamento, desidratacéo e
armazenamento pode, no entanto, perder sua viabilidade durante a etapa de reidratacdo. Logo,
a reidratacdo € um fator critico na etapa de recuperacdo de micro-organismos liofilizados, ja
que as células que foram submetidas a um dano subletal podem néo ser capaz de reparar o dano,
caso elas sejam reidratadas sob condicGes inadequadas (CARVALHO et al., 2004).

Por outro lado, diversos fatores estdo envolvidos na sobrevivéncia das células
bacterianas como: resisténcia intrinseca a estirpe, concentracao inicial de células, densidade
celular, condi¢des de crescimento, fase de crescimento e tipos de crioprotetores utilizados
durante a liofilizacdo (ARELLANO-AYALA et al., 2021).

Por se tratar de uma etapa sensivel, a reidratacdo de células liofilizadas deve ser
realizada com solucao tampéo, em um pH proximo ao pH 6timo das estirpes (NUALKAEKUL
et al., 2012). De acordo com Arellano-Ayala et al. (2021), uma reidrata¢do inadequada pode
acarretar em células injuriadas, com baixa viabilidade e reduzida taxa de sobrevivéncia, sendo
essencial fornecer um ambiente adequado, verificar a compatibilidade da estirpe e sua
adaptabilidade a solucéo de reconstituicdo, a fim de recuperar sua funcionalidade. Logo, fatores
como composicdo, niveis de sélidos, pH e nivel de potencial redox dos ingredientes presentes
na solucdo de reconstituicdo devem ser controlados durante a reidratacao.

Durante o processo de reidratacdo, as células sdo submetidas a uma rapida mudanca nas
condigdes fisico-quimicas, em que a viabilidade do micro-organismo liofilizado pode ser
comprometida pelo choque osmotico, que € um dos principais efeitos prejudiciais a
reconstituicdo de uma cultura liofilizada. Outros fatores que afetam a viabilidade durante a
reidratacdo sdo: a composicao da solugédo de reidratacdo, a osmolaridade, relagéo de volume /
taxa de reidratacdo, o tempo, a temperatura e o tipo de micro-organismo (ARELLANO-
AYALA etal., 2021).

De acordo com Leach et al. (1959), a relacdo de volume / taxa de reidratacdo adequada
é importante para reter a integridade funcional e estrutural do micro-organismo, ja que, em
poucos segundos, as células mudam rapidamente do estado sélido, em condi¢des secas ou quase
secas, para uma mistura de coloides hidratados em solugdes aquosas. Dessa maneira, 0
procedimento de reidratacdo deve ser paulatino, controlando o volume de &gua, pois tanto
grandes volumes de agua podem causar diferencas importantes na viabilidade, imediatamente
apos a reidratacdo, como a reidratacdo prévia em um pequeno volume de agua que diminui,
mas ndo extingue a mortalidade ocasionada por solucgdes diluidas, além de poder resultar em

uma recuperagao mais pobre do micro-organismo.
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As células devem suportar alto estresse osmotico durante a reidratagdo, até que estejam
completamente hidratadas. Em principio, a reconstituicdo com o volume exato do que é
removido durante a secagem, seria suficiente para restaurar a condicdo original. No entanto,
pode-se levar algum tempo até que os solidos secos se dissolvam completamente. Um gradiente
de concentracdo pode surgir, a depender da osmolalidade do meio de reidratacéo, e um ambiente
hipoténico pode ser criado até que os excipientes secos estejam totalmente dissolvidos. No caso
de um volume maior de reconstituicdo, pode permitir a dissolucdo mais rapida dos sélidos
secos, mas pode ser prejudicial porque cria uma solucdo extracelular hipotdnica apds
reconstituicdo completa (ROCKINGER et al., 2021).

Segundo Rockinger et al. (2021), meios de reidratacdo com osmolalidade mais alta,
como meios de reidratacdo, com 10% de leite desnatado, meio PTM (consistindo em 1,5%
peptona, 1% triptona, 0,5% extrato de carne), 10% de sacarose, PBS ou agua, encontrou-se
viabilidade mais alta para a maioria dos meios complexos, indicando que além da prevencao
do choque osmético, 0 meio complexo pode ter a capacidade de reparar células afetadas.

A temperatura e o tempo de reidratacdo sdo importantes e devem ser
padronizados. Temperaturas entre 30 e 37° C sdo melhores para manter a viabilidade pos -
hidratacdo, devendo-se ter cuidado para ndo utilizar temperaturas acima de 46° C, que pode ser
prejudicial & funcdo celular. Um periodo minimo de hidratacdo permite que as particulas se
dissolvam e gerem uma suspensao de célula homogénea. No entanto, tempo prolongado de
hidratacdo ndo é aconselhavel, ja que pode resultar em iniciacdo de crescimento, prejudicando
a acidificacdo do meio (CHAMPAGNE et al., 2011).

2.6 Sucos de frutas como meio de desidratacéo de probioticos

2.6.1 Frutas

As frutas sdo fonte de carboidratos, fibras, vitaminas hidrossolUveis, pro-vitamina A,
polifendis, compostos aromaticos, carotenoides, fitoesterdis e outras substancias bioativas. Sao
comumente pobres em lipidios na polpa e na casca, estando presente em maior quantidade nas
sementes, as quais sdo pouco consumidas. O teor de agua das frutas encontra-se entre 70 a 90%
e o contetido de proteina ¢ variavel e escasso (RODRIGUEZ et al., 2020).

Os compostos fendlicos estdo presentes em altas concentra¢fes em frutas e vegetais e
constituem uma ampla gama de moléculas bioativas produzidas como metabdlitos secundarios

pelas plantas, com diferentes funcdes fisiologicas. Os compostos fendlicos ou polifendis
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possuem um ou mais anéis aromaticos com grupos hidroxila e sdo classificados como
flavonoides ou ndo flavonoides. Os flavonoides podem ser flavonois, flavonas, flavanonas,
flavonoides, flavononas e antocianinas. Acidos fendlicos, lignanas, taninos e estilbenos
compdem um grupo distinto, conhecido como fendlicos ndo flavonoides. (BORGONOVI et al.,
2022; RODRIGUEZ et al., 2020).

Estima-se que mais do que cem moléculas de compostos fendlicos podem ser
encontradas em plantas comestiveis, compartilhando uma estrutura semelhante caracterizada
pela substituicdo de um anel de benzeno na molécula por pelo menos um grupo hidroxila. Os
fendlicos podem ser encontrados em formas Unicas (acidos fendlicos) ou ligados a carboidratos,
formando moléculas complexas como glicosideos. A grande familia dos polifendis é conhecida
por suas atividades antioxidantes, anticarcinogénicas, antimutagénicas e hipoglicemiantes
(RODRIGUEZ et al., 2020).

Nas ultimas décadas, o reconhecimento do valor nutricional das frutas tem
proporcionado um aumento no consumo, bem como 0 emprego de nNOVOS Processos
responsaveis por agregar valor e aumentar a vida Gtil de produtos gerados a partir de frutas.
Frente a essa situacdo, tem-se observado a expansdo do mercado brasileiro de sucos — bebida
que alia sabor, conveniéncia, inovacdo e prazer — além de fornecer alto valor nutricional e
funcional (ALBUQUERQUE et.al, 2021; PIMENTEL et al., 2020).

Atualmente, as bebidas sdo uma das mais representativas categorias de alimentos
funcionais, devido a conveniéncia e possibilidade de atender as demandas dos consumidores
guanto ao conteudo, tamanho, forma, aparéncia, bem como a facilidade de distribuicdo e
armazenamento para produtos refrigerados, com vida de prateleira estavel (CORBO et al.,
2014).

Os sucos de frutas sdo considerados matrizes favoraveis a incorporacdo de probioticos,
por conterem grandes quantidades de acucares, vitaminas e minerais que aumentam a
sobrevivéncia dos micro-organismos durante o armazenamento. No entanto, nem sempre séo
adequados para aplicacdo em probidticos, devido ao baixo teor de proteinas e aminoacidos e a
presenca de compostos fenolicos, flavonoides e acidos organicos, que pode inibir o crescimento
das bactérias laticas (NUALKAEKUL et al., 2013).

Suco de fruta é considerada uma matriz de desafio para probidticos, por causa do baixo
pH, presenca de acidos organicos e auséncia de moléculas tipicamente presente no leite,
reconhecidas por afetar a viabilidade celular, sendo, portanto, a selecdo do tipo de suco, um
fator-chave para estabilidade dos probidticos (MONTEIRO et al., 2020; HORACKOVA et al.,
2018).
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2.6.2 Araticum-do-cerrado

O araticum (Annona crassiflora Mart.) é conhecido popularmente como bruto, cabeca-
de-negro, cascudo, pand, marolo, pinha-do-Cerrado, pertence a familia Annonaceae (BRAGA
FILHO et al., 2009) e encontra-se amplamente distribuido no Cerraddo, Cerrado stricto sensu
e Campo Rupestre, abrangendo os estados da Bahia, Goids, Maranhdo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins, além do Distrito Federal
(SILVA; GOMES; MARTINS, 2009).

O araticum é um dos frutos nativos do bioma cerrado, o qual tem uma area de ocorréncia
extremamente ampla, apresenta caracteristicas préprias com grande diversidade vegetal e um
ambiente rico em outras espécies frutiferas e comestiveis como pequi, fava-danta, umbu, cajui,
cagaita, mangaba, coquinho azedo, umbu, buriti (ICMBio, 2019).

Annona crassiflora Mart. é uma arvore que apresenta altura entre 4 e 8 m, produz uma
fruta oval redonda conhecida como araticum, tem caracteristicas sensoriais Unicas como cor
atraente, sabor e aroma exatico, além de alto teor de nutrientes e compostos bioativos. Sua polpa
é caracterizada como amarela, doce, com aroma forte e peculiar (BAILAO et al., 2015).

O araticum é uma fruta cuja polpa contém alto teor de carboidratos (18,65%), lipidios
(3,78%) e valor energético (113,65 kcal / 100 g), e como outras frutas, apresenta baixo
percentual de proteina (1,27%). A fruta é uma excelente fonte de vitamina A, fibra alimentar,
cobre e manganés, uma vez que 100 g de polpa de fruta representam cerca de 115,53, 86,48,
46,00 e 22,00% da ingestdo diaria recomendada, respectivamente. O fruto também mostrou ser
uma boa fonte de potéssio, magnésio, zinco, vitamina C e folatos, contribuindo com
aproximadamente 10,82, 7,95, 5,40, 8,72 e 6,84% da ingestdo diaria recomendada,
respectivamente (ARRUDA et al., 2019).

A polpa do araticum é uma fonte rica em fitoquimicos com atividade antioxidante, como
os carotenoides, compostos fendlicos, tocoferdis, flavonoides e algumas vitaminas e minerais.
Segundo Arruda (2019), 100 g da polpa de araticum fornece o equivalente a ingestdo diaria
recomendada de vitamina A. No entanto, observou-se que o teor de carotenoides pode ser
afetado pelo branqueamento e pasteurizagdo, diminuindo significativamente o o-caroteno
enquanto o valor 3-caroteno foi aumentado.

Importantes moléculas bioativas foram identificadas no araticum, usando
espectrofotdbmetro de massa (ESI-MS), incluindo &cido ascorbico, acido cafeico, acido quinico,
acido ferdlico, xantoxilina e rutina. Esses compostos podem estar envolvidos com a atividade
antioxidante observada nessa fruta (BAILAO et al., 2015).



37

Arruda et al. (2019) notou a presenca de ésteres como 0s compostos mais prevalentes
na polpa de araticum, sendo os componentes volateis mais abundantes, responsaveis pelo odor
floral e aroma frutado do araticum. Estudos mais aprofundados permitiram ainda a
identificacdo de 112 compostos fenolicos, oriundos da casca da fruta, sendo 73 flavonoides, 33
acidos fendlicos e outros 6 fenolicos. Tais compostos fendlicos demonstraram possuir diversas
bioatividades ou beneficios a salde, com propriedades antitumoral, antioxidante, anti-
inflamatdria, antimicrobiano, anti-hipertensivo e hepatoprotetora.

O araticum, além de ser importante pelo seu contetdo nutricional ou funcional, tem uma
importante participagdo no controle do impacto ambiental, econémico e social da regido em
que é encontrado, qualificando-o como produto da sociobiodiversidade — que sao bens e/ou
servigcos (produtos finais, matérias-primas ou beneficios) gerados a partir de recursos da
biodiversidade, voltados a formacdo de cadeias produtivas de interesse dos povos e
comunidades tradicionais e de agricultores familiares — 0s quais promovem a manutencao e
valorizacdo de suas praticas e saberes, assegurando os direitos deles decorrentes, como a
geracdo de renda e promocao da melhoria de sua qualidade de vida e do ambiente em que vivem
(BRASIL, 2021).

2.6.3 Frutas como matriz de desidratacdo de probidticos

O consumo de frutas tem aumentado mundialmente devido ao reconhecimento de seu
valor nutricional e por ser fonte de compostos com propriedades bioativas relacionadas a saude.
No entanto, como as frutas frescas sdo altamente susceptiveis a decomposicdo, maior parte da
producdo de frutas € normalmente destinada ao processamento de sucos e polpas congeladas
(ARAUJO et al., 2020).

A atividade de &gua elevada das frutas in natura requer um processo de estabilizacéo,
para que possam ser armazenadas por longos periodos. A secagem permite aumentar a vida de
prateleira do produto, ao reduzir a atividade de agua, limitando o desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos, conferindo caracteristicas especificas ao produto (BETORET et al.,
2020) e a liofilizacdo assegura uma melhor preservacdo no processamento, incluindo maior
retencdo de compostos bioativos, cor e firmeza das frutas. Dessa maneira, varios produtos de
frutas, como sucos de frutas e frutas em po, tém sido apresentados como carreadores de
probidticos (OLIVEIRA et al., 2021).

Segundo os estudos de Nualkaekul (2012), os sucos de fruta instantdneos em po sao
bons carreadores de probioticos e constituem alternativas a sucos de frutas altamente acidos.

Ap0s a reconstitui¢do do suco instantaneo em po, a atividade de 4gua e o pH foram os principais
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fatores a influenciar a sobrevivéncia das células. J& o &cido citrico, a fibra e a concentracdo de
fendlicos totais ndo exerceram efeito significativo. Tais achados devem-se ao pH, aos niveis de
acidos organicos, a fibra alimentar, a proteina, aos fenodlicos totais e ao oxigénio serem 0s
principais fatores que influenciam a sobrevivéncia de probioticos em sucos de frutas. O alto
teor de fibra e de proteinas demonstrou ser mais favoravel a sobrevivéncia de probioticos
durante armazenamento refrigerado, enquanto o baixo pH e alta concentracdo de fenolicos
totais foram responsaveis por alta taxa de mortalidade da estirpe L. plantarum em
armazenamento refrigerado.

De acordo com Araujo et al. (2020) os coprodutos do processamento das frutas (acerola,
caju e goiaba) exerceram efeitos protetores sobre estirpes probidticas do género Lactobacillus
guando submetidos a liofilizacdo e armazenamento prolongado de 90 dias, sob condicGes de
refrigeracdo (4° C) e a temperatura ambiente (25° C), sendo maiores os efeitos protetores
quando as estirpes foram armazenadas sob refrigeracdo. A presenca de agUcares, fibras e
compostos fendlicos nas frutas pode estar diretamente associada aos efeitos estabilizadores
sobre os probidticos durante a liofilizacdo e armazenamento, indicando que os coprodutos de
frutas podem proteger e aumentar a estabilidade dos Lactobacillus.

O estudo de Betoret et al. (2020) demonstrou que no desenvolvimento de alimentos
funcionais probioticos, uma matriz alimentar especifica pode permitir, simultaneamente, a
multiplicacdo de probidticos e o fornecimento de protecdo durante a vida util do produto. E,
que a incorporacao de probidticos em uma matriz de frutas, além de desenvolver uma nova
categoria de produtos alimenticios probioticos, pode proteger os micro-organismos dos
estresses sofridos durante o processamento, armazenamento e digestdo gastrointestinal.

Segundo Garcia et al. (2018), frutas e seus subprodutos do processamento industrial
podem ser fontes potenciais de bactérias lacticas com as caracteristicas necessarias as estirpes
probidticas. BAL, oriundas de frutas in natura, podem apresentar melhor capacidade de
sobreviver em condi¢6es de baixo pH, o que pode ajuda-las a sobreviver em formulagfes a base
de frutas, bem como no trato gastrointestinal humano. Nesse estudo foi demonstrado que as
culturas liofilizadas de L. plantarum 49 e L. brevis 59, isoladas de subprodutos de Malpighia
glabra L. (acerola); L. paracasei 108 e L. fermentum 111, isoladas de subprodutos de Annona
muricata L graviola); e L. pentosus 129, isolada de subprodutos de Mangifera indica L. (manga)
foram capazes de sobreviver durante o periodo armazenamento a -20° C, por até 120 dias e
mantiveram altas taxas de sobrevivéncia em até 14 dias de armazenamento sob refrigeracéo (4

+ 0,5° C) quando inoculadas em sucos de macé, uva e laranja.
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Conforme o estudo de Bellis et al. (2021), as matrizes a base de vegetais, sdo substratos
elegiveis para hospedar e fornecer popula¢des microbianas, devido a sua riqueza em nutrientes,
fibras, vitaminas, minerais e fitoquimicos bioativos dietéticos. As propriedades promotoras de
salde de matrizes vegetais, como alcachofra, azeitona, maca e repolho e sua associa¢cdo com
bactérias probidticas, indicaram a importancia do papel da matriz alimentar na sustentacdo das
células probioticas durante: o processamento do produto, processo digestivo, implantacdo
intestinal, bem como a sobrevivéncia e a estabilidade do probidtico na matriz alimentar; todas,
condicdes altamente dependentes da estirpe utilizada.

Além da composicao de nutrientes, a microarquitetura que caracteriza as superficies de
frutas e vegetais representa um nicho adequado para hospedar células microbianas, onde elas
sdo protegidas contra estresses ambientais e de processamento, bem como daqueles causados
por enzimas e substancias quimicas, que tentam a integridade celular, durante o processo
digestivo. Os tecidos vegetais - compostos por uma microestrutura interna de células, poros e
espacos intercelulares - podem desempenhar um papel na adesdo de microrganismos e podem
atuar como carreadores de células probidticas (BELLIS, et al., 2021)

Nualkaekul et al. (2012) demonstrou que os principais fatores a influenciar a
sobrevivéncia de probidticos em sucos de frutas em pé liofilizados foram o pH, niveis de &cidos
organicos, fibra alimentar, proteina, fendlicos totais e oxigénio. Um alto teor de fibra alimentar
e proteina mostrou-se favoravel a sobrevivéncia de probiodticos durante o armazenamento
refrigerado em sucos de frutas, enquanto o baixo pH (3.2) e a alta concentracdo de fendlicos
totais foram responsaveis pelas alta reducédo de células viaveis de L. plantarum e B.longum num
periodo de 1 a 4 semanas em armazenamento refrigerado.

Por outro lado, Rodriguez et al. (2020) relatou que os compostos fendlicos presentes em
algumas frutas podem impulsionar o crescimento probidtico, enquanto inibe a propagacéo de
bactérias patogénicas, como E. coli e S. thyphimorium, além de terem efeito positivo na adesao,
crescimento e sobrevivéncia de probi6ticos, ao usar diferentes extratos de frutas.

De acordo com Bellis et al. (2021), as matrizes de frutas e hortalicas podem ser
transformadas em alimentos probidticos, uma vez que a atividade benéfica e a eficacia do
probidtico podem ser melhoradas e moduladas por componentes da matriz vegetal, gerando um
produto funcional final, em que as propriedades promotoras de saude da matriz vegetal sdo

adicionadas, sinergicamente, ao efeito benéfico da estirpe probidtica.
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental quantitativo e qualitativo. O estudo foi divido nas
sequintes etapas: (i) producdo de formulagdes liofilizadas com a estirpe Lactobacillus
plantarum SBR64.7 em leite e suplementadas com diferentes percentuais de polpa de araticum;
(if) analise da composicdo centesimal das formulacdes; e (iii) analise da viabilidade e
sobrevivéncia do L.plantarum antes da liofilizacdo e durante o armazenamento; (iv)
sobrevivéncia de L. plantarum ap6s exposicdo as condi¢fes simuladas in vitro do trato
gastrointestinal; (v) determinacdo da atividade antimicrobiana das formulagdes liofilizadas e

(vi) determinacéo da capacidade antioxidante das formulacdes liofilizadas.

3.2 Coleta e preparo da polpa de fruta

A fruta araticum foi adquirida em feira livre de Brasilia, Distrito Federal, Brasil. As
frutas foram lavadas e em seguida higienizadas por 15 minutos em solu¢do contendo o agente
sanitizante Hidrosan Plus®. Em seguida, as frutas foram despolpadas manualmente,
distribuidas cerca de 200g em sacos plasticos. As embalagens contendo a polpa de fruta foram
seladas a vacuo e imediatamente armazenadas em ultrafreezer a -80° C (modelo MDF U54VC,
Sanyo, Illinois, Estados Unidos).

3.3 Elaboracéo do leite desnatado reconstituido enriquecido com polpa de
araticum

As formulacGes elaboradas com leite desnatado reconstituido (LDR) a 10% e polpa de
araticum foram as seguintes:

Q) Formulacédo 1 (C): LDR 100% (controle);

(i) Formulacgéo 2 (F1): LDR 95% + 5% de polpa de araticum;

(@iii))  Formulagéo 3 (F2): LDR 90% + 10% de polpa de araticum;

(iv)  Formulacédo 4 (F3): LDR 85% + 15% de polpa de araticum.

No preparo das formulagdes, foi utilizado 120g LDR 10% reconstituido em 1200 mL
de agua mineral e processado em liquidificador (Walita® modelo RI17630/22) em poténcia 1
por 30 segundos e em poténcia 2 por mais 30 segundos. Em seguida, o LDR 10% foi distribuido
em diferentes frascos de vidro para adi¢cdo dos diferentes percentuais da polpa de araticum.

Novamente, as formulacGes foram processadas em liquidificador conforme foi descrito
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anteriormente. Em seguida, as diferentes formulac¢6es foram submetidas ao tratamento térmico
de pasteurizacdo lenta (65° por 15 minutos) em banho de 4gua (Warmnest®, modelo HH-S10).
Apo0s a pasteurizacdo, as formulacdes foram refrigeradas a 4°C por 16 horas para posterior

inoculagéo da cultura.

3.4 Preparo do concentrado de células de L. plantarum

3.4.1 Micro-organismo e preparo da cultura estoque

Foi utilizada a cultura de L. plantarum SBR64.7 pertencente a colecdo de culturas do
Laboratorio de Higiene dos Alimentos, Departamento de Nutri¢do, Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia. Para o preparo da cultura estoque, retirou-se 100 uL da
cultura estocada em ultrafreezer a - 80° C (modelo MDF U54VC, Sanyo, lllinois, Estados
Unidos) e em seguida inoculou-se em 5 mL de caldo De Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Acumedia-Neogen, Michigan, EUA). Posteriormente, a cultura foi incubada em estufa
bacteriologica a 37° C por 24 horas. Em seguida, uma aliquota de 100 pL da cultura ativa foi
adicionada em 5 mL de caldo MRS, permanecendo em estufa nas mesmas condicGes
mencionadas anteriormente. Seguiu-se uma nova ativagdo, com uma aliquota de 200 pL da
cultura ativa inoculada em 5 mL de caldo MRS, sendo utilizadas as mesmas condi¢cfes de
incubagdo mencionadas anteriormente.

Para confirmacdo da pureza da cultura, fez-se estria em placa de Petri contendo &gar
MRS, e em seguida incubou-se a placa em estufa a 37° C por 24 hora. Em seguida, foram
selecionadas coldnias isoladas com auxilio da alca de repicagem e adicionadas em 5 mL de
caldo MRS. Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37° C por 24 hora.
Posteriormente foi adicionado 600 uL da cultura ativa (in6culo de 2%) em tubos contendo 30
mL de caldo MRS. Os tubos foram incubados nas mesmas condi¢ces mencionadas
anteriormente. Em seguida, centrifugou-se a cultura (2.655 x g, 4° C, 10 minutos), descartou-
se 0 sobrenadante e o pellet obtido foi lavado com caldo MRS. O pellet foi centrifugado nas
mesmas condicgdes e adicionado de caldo MRS com 20% de glicerol (MESQUITA et al.,2020).
Homogeneizou-se em um agitador de tubos e, em seguida, a suspensdo de células obtida foi
distribuida em trés tubos criogénicos de capacidade de 2 mL e imediatamente estocados em
ultrafreezer a --80° C (modelo MDF U54VC, Sanyo, lllinois, Estados Unidos). Todos

experimentos foram realizados a partir da cultura estoque.
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3.4.2 Producéo do concentrado de células de L. plantarum

A cultura estoque de L. plantarum a -—80° C foi cultivada em 5 mL de caldo MRS em
estufaa 37° C por aproximadamente 16 horas. Em seguida, a cultura ativa foi estriada em Placa
de Petri contendo agar MRS e imediatamente a placa foi incubada a 37° C por 48 horas. Apds
a confirmacdo da pureza da cultura, inoculou-se em 5 mL de caldo MRS e, imediatamente, foi
incubada a 37° C por aproximadamente 16 horas. Indculo de 2% da cultura foram distribuidos
em tubos contendo 30 mL de caldo MRS, sendo utilizadas as mesmas condic@es de incubacéo
mencionadas anteriormente. O tubo contendo 30 mL da cultura crescida foi submetido a
centrifugagéo (2.655 x g, 4° C, 10 minutos). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
pellet de células formado foi lavado com solucdo salina 0,85% e, imediatamente,
homogeneizado em um agitador de tubos. Novamente, a suspensao de células foi centrifugada

e posteriormente lavada, nas mesmas condi¢cdes mencionadas anteriormente.

3.4.3 Preparo das suspensdes de células nas diferentes formulaces de leite
suplementado com polpa de araticum

O pellet de células obtido no item 3.4.2 foi suspenso nas diferentes formulacdes
descritas no item 3.3. Apds a obtencdo da suspensdo de células nas diferentes formulacdes,
essas foram distribuidas (1 mL) em 120 frascos de vidro de capacidade de 10 mL. Os frascos
foram vedados com pléstico parafilme e, em seguida, foram realizados micro furos com agulha

estéril.

3.5 Liofilizagcéo das amostras

3.5.1 Congelamento das amostras

Os frascos de vidro contendo um 1 mL de cada formulacdo, conforme obtido no item
3.4.3, foram congelados em ultrafreezer (modelo MDF U54VC, Sanyo, Illinois, Estados
Unidos) a -—80° C por 16 horas.

3.5.2 Liofilizagdo

As amostras congeladas foram transferidas imediatamente para o liofilizador (modelo
Gama 1-16 LSC plus, Christ, Osterode, Alemanha). As condicdes para liofilizagdo das amostras
foram as seguintes: temperatura de -85° C no condensador e 0° C nas prateleiras e pressao

0.0721 mbar (milibar). O processo de liofilizac&o foi realizado por aproximadamente 10 horas.
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Apos a liofilizacéo, utilizou-se o alicate recravador de frascos de vidro para fechamento
dos frascos, sendo executado todo procedimento na capela de fluxo laminar. Primeiramente,
fechou-se os frascos com tampa de borracha, com auxilio de uma pinca, previamente flambada
e, posteriormente, foi feito a recravacdo com os lacres de aluminio. Apos recravamento, as
amostras foram armazenadas em estufa (modelo MCO-18 AC, Sanyo, Osaka, Japédo) a 25° C
para analises subsequentes.

3.6 Analise da composicéo centesimal das formulagdes

Apos producéo e congelamento das formulages, a -20° C, sem adi¢do do concentrado
de células, as bebidas foram transportadas em caixa térmica higienizada para o Laboratério de
Analise de Alimentos, da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de
Brasilia. As quatro formulacdes foram submetidas a analise de composicdo para analise da

caracterizacdo quimica. As seguintes analises foram realizadas:

3.6.1 Umidade

A umidade foi determinada de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (2008), no qual seguiu-se duas etapas. Primeiro as amostras foram pesadas (cerca de 400
g) e colocadas em recipientes de porcelana, na sequéncia foram submetidas a estufa a 60° C por
24 horas, para parcial evaporagdo da agua e concentracdo da matriz, até obterem peso constante.
Logo apos, foram pesados cerca de 2 g das amostras em cadinhos, que permaneceram em estufa
a 105° C por 4 horas, até obterem peso constante. A umidade foi expressa em porcentagem de
base Umida, utilizando a seguinte equacéo:
Umidade (%) = m1+ m2 Equacéo (1)

2

Em que:

m1 = massa de agua evaporada na primeira etapa (g);
m2 = massa de agua evaporada na segunda etapa (g);

m¢ = massa total da amostra (g) (DOS SANTQOS, 2020).

3.6.2. Proteina
O teor de proteina foi realizado pelo método de Kjeldahl 991.22 (AOAC, 2005). Pesou-
se cerca de 2 g de cada amostra e colocou-se em tubos contendo 1 g de mistura catalitica.

Posteriormente, foi adicionado 3,5 mL de H2SO4 4%, seguindo para bloco digestor a 450° C.
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Em seguida, as amostras foram acrescidas de 10 mL de &gua destilada para destilagdo do
nitrogénio realizada com o destilador Tecnal (modelo TE — 0363). Para cada amostra, cerca de
7,5 mL de H3BO3 foram adicionados em béqueres de vidro e 4 gotas de azul de metileno, que
fora utilizado como indicador. Os tubos contendo as amostras e 0s béqueres com solugdo de
acido borico foram alocados no destilador e NaOH 50% foi adicionado no copo medidor do
aparelho, iniciando-se, entéo, o processo de destilagdo. Realizou-se a titulagdo com HCI 0,1 M
até as amostras atingirem o ponto de viragem. A obtencdo do nitrogénio foi expressa em
porcentagem pela seguinte equagao:
% N=VxMxfx14x 100 Equacéo (2)

m
Em que:
V = volume gasto da solucéo de HCI na titulacéo;
M = molaridade da solucéo de HCI,
f = fator de correc¢éo da solugéo de HCI;

m = massa da amostra (mg)

A obtencdo do teor de proteina foi determinada pelo fator de converséo de nitrogénio
(% N) de 6,38, em razdo das amostras possuirem, em sua maior parte, leite desnatado. O célculo
foi feito, com base na seguinte equacao:
% Proteina =% N x 6,38 Equacéo (3)

3.6.3. Lipidio

O teor lipidico total foi determinado pelo método de extracdo Am 5-04, utilizando o
extrator de lipidios (modelo ANKOM XT15 da Ankom Technology, New York, EUA) (AOCS,
2005). Apobs exposicdo a estufa a 60° C por 24 horas, para parcial evaporacdo da agua e
concentracdo da matriz, como descrito no item 3.6.1, pesou-se cerca de 1 g de cada amostra, no
qual foram colocadas em sacos de extracao de lipidios e alocadas em cartuchos apropriados do
extrator. Foi utilizado éter de Petr6leo como solvente para extragdo. Em seguida, as amostras
foram inseridas em estufa a 105° C, para evaporagdo do solvente e pesadas. Os valores de lipidio
foram obtidos pela diferenca de massa ap0s extragdo. Utilizou-se também a massa das amostras
em base Umida, assim o teor de lipidio foi determinado pela seguinte equacéo:
% Lipideos = (100 x my) Equacéo (4)

m

Em que:
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mc = gramas de lipideos extraidos

m = gramas de amostra em base Umida

3.6.4. Fibras

O teor de fibra bruta foi determinado pelo método gravimétrico, com adaptacGes
(AOAC, 2005).

As amostras foram secas, inicialmente, em estufa a 60° C para remocdo parcial da
umidade. Posteriormente, foram pesadas em saquinhos especificos para analise de fibras, com
cerca de 1,59 e colocadas em estufa com circulacdo de ar a 105° C por 3 horas.

Deu-se inicio a analise com a digestao acida, tendo sido preparada uma solucao &cida
de 16 mL de H2SOsa 1,25% e 1000 mL de agua destilada. Em seguida, os saquinhos com as
amostras foram colocados em um erlenmeyer, completamente, imersos na solucdo &cida e
levado a autoclave a 100° C por 30 min. Depois, foi removida a solugdo acida e os sacos foram
enxaguados com agua destilada e colocados em um erlenmeyer imersos em 1000 mL de agua
destilada e, novamente, levado a autoclave a 100°_C por 30 min.

Finalizada a etapa da digestdo &cida, iniciou-se a digestdo basica, tendo sido preparado
uma solucéo bésica de 25 mL de NaOH a 1,25% e 1000 mL de &gua destilada. Foram adotados
0s mesmos procedimentos utilizados na digestdo acida. Os saquinhos com as amostras foram
colocados em um erlenmeyer, completamente, imersos na solucéo béasica e levado a autoclave
a 100°_C por 30 min. Posteriormente, os saquinhos foram enxaguados com agua destilada e
colocados em um erlenmeyer imersos em 1000mL de &gua destilada e, mais uma vez, levado a
autoclave a 100°_C por 30 min (AOAC, 2005).

Apbs ter sido retirado o erlenmeyer da autoclave, removeu-se a dgua destilada e os
saquinhos foram totalmente submersos em acetona e expostos a temperatura ambiente para
secagem. Posteriormente, os saquinhos foram levados a estufa com circulacéo de ar a 105° C
por 2 horas e, em seguida, pesados.

Para obtenc&o dos valores de fibra bruta, fez-se necessario calcular a massa das amostras
em base Umida e em base seca e determinado o total de fibra bruta, segundo a equac&o:

% Fibra Bruta = (Pqg - Ps) x 100 Equacdo (5)

Mamida

Em que:

Pdg = Peso da amostra apds digestdo e com saquinho
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Ps = Peso do saquinho

Mumida = Massa da amostra em base Umida

3.6.5. Carboidrato

O teor de carboidratos totais presente nas diferentes formulagdes foi determinado pela
diferenca, subtraindo-se de 100 os valores encontrados para umidade, teor de proteina, teor de
lipidios e teor de fibras, conforme método 986.25 (AOAC, 2005). Os valores de carboidratos
foram obtidos pela seguinte equagéo:
% CHO =100 - % Umidade - % Proteina - % lipideo - % Fibra Equacéo (6)

3.7 Caracterizacgao da viabilidade e sobrevivéncia de |. plantarum durante o

armazenamento

3.7.1 Andlise da viabilidade e sobrevivéncia

A viabilidade de L. plantarum foi determinada antes e ap6s a liofilizacdo, e também
durante o periodo de armazenamento (7, 14, 21, 28 e 120 dias).

Para as amostras néo liofilizadas foram utilizados 100 pL da suspensdo de células, que
foram diluidas seriadamente até a dilui¢do -10 em 900 L de solucdo salina 0,85%. As diluicdes
10 a 1020 foram selecionadas para serem plaqueadas em placas de Petri contendo meio de
cultura dgar MRS, pela técnica Drop Plate. Apos plaqueamento, as placas foram incubadas em
estufa a 37° C por 18 horas e feito a contagem ap6s 48 horas. O nimero de Unidades
Formadoras de Colénias (UFC) foi determinado apds o periodo de incubagdo e expressos em
log UFC/mL.

As amostras ap0s a liofilizacao e as armazenadas a 25° C foram reconstituidas em 1 mL
de solucéo salina 0,85% e, em seguida, homogeneizada gentilmente. As amostras ficaram por
15 minutos a 25° C para que houvesse a recuperacao das células. Posteriormente, seguiu-se 0
procedimento de diluicdo, plagueamento, incubagdo e contagem das placas, conforme descrito
anteriormente.

Para avaliar o efeito do tempo de armazenamento (7, 14, 21, 28 e 120 dias) na

sobrevivéncia de L. plantarum o percentual de sobrevivéncia foi calculado usando a Equacéo

(7):

S (%) = logUFC x Ne/logUFC Nox 100
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Em que:
S = percentual de sobrevivéncia;
Nr = namero final (para cada tempo de armazenamento) da contagem de UFC;

No = numero inicial (apds a liofilizacdo) da contagem de UFC.

3.8 Sobrevivéncia de L. plantarum nas diferentes formulacdes liofilizadas apds
exposicao as condi¢bes simuladas in vitro do trato gastrointestinal

A andlise da viabilidade do L. plantarum em cada formulacéo foi determinada: (i) antes
da exposicdo ao suco gastrico e intestinal, (ii) ap6s exposicdo ao suco gastrico, (iii) apos
exposicdo ao suco intestinal e (iv) ap0s exposicdo ao suco gastrico e intestinal em condicdes

sucessivas.

(i) Amostras antes da exposi¢éo ao suco gastrico e intestinal

Para as amostras analisadas antes da exposicdo ao suco gastrico e intestinal,
primeiramente, reconstitui-se as a mostras em 1_mL de solucdo salina 0,85% e, em seguida
homogeneizou-se gentilmente. Aliquotas de 200 L da suspenséo de células foram transferidas
para microtubos de capacidade de 1,5 m e submetidas a centrifugacdo (2.655 x g, 4° C, 10
minutos). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células formado foi lavado
com solucdo salina 0,85% e, imediatamente, homogeneizado em um agitador de tubos.
Novamente, a suspensdo de células foi centrifugada e posteriormente lavada, nas mesmas
condicGes mencionadas anteriormente. Em seguida, foram diluidas seriadamente até a diluicdo
-8 em 200 pL de solucgdo salina 0,85%. O plagueamento foi feito nas dilui¢des (-1 até --8) em
placas de Petri contendo meio de cultura agar MRS, pela técnica Drop Plate. Apos
plagueamento, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37° C por 48 horas e
realizado a contagem ap6s 48 horas. O nimero de UFC foi determinado ap6s o periodo de
incubacéo, expressos em log UFC/mL.

(ii) Suco gastrico

O suco gastrico sintético foi preparado de acordo com o protocolo de Bautista-Gallego
et al. (2013), com modifica¢bes. O suco gastrico foi preparado com NaCl (0,205 g/l), KoHPO4
(0,06 g/l), KCI (0,037 g/l) e agua destilada. O pH foi ajustado para 2,0 com HCI 1 M e
posteriormente, a solucdo foi autoclavada a 121° C por 15 minutos. Para a condugdo das

analises a solucao tampao foi dividida em trés partes iguais (33 mL) e no dia da realizagdo dos
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experimentos foi adicionada a solugédo de pepsina (5 pL/50 mL) (Dindmica®, Indaiatuba, SP,
Brasil) e lisozima (50 pL/50 mL) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO).

Primeiramente, reconstitui-se as amostras em 1 _mL de solucdo salina 0,85% e, em
seguida, homogeneizou-se gentilmente. Transferiu-se aliquotas de 200 pL da suspenséo de
celulas para microtubos de capacidade de 1,5 mL e adicionou- se 200 pL de suco géstrico.
Incubou-se em estufa bacteriologica a 37° C por 90 min. Posteriormente, submeteu-se a
centrifugacdo (2.655 x g, 4° C, 10 minutos), em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
pellet de células formado foi lavado com solucdo salina 0,85% e, imediatamente,
homogeneizado em um agitador de tubos. Novamente, a suspensao de células foi centrifugada
e posteriormente lavada, nas mesmas condi¢cbes mencionadas anteriormente. Em seguida,
foram diluidas seriadamente até a dilui¢do -8 em 200 uL de solucéo salina 0,85%. Foi feito o
plagueamento das diluicdes (-1 até --8) em placas de Petri contendo meio de cultura 4gar MRS,
pela técnica Drop Plate. Ap6s plaqueamento, as placas foram incubadas em estufa a 37° C por
48 horas e realizado a contagem apds 48 horas. O nimero de UFC foi determinado ap6s o

periodo de incubacdo, expressos em log UFC/mL.

(iii) Suco intestinal

O suco intestinal foi preparado com fosfato de sodio dibasico heptahidratado (5,081
g/L), NaCl (0,85 g/L) e &gua destilada. Adicionou-se a solu¢do sais biliares (0,3 g/L) (Sigma-
Aldrich®) e o pH da solucdo foi ajustado para 8,0 com auxilio de solucdo de NaOH 1M.
Posteriormente, a solucdo foi autoclavada a 121-° C por 15 minutos. Para a conducdo das
analises, o suco intestinal foi dividido em trés partes iguais (33 mL) e no dia da realizacdo dos
experimentos foi adicionada a solugdo de pancreatina (500 pL/50mL) (marca Sigma-
Aldrich®). Primeiramente, reconstitui-se as amostras em 1mL de solucdo salina 0,85%,
homogeneizando-se gentilmente. Transferiu-se aliquotas de 200 pL da suspensdo de células
para microtubos de capacidade de 1,5 mL, adicionou- se 200 pL de suco intestinal e foram
incubadas em estufa bacteriol6gica a 37° C por 90 minutos. Posteriormente, submeteu-se a
centrifugagdo (2.655 x g, 4° C, 10 minutos), em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
pellet de células formado foi lavado com solucdo salina 0,85% e, imediatamente,
homogeneizado em um agitador de tubos. Novamente, a suspensdo de células foi centrifugada
e posteriormente lavada, nas mesmas condi¢cdes mencionadas anteriormente. Em seguida,
foram diluidas seriadamente até a diluicdo -8 em 100 pL de solucdo salina 0,85%. O
plaqueamento foi feito nas diluigdes (-1 até --8) em placas de Petri contendo meio de cultura

agar MRS, pela técnica Drop Plate. Apos plaqueamento, as placas foram incubadas em estufa
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a 37° C por 48 horas e realizado a contagem ap0s 48 horas. O nimero de UFC foi determinado

apos o periodo de incubacdo, expressos em log UFC/mL.

(iv) Exposicéo sucessiva (suco gastrico e intestinal)

O procedimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita nos itens (ii) e (iii),
exceto que apds a exposicdo ao suco gastrico por 90 min, nao foi feito a lavagem da suspenséo
de células, sendo feita a lavagem, apOs as amostras terem sido também expostas ao suco

intestinal por 90 min. Os resultados foram expressos em log UFC/mL.

3.9 Determinacéo da atividade antimicrobiana das formulacdes liofilizadas

A atividade antimicrobiana das formulacGes foi realizada pelo método de atividade
diferida (TAGG et al., 1976).

A atividade antimicrobiana das formulacBes foi avaliada nas seguintes bactérias
patogénicas: Salmonella ATCC 700623, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 27626.

Primeiramente, ativou-se as culturas estoque a --80° C dos patégenos Salmonella, E.
coli e S. aureus. Inoculou-se aliquotas de 100 pL de cada suspensdo de células em 5 mL de
meio de cultura caldo LB e incubou-se em estufa bacterioldgica a 37°_C por 24 horas. Em
seguida, as culturas ativas foram estriadas em Placa de Petri contendo agar LB e imediatamente
as placas foram incubadas a 37-° C por 48 horas. Apos a confirmacdo da pureza das culturas,
inoculou-se em 5 mL caldo LB e, imediatamente, foi incubada a 37° C por aproximadamente
24 horas. Posteriormente, as amostras liofilizadas, armazenadas ha 12 dias, foram reconstituidas
em 1 mL de solucdo salina 0,85% e homogeneizadas gentilmente. Em seguida, inoculou-se 5
uL de cada amostra no centro da placa contendo agar MRS e incubou-se em estufa a 37°_C por
24 horas. No dia seguinte, adicionou-se 200 uL das culturas ativas dos patdgenos em 15 mL do
meio agar LB semissolido. Posteriormente, verteu-se 0 meio LB semissélido nas placas
contendo agar MRS, com os tratamentos das formulagdes apds incubacdo. Incubou-se as placas
agar MRS, em estufa a 37°_C por 48 horas e, em seguida, mediu-se o halo de inibicdo (mm)
formado com auxilio de uma régua, medindo a distancia do diametro do halo de inibigéo
formado, tendo sido descontado o didmetro da microgota (MA et al., 2020).

3.10 Determinacéo da capacidade antioxidante
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3.10.1 Preparo dos extratos

As amostras de bebida de araticum liofilizadas foram reconstituidas em 2 mL de metanol
(50:50 v/v); homogeneizadas, a temperatura ambiente por 1 hora em agitador basculante. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 21.000 x g, 4° C por 15 min, e o sobrenadante
recolhido (sobrenadante 1). O pellet foi solubilizado em 2 mL de acetona (70:30 v/v),
homogeneizado por 1_hora a temperatura ambiente, centrifugado a 21.000 x g, 4° C por 15 min
e o0 sobrenadante 2 foi recolhido. Os extratos de metanol e acetona (sobrenadantes 1 e 2) foram
combinados e o volume final ajustado para 5 mL com agua milliQ (LARRAURI, RUPEREZ E
SAURA CALIXTO, 1997), armazenadas a -80° C (modelo MDF U54VC, Sanyo, lllinois,
Estados Unidos) para posterior determinacéo do potencial antioxidante.

3.10.2 Determinacéo da capacidade de eliminacdo de radicais livres (DPPH?*)

A atividade de eliminag@o do radical DPPHe foi determinada de acordo com protocolo
descrito por Cheng; Moore e Yu (2006), com modifica¢Ges. O sistema reacional era composto
por: 10 a 50 pL dos extratos das bebidas sendo o volume final de amostra completado para 100
pL com etanol e 100 pL de DPPH® 0,208 mmol/L (Sigma Aldrich, St. Louis, MO).
Posteriormente, a placa era agitada por 3 segundos e a absorbancia determinada a 515 nm a
cada 1 min, durante 40 min (SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular
Devices, Sunnyvale, California, USA). Para cada amostra analisada foi feita uma reagédo
denominada branco especifico, onde o volume da solucdo de DPPH* foi substituido por etanol
e para cada experimento foi feita uma reacdo denominada branco total na qual o volume de
amostra foi substituido por etanol e uma reacéo controle contendo 100 L de etanol e 100 pL
de DPPH*® 0,208 mmol/L. Uma curva padrdo de 0 — 40 umol/L de &cido 6 hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (TROLOX, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) foi
construida e o potencial antioxidante das amostras determinado de acordo com a férmula
descrita abaixo e expressos como micromoles de equivalentes de Trolox /grama de bebida
liofilizada (UM TE/ g bebida).

DRSC = AUC amostra/AUC TROLOX x [amostra] / [TROLOX]
Onde: DRSC = capacidade de eliminacdo do radical DPPH® e AUC: area abaixo da curva.

3.10.3 Determinacéo da capacidade redutora de ferro (FRAP)
A capacidade antioxidante das amostras de bebidas de araticum liofilizadas foi

determina da utilizando o ensaio FRAP, segundo metodo descrito por Benzie & Strain, 1996.
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O reagente FRAP foi preparado a partir de tampéo acetato 0,3 mol/L (pH 3,6), 2,4,6-Tris (2-
piridil) -s-triazina (TPTZ) 10 mmol/L em HCI 40 mmol/L e 1 FeCl3 20 mmol/L (Sigma Aldrich,
Sédo Paulo, Brasil), na proporcao 10:1:1 (v/v/v), e foi mantido em banho-maria a 37° C /30 min,
antes de ser adicionado a reacdo. A cada reacdo foram adicionados 180 uL do reagente FRAP,
10 pL de amostra) e 14 pL agua MilliQ, a microplaca foi agitada e a absorb&ncia monitorada a
593 nm por 10 min em espectrofluorimetro (SpectraMax M Serie Multi-Mode Microplate
Readers, San Jose, California). A capa-cidade antioxidante das amostras foi expressa em
equivalente de TROLOX, utilizando uma curva padrdo de é&cido 6 hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxilico (TROLOX) nas concentracdes de 0 — 1500 pumol/L.

3.11 Anélise estatistica dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram
apresentados como média + erro padrdo. A analise de variancia (ANOVA), e o teste de Tukey
foram usados para calcular diferencas significativas em p<0:,05. Os dados analisados em
intervalos de tempo de armazenamento também foram submetidos a andlise de regressédo
(exceto o da determinacdo da atividade antioxidante). As analises foram realizadas usando o
software SAS (SAS Institute Inc., Cary NC, versdo 9.4).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao centesimal das formulacdes
A composicdo centesimal das formulacdes a base de leite e com adic¢do de diferentes

percentuais de polpa de araticum é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo centesimal das formulacdes a base leite e com adicdo de polpa de
araticum

Formulagdes®

Variaveis C F1 F2 F3 P-valor
Umidade 91,10+0,07b 91,44+0,07a 90,39+0,07c 89,57+0,07d <.0001
Carboidratos 259+0,32b 294+032bc 396+0,32¢c 5,00+0,32a <.0001
Proteinas 460+0,30a 4,12+0,30a 430+0,30a 3,78+ 0,30 a <.0001
Lipidios 044+005ab 054+005a 030+0,05b 0,36+0,05b <.0001
Fibra bruta <.0001
Cinzas 0,18+ 0,16 a 0,77+0,16 a 0,94+0,16 a 0,94 +0,16 a <.0001

FormulagGes®: C: 100% LDR; F1: 95% LDR +5% araticum; F2: 90% LDR+10% araticum; F3: 85% LDR+15%
araticum. Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
5% de probabilidade; n = trés repeticdes.

Em relacdo ao teor de umidade, observou-se que a medida em que se aumentava o
percentual de polpa de araticum reduzia-se significativamente (p<0,05) o teor de umidade. Esta
reducdo de umidade esta associada com a menor disponibilidade de agua livre que as
formulacdes passam a apresentar a medida que aumenta o percentual de polpa de araticum.

O teor de carboidratos das formulacGes também foi afetado pela adicdo de polpa de
araticum. Assim, quanto maior o percentual de polpa adicionado maior o teor de carboidratos
obtido, sendo a formulacdo elaborada com 15% de polpa de araticum a que apresentou
significativamente (p<0,05) maior percentual de carboidratos. O araticum, como as demais
frutas, apresenta alto teor de carboidratos. Arruda et al. (2019) obtiveram um percentual de
18,65% de carboidratos em polpa de araticum congelada. Damiani et al. (2011) obteve 24,55%
de carboidratos em polpa fresca de araticum.

Com relacdo ao teor de proteinas das formulacdes ja era esperado que seria a variavel
gue apresentaria maiores valores, pelo fato de o leite ser uma fonte de proteinas. Observou-se

que estatisticamente as formulagGes ndo apresentaram diferencga significativa (p>0,05) em
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relacdo ao teor de proteinas. Este resultado procede, tendo em vista que as frutas ndo séo
consideradas fontes de proteinas (RODRIGUEZ et al., 2020), o que ndo contribui para o
aumento do teor de proteinas. Evangelista et al. (2018) encontraram 1,7% de proteina na polpa
de araticum. Observou-se, que o aumento de polpa de adicionada as formulacdes ocasionava
reducdo do teor de proteinas e tal reducdo ndo foi considerada estatisticamente significativa.

As formulagdes por terem sido elaboradas com leite desnatado ja era esperado o0 baixo
teor de lipidios obtidos. Além disso, a adicdo de polpa de araticum ndo contribuiu com o
aumento do teor de lipidios, tendo em vista que frutas em geral ndo sdo fontes de lipidios.
Arruda et al. (2019) encontraram 3,78% em polpa de araticum congelada. O mesmo percentual
também foi obtido por Evangelista et al. (2018). J& Damiani et al. (2011) obteve um menor
percentual de lipidios (2,36%) em polpa de araticum fresca. No entanto, pequenas variacdes no
teor de lipidios nas formulacdes foram observadas e tais variacdes sdo consideradas
estatisticamente significativas.

Nas quatros formulagfes ndo foi possivel detectar a presenca de fibra bruta. Em geral,
dentre os tipos de fibra presente em frutas, a fibra bruta € a € que encontrada em menor
percentual. Silva et al. (2017) analisaram o teor de fibra bruta da fruta araticum e encontraram
4% de fibra bruta. Este resultado demonstra que o teor de fibra bruta do araticum é baixo e pode
ser explicado pela utilizacdo de menores percentuais de polpa, no preparo das formulagdes (F1,
F2 e F3). Tal fato pode ter contribuido para ndo deteccédo de valores de fibra bruta.

O araticum é uma fruta fibrosa, em que outros tipos de fibras sdo encontrados em
maiores percentuais. Evangelista et al. (2018) analisaram a polpa de araticum, e encontraram
21,62% de fibra alimentar total, sendo 16,03% de fibra alimentar insoltvel e 5,59% de fibra
alimentar soltvel. Corréa et al. (2011) analisaram polpa de araticum liofilizada e encontraram
20,23 ¢/100 g de fibra total, sendo 11,47 g/100g de fibra soltvel e 8,76 g/ 100 g de fibra
insolavel.

Além disso, as formulacdes contendo araticum foram coadas em voil, o que pode ter
ocasionado retencdo de fibras, podendo ser considerado uns dos fatores responsaveis pela nao
deteccdo de fibra bruta nas formulagdes.

Em relacdo ao teor de cinzas, estatisticamente as formulagcbes ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre si, apesar de observamos um aumento do percentual de

cinzas a medida que aumenta o percentual de polpa de araticum adicionado.

4.2 Viabilidade e sobrevivéncia de I. plantarum nas formulagdes liofilizadas

durante o armazenamento
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A viabilidade de L. plantarum nas formulagdes liofilizadas a base de leite e diferentes

percentuais de araticum foram avaliadas durante 120 dias de armazenamento a 25°_C (Tabela

2).
Tabela 2. Viabilidade e sobrevivéncia de L. plantarum nas formulacgdes liofilizadas durante o
armazenamento
Andlises Tempo Formulacges?
(dias) C F1 F2 F3
0 10,39+0,86a 1042+086a 1048+086a 10,28+086a
1050+0,33a  1045+033a 9,70+0,33ab  9,30+0,33b
Viabilidade (Log UFC mL") 14 1051+054a 10,44+054a 9,76+0,54a 9,57+0,54a
21 10,20+0,65a 10,19+065a 9,53+0,65a 9,58 + 0,65 a
28 10,31+0,49a 9,98+049a 9,27+049a 9,61+049a
120 9,48+0,02a 7,45+0,02b  7,28+0,02¢ 7,37+0,02b
0 100,00 +2,23a 100,00 +2,23a 100,00 +2,23a 100,00 + 2,23 a
7 100,00 +223a 99,87+223a 9256+223ab 90,49+2,23 b
Sobrevivéncia (%) 14 100,00 +2,80a 99,96+280a 93,15+280ab 92,87 +2,80ab
21 97,25+3,07a 97,39+307a 90,89+307ab 92,87+3,07b
28 9855+3,22a 9570+322a 8840+322b  93,47+322ab
120 91,21+3,30a 7148+330c  69,44+330c  71,72+3,30c

Formulag@es®: C: 100% LDR; F1: 95% LDR +5% de araticum; F2: 90% LDR+10% de araticum; F3: 85% LDR+15%
de araticum. Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade; n = trés repeticdes.

As quatro formulacdes apresentaram antes da liofilizagdo uma populagédo de L.
plantarum de aproximadamente 10 unidades logaritmicas. Nas quatros formulacbes, apos a
liofilizacdo, ndo se observou diferenca significativa (p>0-,05) na viabilidade de L. plantarum
mantendo a viabilidade na escala 10 unidades logaritmicas (Tabela 2). Este resultado demonstra
que a adicdo de polpa de araticum nas formulag¢Ges ndao causou decréscimo na viabilidade de L.
plantarum apos a liofilizacdo.

No entanto, ao longo do armazenamento observou-se reducdo ndo significativa
(p>0-,05) nas formulagdes com polpa de araticum (F1, F2 e F3), sendo F1 a formulacdo que
obteve menor reducao (p<0,05) durante 21 dias de armazenamento (0,23 ciclos de log). Ja F2
foi a formulacdo que apresentou maior reducdo (3,2 ciclos log) em relacdo as demais
formulagGes, durante 120 dias de armazenamento, indicando que suplementacdo com polpa de

araticum néo protegeu 0 micro-organismo durante o armazenamento.

Barbosa et al. (2015) também n&o observaram reducdo da viabilidade das estirpes
Lactobacillus plantarum 299v e Pediococcus acidilactici HA-6111-2 em suco de laranja em p6
obtido pelo processo de liofilizagdo. Ja Araujo et al. (2020) observaram que as estirpes
probioticas Lactobacillus casei L-26 e Lactobacillus acidophilus LA-05 liofilizadas em
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matrizes alimentares constituidas de coprodutos do processamento industrial de frutas tropicais
(acerola, caju e goiaba) apresentaram reducdo na viabilidade de proximamente uma unidade
logaritmica apos a liofilizacdo.

Com 120 dias de armazenamento as quatros formulacdes apresentaram reducdo na
viabilidade e sobrevivéncia. No entanto, a viabilidade de L. plantarum na formulacgdo contendo
somente leite (controle) foi significativamente (p<0-,05) maior do que nas demais formulagdes
suplementadas com polpa de araticum. Tais resultados corroboraram com o estudo de Morgan
et al. (2006), que analisou a viabilidade de culturas liofilizadas de L. plantarum, durante 150
dias de armazenamento. Foram utilizados leite desnatado, caseina e soro de leite, como
crioprotetores, durante a liofilizacdo e armazenamento, sendo o leite desnatado apontado como
o melhor efeito protetor. O efeito protetor do leite desnatado ja foi relatado em alguns estudos
(VINDEROLA, 2019; JAGANNATH, 2010; MORGAN, 2006).

A reducdo da viabilidade de L. plantarum na formulagdo contendo apenas leite foi de
aproximadamente 1 unidade logaritmica, enquanto nas formulac@es suplementadas com polpa
de araticum foi de aproximadamente 3 unidades logaritmicas. O araticum é uma fruta que
contém uma gama de substancias bioativas que além de apresentar atividade antioxidante
também pode apresentar atividade antimicrobiana (ARRUDA et al., 2019). E provével que tais
substancias bioativas possam ter uma relacdo com a maior reducdo da viabilidade nas
formulagdes suplementas com a polpa.

Aradjo et al. (2020) observaram uma reducao em torno de 4 a 8 unidades logaritmicas
na viabilidade das estirpes liofilizadas em coprodutos do processamento industrial de frutas
tropicais (acerola, caju e goiaba) apds 90 dias de armazenamento a 25° C. Tal reducdo na
viabilidade comprometeu a funcionalidade do produto em pé pois, a populacdo das duas estirpes
foi inferior ao limite minimo recomendado para um produto ser considerado probiético. Os
estudos com sucos de frutas probi6ticos em pé obtidos pelo processo de liofilizacdo sdo bem
escassos. No entanto, os poucos estudos disponiveis na literatura demonstram o desafio em
manter a viabilidade de probi6ticos em suco de frutas em poé.

Apos liofilizacdo, todas as formulagfes apresentaram 100% de sobrevivéncia. Houve
decréscimo significativo (p-<-0,05) nas taxas de sobrevivéncia em todas as formulagdes, com o
prolongamento do periodo de armazenamento. No entanto, a diminui¢do nos primeiros 120
dias de armazenamento foi a mais proeminente, com uma reducao de 30,56% de sobrevivéncia
na formulacdo F2. A menor reducgdo da sobrevivéncia foi observada na formulacéo elaborada
apenas com leite desnatado (8,79%), seguida de F1 (28,52%), F2 (30,56%) e F3 (28,28%).
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Observou-se que em todas as formulagfes a populagéo de L. plantarum apresentou
decréscimo ao longo do periodo de armazenamento que é descrito pela equacéo de primeiro

grau (Figura 1 e Tabela 3).
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Figura 1. Estabilidade de L. plantarum SBR 64.7 durante o0 armazenamento (0, 7, 14, 21, 28 e
120 dias) a 25° C.

Tabela 3. EquacBes de regressdo, valor R? e erro padrdo da média da viabilidade de L.
plantarum nas formulacdes durante o armazenamento de 120 dias

FormulacGes* Equacbes R? EPM
C ¥ =10,4981 - 0,0084x 0,93 0,11
F1 ¥ =10,6553 — 0,0263x 0,98 0,15
F2 ¥ =10,9556 — 0,0240x 0,96 0,24
F3 ¥=9,9612 10,0214 0,91 0,33

Formulagdes': C: 100% LDR; F1: 95% LDR +5% de araticum; F2: 90%
LDR+10% de araticum; F3: 85% LDR+15% de araticum. Médias seguidas
de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade; n = trés repeticGes. EPM: Erro Padréo
da Média.

O valor de R? para todas as formulagdes foi superior a 0,90 o que demonstra que 0

modelo linear foi bem ajustado.

Observou-se que F1 foi a formulagio que apresentou maior valor de R? (0,98),
indicando-nos que a suplementagdo com 5% de polpa de araticum parece ter sido a que mais

protegeu 0 micro-organismo. No entanto, ndo é possivel afirmar que a adi¢do de polpa de
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araticum foi o Unico fator responsavel a manter a viabilidade da estirpe L.plantarum SBR 64-7
durante o0 armazenamento, haja visto ndo ter havido controle de outros fatores extrinsecos

responsaveis pela manutencdo da estabilidade do micro-organismo.

Segundo Broeckx et al. (2016), os probioticos devem ser protegidos ndo apenas durante
0 processo de liofilizacdo, mas também durante o armazenamento. Estes mesmos autores ainda
afirmam que, juntamente com o tipo de protetor usado durante a liofilizacdo outros fatores
devem ser levados em consideracdo durante o armazenamento, como por exemplo, a umidade

residual do pd, o nivel de oxigénio atmosférico, umidade relativa e temperatura.

Jofré et al. (2015) observaram que em 39 semanas de armazenamento a 4° C as estirpes
probidtica (Lactobacillus casei/paracasei CTC1677, Lactobacillus casei/paracasei CTC1678
e Lactobacillus rhamnosus CTC1679) desidratadas somente em leite ou suplementadas com
trealose ou lactose apresentaram menores reducdes na viabilidade em relacdo as armazenadas
a 22° C. Na temperatura de 4° C a reducdo da viabilidade foi apenas de 0,9 unidades
logaritmicas, enquanto uma perda méaxima de 8 unidades logaritmicas foi observada quando
armazenadas a 22° C. No caso da estirpe L. plantarum SBR64.7 0 armazenamento a 25° C por
120 dias (16 semanas) pode ser considerado uns dos fatores que levaram ao decréscimo da
viabilidade durante o armazenamento. Broeckx et al. (2016) reforcam que os produtos
liofilizados precisam ser armazenados abaixo da temperatura de transicdo vitrea, onde podem
manter um estado vitreo. No entanto, em alguns paises, como no Brasil, os suplementos
probioticos sdo comercializados a temperatura ambiente.

Além da temperatura de armazenamento, a atividade de agua (aw) de amostras
liofilizadas é considerado outro fator a afetar a estabilidade dos probidticos durante o
armazenamento. Embora nesse estudo nao tenhamos avaliado a aw das formulagdes é provavel
que apresentem valores de aw distintos, visto que se trata de formulagdes distintas que foram
submetidas ao mesmo tempo de liofilizacdo. De acordo com Aschenbrenner et al. (2012), a taxa
de inativacdo dos probidticos € maior com o aumento da aw e temperatura. Zayed & Ro0ss
(2004) observaram que o armazenamento de Lactobacillus salivarius subsp. salivarius UCC
500 na forma liofilizada em umidades de 2,8% e 5,6% apresentaram resultados de viabilidade
mais altos do que os pds armazenados a uma umidade relativa de 8,8%. Como a agua pode atuar
como plastificante, tal condi¢do podera diminuir a temperatura de transicéo vitrea, limitando a
estabilidade do armazenamento (BROECKX et al., 2016).

O nivel de oxigénio durante o armazenamento também é outro fator que esta envolvido

com a perda de viabilidade. As formulagdes contendo L. plantarum foram armazenadas em
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frascos de vidro que foram vedados com tampa de borracha e lacre de aluminio. Embora este
cuidado tenha sido tomado no experimento, o nivel de oxigénio ndo foi controlado na estufa
onde os frascos foram armazenados. Tal condicdo também pode estar associada com o
decréscimo de viabilidade de L. plantarum durante o armazenamento. KurtMann et al. (2009)
verificaram que Lactobacillus acidophilus La-5, na forma liofilizada, quando armazenado em
baixos niveis de oxigénio (< 4%) a viabilidade foi maior do que quando esta cepa foi

armazenada em niveis de oxigénio atmosférico.

4.3. Viabilidade e sobrevivéncia de L. plantarum nas diferentes formulagdes ap6s

exposicao as condicdes do trato gastrointestinal in vitro.

A viabilidade e sobrevivéncia de L. plantarum nas quatro formulac@es liofilizadas foi

avaliada ap0s exposicdo as condi¢des simuladas in vitro do trato gastrointestinal (Tabela 4).

Tabela 4 — Viabilidade e sobrevivéncia de L. plantarum SBR 64.7 nas diferentes formulacdes
apos exposicdo as condicdes do trato gastrointestinal in vitro.

Tratamentos
Analises FormulagGes® Sucessivo
Suco gastrico (JG)  Suco intestinal (JI) (JG +JI)
C 9,30 + 0,09 a 9,02+0,09b 9,02+0,09b
Viabilidade (Log UFC F1 9,28 +0,09 a 9,11 +0,09 a 8,57+0,09b
mL") F2 9,54 +0,09 a 8,93 + 0,09 b 8,51+0,09 ¢
F3 8,98 +0,09a 8,77 + 0,09 bc 8,563+0,09¢c
C 99,75+ 1,11a 96,96+ 1,11b 96,88 + 1,11 ab
s F1 99,24+111a 98,38+ 1,11a 9259+111b
Sobrevivéncia (%)
F2 100,00 +1,11a 98,38+ 1,11a 9353+1,11b
F3 9786+111a 95,59 +111ab 9321+111hb
Formulages®: C:100% LDR; F1: 95% LDR +5% de araticum; F2: 90% LDR+10% araticum; F3: 85% LDR+15%
de araticum. Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste

Tukey a 5% de probabilidade; n = trés repeticdes.

Observa-se que todas as formula¢des quando submetidas aos tratamentos (suco gastrico,
suco intestinal e sucessivo) apresentaram reducdo da viabilidade, em relagédo ao controle,
inferior a uma unidade logaritmica. Este resultado demonstra que a polpa de araticum nédo
comprometeu a viabilidade de L. plantarum apos exposicao as condi¢fes simuladas in vitro do
trato gastrointestinal.

Estatisticamente, a tolerdncia de L. plantarum nas quatro formulages foi
significativamente maior (p<0-,05) no tratamento com suco gastrico, seguido do suco intestinal

e sucessivo. O percentual de sobrevivéncia demonstrou comportamento similar a viabilidade.
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Leandro et al. (2021) observaram que L. plantarum SBR64.7 na forma de cultura fresca
em solucdo salina 0.85% apresentou decréscimo de viabilidade de uma unidade logaritmica
apos exposicdo ao suco gastrico por 3 horas. O mesmo comportamento também foi observado
quando L. plantarum SBR64.7 foi exposto ao suco intestinal por 4 horas. Este resultado
demonstra que esta estirpe apresenta uma tolerancia intrinseca ao suco gastrico e intestinal.

Em algumas estirpes de bactérias lacticas, a tolerdncia as condigdes &cidas esta
associada com a presenca de mecanismos que incluem bombas de prétons, producdo de
substancias alcalinas no citoplasma, alteracées na membrana celular e protecdo ou reparo de
macromoléculas (WU et al., 2013). Hung et al. (2016) verificaram que Lactobacillus plantarum
ZDY2023 quando exposto em condigdes acidas passou a exibir uma estratégia de adaptacao
complexa para lidar com o estresse acido, alterando a biossintese de acidos graxos, regulando
o nivel de transcricdo de genes associados a glicolise e bombas de protons, produzindo
substancias alcalinas e melhorando a precisdo translacional e o dobramento de proteinas, bem
como modulando redes de regulagio transcricional. E possivel que a tolerancia intrinseca de L.
plantarum SBR64.7 ao suco gastrico esteja associada a pelo menos um desses mecanismos
observados em L. plantarum ZDY2023.

Os sais biliares fazem parte do suco intestinal e a resisténcia dos probioticos aos sais
biliares é critica para sua sobrevivéncia no trato intestinal. A hidrolise de sais biliares catalisa
a desconjugacéo de sais biliares conjugados e acredita-se que esteja envolvida na resisténcia
aos sais biliares (WANG et al., 2021). Esses mesmos autores observaram que a presenca dos
genes bsh 1 e bsh 3, envolvidos na hidrélise de sais biliares, sdo necessarios para tolerancia de
Lactobacillus plantarum AR113 aos sais biliares. Leandro et al. (2021) ndo observaram em L.
plantarum SBR64.7 atividade da enzima hidrolase de sais biliares em meio de cultura. A anélise

molecular sera necessaria para verificar se realmente essa estirpe nao apresenta genes bsh.

4.4 Atividade antimicrobiana das formulacdes liofilizadas
As quatro formulages liofilizadas contendo L. plantarum foram avaliadas no 14° dia
de armazenamento quanto a atividade antimicrobiana contra as bactérias patogénicas E. coli, S.

aureus e Salmonella (Figura 2).
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Figura 2. Atividade antimicrobiana das formulaces liofilizadas contendo L. plantarum SBR
64.7 contra as bactérias E. coli, S. aureus e Salmonella

Observou-se que o tipo de formulacdo nédo afetou de forma significativa (p<0-,05) o
didmetro do halo de inibicdo nas trés bactérias patogénicas (Figura 2 a). Este resultado foi
importante para demonstrar que a adicdo de polpa de araticum nas formulagbes néo
comprometeu a funcionalidade de L. plantarum com relacéo a atividade antimicrobiana.

Observa-se que independente da bactéria patogénica as formulacdes ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0-,05) com relagcéo ao diametro do halo de inibicdo (Figura 2 b).

Leandro et al. (2020) avaliaram a atividade antimicrobiana de L. plantarum SBR64.7,
como cultura fresca, e os resultados obtidos foram similares aos obtidos neste estudo. Este
resultado demostra que a cultura no 14° dia de armazenamento ndo apresenta atividade
antimicrobiana comprometida devido a adic¢do de polpa de araticum. Além disso, este resultado
demonstra que a estirpe apresenta tolerancia ao processo de liofilizagéo.

As bactérias lacticas durante o crescimento liberam varias substancias com acao
antimicrobiana, tais como, &cido lactico, acético e em algumas estirpes é observada a liberacéo
de peroxido de hidrogénio e bacteriocina (LEROY & DE VUYST, 2004). A manutenc¢do desta
funcionalidade é muito importante em formulaces liofilizadas destinadas ao consumo humano
ou animal pois, tal atividade € necessaria para 0s probidticos se estabelecerem na mucosa

intestinal para que possam proporcionar beneficios ao hospedeiro.

4.5. Atividade antioxidante das formulagoes liofilizadas
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As formulag6es liofilizadas a base de leite e polpa de araticum foram analisadas quanto
a atividade antioxidante pelos métodos DPPH® e FRAP (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade antioxidante de formulaces liofilizadas a base de leite e com adicdo de
polpa de araticum durante o periodo de armazenamento

Formulagges’ arrrTaegr?;)n?:nto RDSC pmol TI??P(ELHOX/mL bebida  (umol TROFL%A;(P/mL bebida
(dias) liofilizada liofilizada)
0 2297,96 + 650,71 ¢ 0,490 + 0,014 a
F1 14 2920,65 + 568,34 a 0,539 + 0,097 a
28 249292 + 586,75 b 0,477 +0,087 a
0 5051,60 + 404,50 ¢ 0,890 + 0,090 a
F2 14 5206,35 + 276,05 b 0,920 + 0,034 a
28 5313,36 + 290,56 a 0,932 +0,153 a
0 6088,51 + 883,42 ¢ 1,097 + 0,184 a
F3 14 6180,64 + 1006,07 b 1,075 + 0,044 a
28 6274,97 + 44550 a 1,165 + 0,080 a

Formulagdes®: F1: 95% LDR +5% de polpa de araticum; F2: 90% LDR+10% polpa de araticum; F3: 85%
LDR+15% de polpa araticum. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey (p>0,05); n=3.

RDSC: capacidade de eliminagéo de radicais

A adicdo de polpa de araticum ao leite aumentou o potencial antioxidante das
formulacdes liofilizadas, sendo esse aumento proporcional a concentracdo de polpa de araticum
adicionada nas formulacdes F1 (5%) e F2 (10%). O mesmo nao ocorreu com a formulagéo (F3).

E possivel que devido ao maior teor de polpa de araticum, presente em F3, e a forma de
preparo da formulacdo, em que, primeiramente, uma diluicdo da polpa de araticum foi feito em
LDR e, posteriormente, a filtracdo em voil, tenha havido maior retencdo no teor de residuo da
polpa de araticum, com consequente retencdo dos compostos bioativos da fruta. A adicdo de
15% polpa de araticum teve o maior impacto na atividade antioxidante, independentemente do
método utilizado para sua determinacéao.

A formulagédo F3 exibiu o maior valor de DPPH*® (6274,97 pmol TROLOX/mL)e FRAP
de (1,165 pmol TROLOX/mL) (Tabela 4). Por outro lado, notou-se que F1 apresentou 0 menor
valor de FRAP, o0 que ja era esperado, ja que F3 apresentava 15% de polpa de araticum,
enquanto F1 apresentava 5% e os compostos fendlicos e flavonoides presentes nas frutas sdo
considerados os principais responsaveis pela atividade antioxidante (SETHIYA et al., 2014).

Trabalhos anteriores demonstraram (ARRUDA et al., 2019; EVANGELISTA et al.,
2018; JUSTINO et al., 2016) que a polpa do araticum é rica em compostos fitoquimicos, os

quais apresentam atividade antioxidante, como carotenoides, compostos fenolicos, tocoferdis.
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E possivel que o conteido de compostos fendlicos ou compostos bioativos, presentes no
araticum, seja responsavel pela eliminacdo da maioria dos radicais livres nos ensaios FRAP e
DPPH?®. Logo, pode-se esperar que os compostos fendlicos, presentes no araticum, possam ter
sido os principais contribuinte da atividade antioxidante nas formulagoes.

De acordo com a Tabela 4, a atividade antioxidante oscilou no decorrer de 28 dias de
armazenamento, ora aumentando, ora diminuindo, a depender da formulag&o, tanto pelo método
DPPH*® como FRAP. No entanto, a maioria dos estudos (LI ZHEN-DENG et al., 2022; ZAHID
etal., 2022; GEBCZYNSKI et al., 2017), demonstraram reducéo na atividade antioxidante ao
longo do periodo de armazenamento.

Em nosso estudo, o aumento da atividade antioxidante pode ser devido a elevada
capacidade antioxidante da polpa de araticum, associado ao leite desnatado reconstituido a 10%,
presente nas 3 formulagdes (F1, F2 e F3), que pode ter estimulado as interacdes entre as
proteinas do leite e os componentes fendlicos, aumentando a atividade antioxidante
(TRIGUEROS et al., 2014). Segundo Trigueros et al. (2014), iogurtes enriquecidos com suco
de roma demonstraram uma tendéncia em aumentar a atividade antioxidante durante 28 dias de
armazenamento.

Outro fator importante a ser considerado foi o tempo de armazenamento, de apenas 28
dias. E possivel que, apesar de ter havido diferenca significativa (p<0,05) entre as formulagdes
ao longo do armazenamento, biologicamente, a diferenca tenha sido pequena. Haja visto, nossas
formulacBes serem liofilizadas e o micro-organismo encontrar-se inativado, com atividade
microbiana reduzida ou até mesmo interrompida (ZAHID et al., 2022). Aliado a esse fator, o
curto tempo de reconstitui¢cdo pode n&o ter ativado totalmente o micro-organismo, o que acabou
por influenciar na atividade antioxidante.

Além do curto tempo de armazenamento, ndo foram avaliados fatores extrinsecos como:
condicdes de embalagem, exposicdo a luz, umidade residual do pd, teor de oxigénio, umidade
relativa e atividade de agua, ocasionando, portanto, oscilacdo na atividade antioxidante das
formulacdes (RASCON et al., 2018; BROECKX et al., 2016; ASCHENBRENNER et al.,
2012; KURTMANN et al., 2009).

Li Zhen-Deng et al. (2022) avaliaram os efeitos de diferentes temperaturas (4, 15, 25 e
35° C), embalagem (vacuo e pressdao normal) e exposi¢cdo a luz/escuriddo em damascos
desidratados, durante 6 meses de armazenamento. Foi observado que a temperatura e o tempo
de armazenamento tiveram efeito significativo (p<0,05) na capacidade antioxidante dos

damascos secos. Apos 6 meses de armazenamento, a 25° C, observou-se reducdo de 23% para



63

DPPH® e 17% para FRAP e que mudancas de DPPH® e FRAP compartilharam tendéncias
semelhantes.

Quando comparados os meétodos de determinacdo da atividade antioxidante, algumas
diferencas podem ser observadas entre os dados, provavelmente devido a diferentes
preparacfes de amostras, extracdo e procedimentos de hidrélise (SAHINGIL, D.;
HAYALOGLU, AA, 2022).

Alothman et al. (2009), ao comparar os ensaios FRAP e DPPH*® para andlise de frutas
tropicais (banana, abacaxi e goiaba), encontraram correlacdes significativas (p<0,01), entre 0s
dois métodos, apesar de mencionar que o método FRAP é comumente usado para estudar a
capacidade antioxidante de materiais vegetais. Dessa maneira, pode-se inferir ndo ter havido
diferenca significativa (p>0,05) na analise FRAP, devido a nossas formulacGes utilizarem
percentual variavel de leite e polpa de araticum, e ndo apenas polpa de araticum.

O araticum é rico em compostos fenolicos e seus efeitos benéficos podem ser
potencializados pela acdo dos probioticos. Os efeitos estimuladores dos compostos fenélicos
nos probidticos podem estar associados as suas propriedades antioxidantes e de eliminacéo de
radicais livres. J& os maltiplos grupos hidroxila presentes nos compostos fenélicos permitem a
ocorréncia de interagdes proteina-proteina. Tal achado, pode ter sido responsavel pelo aumento
na atividade antioxidante entre a matriz lactea e diferentes percentuais da polpa de araticum
(ARRUDA et al., 2019; SOUZA et al., 2018).

No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar as interacdes benéficas entre
diferentes compostos fendlicos presentes na polpa de araticum e a estirpe potencialmente
probidtica L. plantarum SBR 64.7, a fim de confirmar sua atuagdo como agente antimicrobiano

OU como agente protetor.
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5. CONCLUSAO

A adicdo de polpa de araticum ao leite aumentou o teor de carboidratos em todas as
formulagGes, ndo alterou o teor de proteinas, lipidios e cinzas e reduziu a umidade devido a
menor disponibilidade de &gua livre apresentado pelas formulages.

A estirpe L. plantarum SBR 64.7 apresentou tolerancia a liofilizacéo, o que reforca o
seu potencial probiotico. A adicdo de polpa de araticum ndo reduziu e nem acentuou a
sobrevivéncia desta estirpe ap0s a liofilizacdo. No entanto, com 120 dias de armazenamento
observou-se uma reducéo da viabilidade em todas as formulacdes, sendo que as adicionadas
com polpa de araticum apresentaram um decréscimo mais acentuado da viabilidade.

A adicdo de polpa de araticum ndo comprometeu a viabilidade de L. plantarum apés
exposicdo as condi¢Ges simuladas in vitro do trato gastrointestinal, nem comprometeu a
funcionalidade de L. plantarum com relagéo a atividade antimicrobiana.

O potencial antioxidante das formulagdes liofilizadas aumentou, a medida em que
aumentou o percentual de polpa de araticum, sendo F3 a formulacdo que obteve o maior
impacto na atividade antioxidante.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que mais estudos devem ser realizados para
melhor caracterizar o efeito da adicdo da polpa de araticum na viabilidade de L. plantarum em
formulacdes liofilizadas, tendo em vista, que analises de umidade e atividade de agua ndo foram
realizadas. Além disso, alguns fatores extrinsecos como taxa de oxigénio, teor de umidade e luz

nao foram controlados, durante o armazenamento.
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