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RESUMO

Ao longo dos anos ¢ notavel a crescente busca por alimentos de origem vegetal como
alternativas preferenciais as proteinas animais. Aliado a este interesse, os alimentos funcionais
probidticos e prebidticos também apresentam amplo interesse dos consumidores. Estudos
recentes indicam que compostos fenolicos podem atuar como compostos prebioticos,
modulando a microbiota intestinal. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar o
potencial prebiodtico da polpa de uvaia adicionada a uma bebida fermentada vegetal a base de
proteina de ervilha e de arroz. Primeiramente foi realizada a contagem inicial de células vidveis
da bactéria probiotica Lacticaseibacillus rhamnosus GG na bebida vegetal controle (sem
adi¢do de polpa), amostra com 5% de polpa de uvaia e amostra com 10% de polpa de uvaia.
Depois, foi verificada a taxa de recuperacao de L. rhamnosus GG através da contagem de
células viaveis apds as 48h das etapas das condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro as
quais as trés amostras de bebidas foram submetidas; sequencialmente através das etapas da
boca, estdmago, ileo e colon. Inicialmente, todas as amostras apresentaram altas concentragdes
de células viaveis e foram possiveis de serem consideradas probiéticas (> 9 log UFC g™!). As
altas contagens de células vidveis permaneceram durante toda a passagem pelo sistema
gastrointestinal, inclusive na etapa do ileo, onde efetivamente tem maior potencial de agdo
probidtica. Ao final da fase intestinal, as amostras controle (106,89%) e com 5% de polpa de
uvaia (109,38%) apresentaram maiores taxas (p < 0,05) de recuperacdo em comparagdo a
amostra adicionada de 10% de polpa de uvaia (102,20%). Sendo assim, a adigdo de 10% de
polpa de uvaia em bebida vegetal ndo é recomendada devido a atividade inibitoria apresentada
frente ao L. rhamnosus GG. No entanto, todas as contagens apresentavam-se elevadas (> 9 log
UFC g, indicando que independente da adi¢io de 5% polpa de uvaia ou nflo, a bebida vegetal
a base de proteina de ervilha e arroz apresenta-se como uma alternativa promissora para o

carreamento de L. rhamnosus GG.

Palavras-chave: Lacticaseibacillus rhamnosus GG; Probidtico; Ervilha; Arroz;



ABSTRACT

Over the years, the increase in the search for plant-based foods as preferred alternatives to
animal proteins stands out. Allied to this interest, probiotic and prebiotic functional foods are
also of great interest to consumers. Recent studies indicate that phenolic compounds can act as
prebiotic compounds, modulating the intestinal microbiota. In this sense, the objective of this
work was to analyze the prebiotic potential of uvaia pulp added to a fermented vegetable
beverage manufactured with pea and rice proteins. First, the initial viable cells count of the
probiotic bacteria Lacticaseibacillus rhamnosus GG was performed in the control vegetable
drink (without addition of pulp), sample with 5% of uvaia pulp and sample with 10% of uvaia
pulp. Then, the survival rate of L. rhamnosus GG was verified after 48h during the steps of the
simulated in vitro gastrointestinal condition. The three samples were submitted sequentially
through the steps of the mouth, stomach, ileum, and colon. Initially, all samples showed high
concentrations of viable cells count and can be considered probiotic (> 9 log CFU g!). The
addition of uvaia pulp showed greater protection to the probiotic in the gastric stage, probably
due to the presence of gallic acid in these samples, which acted as a protector under these
conditions. The high counts of viable cells remained throughout the passage through the
gastrointestinal system, including the ileum stage, where it effectively has the greatest potential
for probiotic action. At the end of the intestinal phase, the control samples (106.89%) and
samples with 5% of uvaia pulp (109.38%) had higher survival rates compared to the sample
added with 10% of uvaia pulp (102.20 %). Therefore, the addition of 10% of uvaia pulp in a
vegetable drink is not recommended due to the inhibitory activity presented against L.
rhamnosus GG. However, all counts were high (> 9 log CFU g!), indicating that regardless of
the addition of 5% uvaia pulp or not, the vegetable beverage based on pea and rice protein

represents a promising alternative for carrying L. rhamnosus GG.

Keywords: Lacticaseibacillus rhamnosus GG; Probiotic; Pea; Rice;
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1. INTRODUCAO

Recentemente, observa-se um aumento na pesquisa de novos componentes naturais e
no desenvolvimento de novos produtos, possibilitando a inovacdo na area de alimentos e a
criacdo de novos nichos de mercado, principalmente relacionados a produtos funcionais
(PIMENTEL et al., 2021). Nesse sentido, houve um aumento de adeptos a dieta vegetariana e
vegana e da busca de consumidores por produtos com alto valor nutricional e funcional. Além
disso, muitos consumidores procuram por alternativas de extratos a base de plantas por motivos
de sustentabilidade, saude, estilo de vida e dieta, ou por preocupagdes sociais ou politicas,
resultando em uma crescente demanda por estes produtos no mercado (TANGYU et al., 2019;
PLOLL et al., 2020).

De acordo com a Vegan Society (2020), a demanda por alimentos sem carne cresceu
987% em 2017 no Reino Unido (UK). No Brasil, 30 milhdes de pessoas ndo comem carne, o
que representa 14% de todos os habitantes do pais. Ainda assim, 55% da populacdo brasileira
gostaria de consumir mais produtos veganos, 49% acreditam que esses produtos tém a mesma
qualidade dos produtos de origem animal e 60% nao consomem mais produtos veganos porque
seus pre¢os sao considerados mais elevados do que os de origem animal (IBOPE, 2018). Além
disso, ao longo dos anos, o mercado global de alternativas ao leite tornou-se um negocio
multibilionario e corresponderé a aproximadamente 26 bilhdes de dolares até 2023 (TANGYU
et al.,2019). Atualmente, as principais proteinas vegetais utilizadas pela industria de alimentos
sao derivadas de soja e trigo. Porém, devido ao seu potencial alergénico, t€ém-se buscado fontes
alternativas de proteinas (SHEVKANI et al., 2015). A ervilha e o arroz sdo duas opgdes
promissoras pois ndo apresentam caracteristicas alergénicas e seus perfis de aminoacidos se
complementam, além de possuirem alta digestibilidade e valor bioldgico comparados a
proteina de soja (ZHAO et al., 2020). Do ponto de vista nutricional, as ervilhas contém cerca
de 20% a mais de proteinas e maiores teores de lisina e triptofano que os graos de cereais,
porém por ser uma leguminosa, € deficiente em metionina. Também apresentam entre 5% e
20% a menos de inibidores de tripsina do que a soja (SHEVKANI et al., 2015).

Nesse cendrio, o desenvolvimento de produtos nutricionalmente balanceados e/ou que
tenham valor agregado se destacam. Os produtos probioticos se destacam por sua eficicia e
seguranca comprovada, e pela adaptabilidade das culturas probidticas a diferentes matrizes
alimentares (PIMENTEL et al., 2021). A eficacia dos probioticos esta associada a sua
viabilidade nos produtos alimenticios o que constituiu um desafio em virtude de varios fatores

serem responsaveis por reduzi-la. Portanto, varias abordagens sdo realizadas para melhorar e
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sustentar a viabilidade celular microbiana, como a selecdo adequada de probidticos e a
utilizacao de matrizes alimentares adequadas. O desenvolvimento de combinagdes simbidticas
entre culturas e matrizes ¢ outra abordagem para estimular o crescimento de probidticos
(SENGUPTA et al., 2019). Neste sentido, o uso de substancias consideradas prebidticas em
produtos vegetais poderiam melhorar a taxa de recuperacdo dos probidticos durante o
armazenamento do produto, bem como sua viabilidade durante a passagem através do sistema
gastrointestinal (GIBSON et al., 2017).

Os prebidticos tém efeitos indiretos na satde, uma vez que a sua fungdo ¢ nutrir
seletivamente os microrganismos probidticos, causando assim a modifica¢do na microbiota do
hospedeiro (GIBSON et al., 2017). Tradicionalmente os prebidticos cléssicos sdo fibras, no
entanto, outros compostos como acidos graxos poli-insaturados ou compostos fendlicos
também podem se enquadrar nesta classificagdo (ALVES-SANTOS et al, 2020). Os
compostos fenolicos tém a capacidade de modular a microbiota intestinal, assim, essa interagao
pode regular o metabolismo e a biodisponibilidade dos compostos fendlicos transformando-os
em metabolitos com efeitos benéficos em distirbios cardiometabdlicos, neurodegenerativos e
oncologicos (GIBSON et al., 2017). Apesar disso, ainda ndo ha evidéncias conclusivas do
efeito prebiodtico dos compostos fenolicos, sendo este um campo de atuacdo emergente entre
especialistas da drea (ALVES-SANTOS et al., 2020). Neste sentido, o estudo de frutas nativas
com potencial prebidtico tem sido reportado (LACERDA et al., 2020).

As frutas nativas brasileiras, como a uvaia, sdo fontes importantes de compostos
bioativos, os quais tém grande relevancia para promover a saude do ser humano
(SGANZERLA et al., 2021). A uvaia possui altas concentragdes de compostos fendlicos,
inclusive valores superiores a outras frutas popularmente mais consumidas, como manga,
meldo e abacaxi (STAFUSSA et al., 2018). Altos teores de acidos fendlicos, flavonoides,
flavan-3-6is e flavonas t€m sido reportados em polpa de uvaia (FARIAS et al., 2020). Isso
elucida o potencial da uvaia adicionada em alimentos e bebidas com o objetivo de

enriquecimento destes com compostos fendlicos e seu potencial de atuagdo como prebidtico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial prebiotico da polpa de uvaia adicionada em uma bebida vegetal
fermentada com Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) durante a passagem através do

sistema gastrointestinal in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver bebidas fermentadas a base de proteina de ervilha e proteina de arroz
sem adicdo de polpa de uvaia (controle) e com adi¢do de 5% e 10% de polpa de
uvaia;

e Avaliar a contagem de Lacticaseibacillus rhamnosus GG apo6s a fermentacao de
bebidas a base de proteina de ervilha e proteina de arroz;

e Analisar a recuperacdo de Lacticaseibacillus rhamnosus GG em bebidas fermentadas
a base de proteina de ervilha e proteina de arroz sem adi¢do de polpa de uvaia
(controle), com 5% e 10% de polpa de uvaia ap6s a passagem pelas condicdes orais,

gastricas e do intestino delgado simuladas.



15

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Uvaia (Eugenia pyriformis Cambess)

Devido as suas condi¢des geograficas e climaticas, o Brasil encontra-se em 3° lugar no
ranking mundial como maiores produtores de frutas comuns, como laranja, banana e uva. O
territorio brasileiro apresenta diversos biomas, incluindo a Mata Atlantica, que, infelizmente,
também ¢ um dos mais devastados pela acdo humana, apresentando atualmente apenas 12,4%
de sua area original (Sos Mata Atlantica, 2021). Apesar do desmatamento, a Mata Atlantica
ainda apresenta uma grande biodiversidade, dando destaque a abundancia de frutas nativas com
potencial global para consumo e industrializacdo. Gragas aos recursos ecologicos, essa regiao
possui um importante fator para o desenvolvimento sustentavel da Mata Atlantica brasileira
(SGANZERLA et al., 2021; LOPES et al., 2018).

Dentre as frutas nativas oriundas da Mata Atlantica brasileira, tem-se a Uvaia (Eugenia
pyriformis Cambess) que pertence a familia Myrtaceae. Esta ¢ uma das espécies mais
importantes da flora brasileira, com grande potencial economico e nutricional (RODRIGUES

29 ¢ 29 <6 2 ¢

et al., 2021). Popularmente ¢ conhecida como uvaia”, “uvalha”, “uvaia do mato”, “uvaieira”,
“uvalheira”, “pometo-azedo” e "azedinha” nas diferentes regides onde sdo encontradas (Figura
1). Esta espécie ¢ predominantemente encontrada no litoral brasileiro, das regides Nordeste a
Sul. Em alguns paises da América do Sul, como Paraguai e Argentina, também ¢ possivel
encontrar essa fruta, porém, sua ocorréncia ndo € tdo expressiva quando comparada ao Brasil

(RODRIGUES et al., 2021).

Figura 1. Frutos de uvaia (Eugenia pyriformis).

Fonte: Viveiro Ciprest (2018)
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Os frutos de uvaia possuem forma esférica, achatada e piriforme, apresentando uma
textura macia e sua coloragdo variando entre amarelo e alaranjado. Possuem aroma agradavel
¢ caracteristico, sendo descrito como marcante, com notas doces ¢ acidas (DA SILVA et al.,
2019). Apresenta uma grande importancia econdmica para os produtores locais. Os frutos de
uvaia possuem coloragdo e aromas atrativos aos consumidores, juntamente de sua composi¢ao
quimica rica em compostos fendlicos. Tais fatores sao responsaveis pelo potencial economico
desta fruta, que pode ser consumida in natura, processada, como sucos, geleias, licores,
sorvetes, e até mesmo como matéria-prima para cosméticos (NATURALIS; BRANCO. 2021).
Além de ser uma fruta reconhecida por seu alto valor nutricional e como fonte de compostos
bioativos, sdo ricos em fibras, minerais, agucares soluveis e proteinas (DA SILVA et al., 2019;
SGANZERLA et al., 2019; SILVA et al., 2018).

As frutas nativas brasileiras sdo fontes importantes de compostos bioativos, os quais
tém grande relevancia para promover a saude do ser humano (SGANZERLA ef al., 2021). A
Mata Atlantica brasileira apresenta uma grande variedade de frutas como fontes naturais de
compostos antioxidantes, com alto potencial de utilizagdo na industria, além de apresentarem
diversos efeitos benéficos para a saude humana (HAMINIUK et al., 2014). Levando em
consideragdo esses potenciais, ¢ de suma importancia que seja influenciada a exploragdo e
comercializagdo em maior escala, bem como o desenvolvimento de tecnologias e processos
para o aproveitamento dos frutos, além da caracteriza¢do e informagdes cientificas sobre essa
espécie (ROCHA et al., 2022).

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes naturais pertencentes a uma complexa classe
com mais de 8.000 compostos. Foi comprovado que a uvaia possui altas concentragdes desses
compostos, inclusive valores superiores a outras frutas popularmente mais consumidas, como
manga, meldo e abacaxi (STAFUSSA et al., 2018). Isso elucida o potencial da uvaia adicionada
em produtos com o objetivo de enriquecimento destes com compostos bioativos.

Foram identificados compostos fenolicos na polpa e semente de uvaia, como acidos
fenolicos, flavonoides, flavan-3-6is e flavonas (FARIAS et al., 2020). Em outro estudo, foram
identificados e quantificados 12 compostos fendlicos na polpa de uvaia, tendo como destaque
o acido galico, que apresenta grande capacidade antioxidante como bloqueador de radicais
livres (SILVA et al., 2014). Tal capacidade tem sido associada a outros efeitos biologicos além
da atividade antioxidante, como por exemplo atividade anticarcinogénica e anti-inflamatoria.
Isso tudo se deve provavelmente a estrutura quimica do acido galico e a conformacgao de seu
radical, assim como os grupamentos hidroxila, as substitui¢des de anéis fendlicos e a

esterificacdo do grupo carboxila (KAHKESHANI et al., 2019).
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Os carotenoides s3o pigmentos naturais com caracteristicas bioativas, tendo como
principal fungao um potencial antioxidante capaz de eliminar espécies reativas de oxigénio.
Além disso, alguns carotenoides também apresentam func¢ao pro6 vitamina A, atuando na satde
de varios 6rgdos. Os principais carotenoides encontrados na uvaia s3o criptoxantina, -
caroteno, a-caroteno, luteina e zeaxantina. Sendo o B-caroteno com alto potencial para ser
clivado em vitamina A, enquanto a luteina e a zeaxantina sdo pigmentos responsaveis pela

protecdo dos olhos (EGGERSDORFER et al., 2018).

3.1.1 Compostos bioativos como potenciais prebidticos

Os prebiodticos tém efeitos indiretos na satude, uma vez que a sua funcdo ¢ alimentar
seletivamente os microrganismos, causando assim a modificacdo na microbiota do hospedeiro,
conferindo beneficios a saude (GIBSON et al., 2017). Em 2017, a International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) juntamente com Gibson, um dos autores
responsaveis pela defini¢do inicial de prebioticos, publicou uma “Declaracdo de consenso”
recomendando uma nova defini¢ao de prebioticos: “um substrato que ¢ seletivamente utilizado
por microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio a saude” (GIBSON et al., 2017).
Tradicionalmente os prebidticos classicos sdo fibras, no entanto, a partir desta nova definicao,
outros compostos como acidos graxos poli-insaturados ou compostos fenolicos também podem
se enquadrar na nova definicdo (ALVES-SANTOS et al., 2020).

Os compostos fendlicos sao metabolitos secundarios de plantas que apresentam baixa
disponibilidade e sdo metabolizados no intestino grosso, favorecendo interacdes intestinais
com microrganismos. Segundo Noad et al. (2016) o consumo regular de compostos fendlicos
dietéticos reduz riscos de doengas cardiometabodlicas, pois os compostos fenodlicos possuem
acdo antilipémica, antidiabética, anti—oxidante e anti-inflamatoria. Porém, tais beneficios
dependem de alguns fatores como absor¢do e biodisponibilidade, que estdo relacionados com
os aspectos de composicao e funcionalidade da modulagdo da microbiota intestinal. Os
compostos fenolicos modulam a microbiota intestinal, e os microrganismos modulam as
atividades desses compostos fenolicos, assim, essa interagdo pode regular o metabolismo e a
biodisponibilidade dos compostos fenolicos transformando-os em metabolitos. Estes
metabolitos podem gerar diversos efeitos na satide do organismo hospedeiro, como efeitos
benéficos em distirbios cardiometabolicos, neurodegenerativos e oncoldgicos, o que pode ser
devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (GIBSON et al., 2017). Apesar

disso, ainda ndo ha evidéncias conclusivas do efeito prebidtico dos compostos fenolicos, sendo
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este um campo de atuacdo emergente entre especialistas da area (ALVES-SANTOS et al.,
2020). Para isso, deve-se estabelecer uma relagdo entre o consumo de compostos fenolicos, o
crescimento de microrganismos alvos probidticos e, os metabdlitos gerados. Porém, o efeito
prebidtico de cada composto fendlico depende da fonte alimentar e da estrutura quimica do
composto, juntamente com as diferengas na microbiota intestinal, o que torna um grande
desafio determinar os efeitos gerados a saide (ALVES-SANTOS et al., 2020). O potencial da
uvaia como agente anti-inflamatdrio estd associado as suas propriedades farmacologicas,
atribuidas as altas concentragdes de acido galico. Lacerda et al. (2020) avaliaram o potencial
prebiotico de jabuticaba, fruta nativa da Mata Atlantica, que apresenta um alto teor de 4cido
gélico, assim como a uvaia. Na jabuticaba foram identificados componentes nutricionais com

beneficios para a saide humana.

3.2 Probioticos

Os probidticos sdo micreorganismos vivos, que podem oferecer um beneficio a saude
do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas. As caracteristicas probioticas
estdo associadas a cepas selecionadas de uma determinada espécie(HILL et al., 2014). Para
que um microrganismo seja considerado probiotico, ele deve possuir reconhecimento por sua
Presuncao Qualificada de Seguranga (Qualified Presumption of Safety - QPS) pela Autoridade
Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA), ou possuir o status de GRAS (Generally
Recognized as Safe) nos Estados Unidos. Ja no Brasil, o microrganismo considerado probidtico
para uso em alimentos deve ser aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) seguindo os protocolos da Resolugao RDC 241/2018 (BRASIL, 2018).

O aumento da conscientizacdo do consumidor por um estilo de vida mais saudével,
abriu uma enorme demanda no mercado por novos alimentos funcionais que oferecem
beneficios para a saide humana (MENEZES et al., 2018). Uma das fungdes principais dos
probioticos € regular o estado natural da microbiota intestinal que tenha sido perturbada por
uma dieta inadequada ou algum outro distirbio. O principal objetivo do consumo de
probidticos - independente se via alimentagdo ou formulagdes farmacéuticas - € equilibrar tais
distirbios gastrointestinais, promover a saude, além de atuarem como imunomoduladores e no
combate de microrganismos patogénicos (CICHONSKA ef al., 2022). Os probiodticos podem
ser consumidos de diversas maneiras, desde alimentos fermentados até em capsulas ou

comprimidos (RANADHEERA et al., 2017).
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As bactérias mais utilizadas em alimentos probidticos pertencem aos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus. Ambos sao encontrados na microbiota humana e sao
considerados benéficos por possuirem caracteristicas funcionais quando utilizadas
isoladamente ou em conjunto. O fato de haver a disponibilidade comercial das mesmas, facilita
seu acesso a populagao (WITSCHINSKI et al., 2018). Dentre os probidticos reconhecidos, L.
rhamnosus LGG € uma das cepas probiodticas mais utilizadas, sendo documentado em varios
estudos a comprovagdo de seus efeitos para a saude, incluindo a prevengdo de infecgdes

gastrointestinais (SEGERS et al., 2014).

3.2.1 Lacticaseibacillus rhamnosus Gorbach-Goldin (LGG)

Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG), ATCC 53103 (anteriormente designado
como Lactobacillus rhamnosus GG), foi originalmente isolado a partir de amostras fecais
humanas pelos cientistas Sherwood Gorbach e Barry Goldwin, por isso as letras GG em seu
nome. E uma bactéria Gram-positiva e anaerdbia, e foi identificada como uma estirpe com
potencial probiodtica, inicialmente devido a sua excelente resisténcia ao 4cido gastrico e a bile,
e boa capacidade de adesdo a camada epitelial intestinal humana (GORBACH, et al., 2017). A
aderéncia a parede intestinal ¢ um dos aspectos a serem considerados para a acao probiotica,
podendo ser estudada por diferentes métodos, tais como cultura obtida de bidpsia, analises
moleculares e microscopia. A adesdo de LGG ao epitélio entérico acaba inibindo a adesdo de
microrganismos patdgenos, este processo € conhecido como colonizagdo competitiva, um dos
principais fatores implicitos a eficacia de LGG na preven¢do de infec¢des intestinais. LGG
possui uma aderéncia cerca de 10 vezes mais eficiente do que outros probioticos (SEGERS;
LEBEER, 2014).

Lacticaseibacillus rhamnosus faz parte da microbiota intestinal saudavel do ser humano
(GORBACH, et al., 2017) e seus beneficios relacionados a prevengao de distirbios intestinais
tém sido amplamente estudados. Mostrou maior tolerancia as condi¢des gastrointestinais e
melhor taxa de recuperagdo, quando adicionados em alimentos, em comparacdo com outros
microrganismos probidticos (SEGERS; LEBEER, 2014). Ja foi comprovado que LGG ¢ capaz
de aderir a mucosa intestinal in vivo e permanecer ali aderido mesmo apds uma semana da

descontinuidade de sua administrac¢ao via oral (GORBACH, et al., 2017).
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LGG produz uma bacteriocina, identificado como um lantibiotico pertencente a familia
do tipo pediocina (LGG 02400) e classe II b (LGG 02391-02392) com atividade
antimicrobiana contra bactérias, como por exemplo Escherichia coli, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Salmonella spp. (GORBACH, et al., 2017). Em outro estudo, foi
demonstrado que LGG ¢ capaz de inibir o crescimento de Sa/monella Typhimurium, devido a
sua producao de acido latico (SPLICHALOVA et al.,, 2019). Além de quelar fatores
importantes de crescimento de S. Typhimurium, também aumenta a permeabilidade das
membranas Gram-negativas, causando danos na expressdo do gene hilA de Salmonella
Typhimurium, que s3o denominados genes resistentes a antimicrobianos (GORBACH, et al.,
2017).

LGG ¢ uma bactéria acido latica amplamente utilizada na fabricacdo de produtos
lacteos fermentados e outros alimentos ndo fermentados. Esta cepa tem sido muito utilizada
em estudos que envolvem a fermentacdo de diferentes leguminosas e cereais, e os resultados
obtidos tém sido satisfatorios para a capacidade de adaptagdo ao pH do meio sem efeito
prejudicial em sua viabilidade ou nas caracteristicas sensoriais dos produtos finais. A alegagdo
do beneficio a satde tem ligagdo direta com a dose e periodo de administragdo, sendo que a

maioria dos estudos recomendam uma faixa > 7 log UFC g' (MASIA et al., 2020).

3.3 Bebidas vegetais

Hé anos, os produtos lacteos tém sido utilizados como os principais veiculos de entrega
de probioticos (SETTA et al., 2020). Porém, existem algumas restrigdes neste tipo de produto,
como o impedimento do consumo por parte de pessoas que possuem restricdes alimentares, ou
pessoas que ndo consomem produtos de origem animal por questdes éticas e ambientais
(ASCHEMANN-WITZEL et al., 2021). Segundo dados de uma pesquisa global realizada em
2019, 40% dos consumidores participantes disseram que tentam limitar o consumo de proteinas
de origem animal, devido a preocupacdes com as alteracdes climaticas (GFI, 2020). Neste
sentido, o publico vegetariano e vegano também vém crescendo muito ao longo dos anos, o
que os torna um publico-alvo muito atraente para este ramo da indlstria de alimentos
(PIMENTEL et al., 2021). Portanto, ampliar a gama de produtos nao-lacteos probioticos torna-

se um importante nicho de mercado.
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O mercado mundial de alternativas a produtos lacteos foi avaliado em US$ 20,50
bilhdes em 2020 e deve expandir a uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 12,5%
de 2021 a 2028 (ASCHEMANN-WITZEL et al., 2021). O Brasil Foods Trends - estudo
realizado pela Fiesp (Federagao das Industrias do Estado de Sao Paulo), Governo do Estado de
Sao Paulo e o ITAL (Instituto de Tecnologia de Alimentos), mostrou que a busca por alimentos
mais saudaveis sera um dos maiores para os proximos 10 anos (BFT, 2020). As bebidas a base
de plantas tratadas como andlogos ao leite de vaca, lideraram o mercado e representaram uma
participagdo na receita de mais de 67% em 2020 (GVR, 2020). Os principais impulsionadores
do boom das bebidas a base de plantas sdo a crescente popularidade das dietas a base de plantas
e a crescente preocupacdo com o meio ambiente entre os consumidores (MCCLEMENTS et
al., 2020).

Com a crescente busca por um estilo de vida mais saudavel e com a preocupacao com
0 meio ambiente, as bebidas a base de plantas deixaram de ser consumidas em sua maior parte
por pessoas com restrigdes alimentares, e vém obtendo uma grande popularidade entre esses
novos consumidores. Devido a esse aumento da demanda de produtos alternativos ao leite, o
crescimento da producdo de alimentos probidticos ndo lacteos também estd aumentando
(MCCLEMENTS et al., 2020).

Muitas proteinas vegetais possuem sabores residuais indesejaveis, o que ¢ um motivo
de baixa aceitabilidade para alguns consumidores (TAMANG et al., 2016). Neste sentido, a
fermentacado surge como uma alternativa para a obtencao de um perfil sensorial mais agradavel
sem o uso de aditivos quimicos (VERNI et al., 2020). O processo fermentativo pode melhorar
as propriedades organolépticas e resultar em um analogo de laticinio fermentado com maior
aceitabilidade pelo consumidor e com o adicional de ser um alimento de roétulo limpo
(TAMANG et al., 2016; ALCORTA et al., 2021).

A fermentacdo de matrizes vegetais ¢ geralmente realizada por meio de quatro etapas
principais — a obtengdo da bebida a base de plantas; condicionamento para que a bebida atinja
a temperatura ideal para o crescimento dos microrganismos; fermentagdo em condigdes
especificas; e resfriamento a uma temperatura de aproximadamente 4°C. Esse procedimento
pode variar dependendo da matéria-prima, do tipo de microrganismo utilizado e das
caracteristicas finais do produto. A fermentacdo de bebidas a base de plantas ¢ tipicamente
mais longa (em torno de 12 a 24h) do que a produgdo de laticinios fermentados e termina
quando o valor de pH esta em torno de 4,2 a 4,5 (NAWAZ et al., 2020). A fermentacao de
bebidas vegetais melhora significativamente suas propriedades nutricionais e promotoras de

saude, pois durante o processo os oligossacarideos, taninos, inibidores de proteases e acido



22

fitico sao reduzidos, aumentando a biodisponibilidade de alguns minerais como, calcio, ferro e
zinco (AKEEM et al., 2019). Os acidos organicos produzidos durante a fermentagdo t€ém a
capacidade de aumentar a absor¢do de ferro e zinco formando ligantes soluveis. Durante a
fermentagdo de bebidas vegetais, a capacidade antioxidante também ¢é aumentada, tendo como
resultado uma atividade anti-radicais livres (CICHONSKA, et al., 2022).

As bebidas a base de leguminosas t€ém a composi¢cdo quimica mais equilibrada em
comparagdo a outras fontes vegetais, com teores de proteinas similares ao leite, além de
apresentarem fibras, vitaminas, e baixo indice glicémico. A fragdo proteica de bebidas vegetais
a base de leguminosas varia entre cerca de 3,0 e 4,0%, semelhante ao leite de vaca (ou seja, 3,3
a 3,5%), enquanto outros tipos de bebidas a base de cereais e nozes geralmente apresentam
uma fragao proteica entre 0,1% e 1,0% (QAMAR et al., 2020).

As leguminosas sdo consideradas alimento basico em diversos paises ao redor do
mundo. Dentre as variedades mais consumidas estao feijdo, fava, grao de bico, ervilha, lentilha,
feijdo-fradinho, tremoco e soja (CAMPOS-VEGA et al., 2010; KAMBOJ; NANDA, 2018).
Sao adequadas para o cultivo em condi¢des ambientais adversas e em uma ampla variedade de
sistemas de cultivo devido aos seus baixos requisitos de insumos, curto periodo de crescimento
e alta capacidade de fixac¢do de nitrogénio (KAMBOJ; NANDA, 2018).

As leguminosas sao fontes de carboidratos (30 a 60%), fibra alimentar (9 a 25%) e
proteinas (19 a 36%) contendo aminodcidos essenciais, como lisina, leucina e arginina
(AVILES-GACIOLA et al., 2018; KAN et al., 2018). Dentre os carboidratos estdo presentes os
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Nas leguminosas, o amido € a principal
fonte de carboidratos disponiveis (22—45% do conteudo total), seguido pelos oligossacarideos
(1,8-18%) e pela fibra alimentar (4,3—-25%). Sdo geralmente pobres em gordura e ndo contém
colesterol, com um perfil favoravel de acidos graxos insaturados. Elas também sao uma boa
fonte de minerais como ferro, célcio, zinco, selénio, magnésio, fosforo, cobre, potassio e
vitaminas do grupo B; no entanto, sdo pobres em vitamina C e vitaminas lipossoluveis. O teor
de umidade de todas as leguminosas secas varia entre 9 e 3%, o que as torna adequadas para
armazenamento a longo prazo (FERREIRA, 2021).

As proteinas das leguminosas sdo compostas principalmente por globulinas (70-80%)
que sdo soluveis em solucdes salinas. Sdo consideradas proteinas de armazenamento e podem
ser classificadas em dois tipos: leguminas (11S, 300—400 kDa) e vicilinas (7S, 150-180 kDa),
ambas com atributos funcionais Unicos devido ao seu perfil de aminodcidos, tamanho e
estrutura diferentes (LAM et al., 2018). A segunda principal fracdo proteica nas leguminosas

sdo as albuminas (10-20%). Sdo consideradas proteinas metabolicas hidrossoluveis, que
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contém maiores concentragdes de triptofano, lisina, treonina e metionina, quando comparadas
as globulinas. Dentre as proteinas de leguminosas que estao sendo estudadas quanto ao seu

potencial de utilizacdo em bebidas vegetais, destaca-se a proteina de ervilha.

3.3.1 Proteinas da ervilha

A ervilha ¢ uma matéria-prima amplamente disponivel em escala comercial. Contém
cerca de 20 a 25% de teor proteico, possuindo propriedades semelhantes a proteina da soja e
incluindo uma grande quantidade do aminodcido lisina. Se comparada com a soja, as ervilhas
apresentam maior teor de fibra alimentar, minerais ¢ vitamina C, além de menor teor de
gordura. As proteinas da ervilha apresentam propriedades funcionais interessantes, como a
gelificacdo ou capacidade emulsificante e espumante em quase todas as faixas de pH. Além
disso, tais propriedades sdo mantidas apos o tratamento térmico (QAMAR et al., 2020). O
isolado proteico de ervilha é uma importante fonte de proteinas devido ao seu alto perfil
nutricional, potencial antioxidante e baixa alergenicidade em comparagdo com proteinas
provenientes de outras leguminosas e cereais (HERTZLER et al., 2020)

A ervilha ¢ um alimento de alto valor nutricional, pois em sua composi¢do centesimal,
apresenta teor de proteina de 22,7 g 100 g de ervilha seca, teor de lipideos de 1,3 g 100 g!
de ervilha seca, teor de carboidratos de 49,4 g 100 g”! de ervilha seca, sendo que destes, 15 g
sdo fibras. Destaca-se também como uma boa fonte de vitaminas, tendo como as principais B3
(2,9 mg 100 g!' ervilha seca), B6 (0,13 mg 100 g ervilha seca) e E (1 mg 100 g™ ervilha
seca). O teor de potassio (1.036 mg 100 g ervilha seca), fosforo (336 mg 100 g™ ervilha
seca), magnésio (121 mg 100 g'! ervilha seca) e célcio (61 mg 100 g™ ervilha seca) também
se destacam (NAIA, 2015). Além disso, devido ao seu teor de compostos fenolicos (taninos e
flavonoides), a ervilha ¢ muito reconhecida pelo seu poder antioxidante (AMAROWICZ,
2008).

As proteinas de ervilha possuem ponto isoelétrico (pI) = 4,3 e sdo extraidas de sementes
de ervilha, sendo uma das proteinas vegetais mais populares. As proteinas de ervilha
apresentam uma alta solubilidade (= 80%) em pH distantes de seu pl. Elas sdo compostas por
aproximadamente (65-80%) de globulinas, uma fracdo de albumina e outra de glutelina. As

globulinas sdo constituidas por leguminas (globulina 11S hexamérica, com massa molar
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variando de 350 a 400 kDa), e vicilinas (globulina 7S trimérica, com massa molar de
aproximadamente 150 kDa) (DOAN et al., 2019).

Tais fatores fazem da ervilha uma 6tima matriz para a produgdo de bebidas a base de
plantas. As proteinas de ervilha contém altos niveis de lisina, porém, tendem a ser limitantes
quando se trata de metionina e triptofano. Consequentemente, o consumo da proteina de ervilha
esta associado ao consumo em conjunto com graos € cereais, pois assim conseguem
complementar os aminoacidos essenciais em que as proteinas de cereais geralmente sdo
deficientes, como a lisina por exemplo (LAM et al., 2018). Um dos cereais mais utilizados em

formulacgdes de bebidas vegetais € o arroz.

3.3.2 Proteinas do arroz

O arroz é um alimento basico, muito consumido em diversos paises do mundo. E o
segundo cereal mais cultivado no mundo, e o principal alimento para mais da metade da
populagdo mundial, contando com uma area de aproximadamente 163 milhdes de hectares
plantados. Gragas a crescente conscientizagdo sobre seus beneficios para a saude, além de
apresentar um baixo custo de producdo, o arroz vem crescendo cada vez mais no mercado
mundial de graos secos (SATO; REIS, 2020). Neste sentido, o Brasil aparece em 9° lugar como
exportador de arroz, e em 10° lugar como maior produtor mundial. Dentre os maiores
produtores globais estdo paises como China, India, Bangladesh, Indonésia, Vietna, Tailandia,
Myanmar, Filipinas, Japao e Brasil, unico pais ndo asiatico. Ja entre os maiores exportadores
estdo: India, Tailandia, Vietna, Paquistao, EUA, China, Myanmar, Camboja, Brasil e Uruguai.
E entre os maiores importadores, estdo Filipinas, Unido Europeia, China, Ardbia Saudita e
Costa do Marfim (USDA, 2020).

Segundo relatos da CONAB, 2021 a area semeada da safra de arroz de 2021/2022
estd estimada em 1.703,2 mil hectares, sendo 1.329,5 mil hectares para arroz irrigado e 373,7
mil hectares para arroz de sequeiro, visto que a produtividade para este ¢ estimada em 11,6
milhdes de toneladas. No Brasil, a maior regido produtora de arroz ¢ o Sul, com 8,93 milhdes
de toneladas, além de apresentar a melhor produtividade, com 7.835 kg/hectar. O Rio Grande
do Sul destaca-se como o maior produtor com 25,6% da area cultivada e 44,5% da produgao,
seguido pelo estado do Mato Grosso com 16,4% da area e 14,0% da produ¢ao (UFRGS, 2022).
Os estados de Minas Gerais, Maranhdo, Santa Catarina, Goias, Tocantins, Sdo Paulo e Mato
Grosso do Sul aparecem logo atrés, respectivamente. Nos estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, o sistema de cultivo predominante ¢ o de irrigagdo por inundagdo. J& nos outros

estados citados anteriormente, o sistema sequeiro ¢ o que predomina (COELHO, 2021)
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Os cereais integrais sdao Otimas fontes de vitaminas, carboidratos, minerais,
aminoacidos, acido fitico, ligninas e alquil resorcinois, que podem apresentar potenciais efeitos
antioxidantes. Também sdo ricos em fibras soluveis (B-glucanos e pentosanos, como
arabinoxilano) e insoluveis (lignina, celulose e hemicelulose). Porém, apresentam alguns
desafios do ponto de vista nutricional, como uma quantidade limitada de proteina e um perfil
incompleto de aminoacidos essenciais, € também a presenca de compostos antinutricionais
(fitatos e taninos) (BERNARDO, 2021).

O arroz possui sabor levemente adocicado e suave, tornando-se uma boa opg¢ao para a
obtencdo de produtos a partir de seu extrato (JAEKEL et al., 2010). A qualidade nutricional de
sua proteina ¢ avaliada como equivalente ou superior a de outros cereais, porém ¢
significativamente menor que as proteinas derivadas de leguminosas/oleaginosas (ZHAO et
al., 2020). As proteinas do arroz podem ser classificadas em albumina, globulina, prolamina e
glutelina, e estdo divididas em dois tipos de corpos proteicos no endosperma. Os corpos
proteicos I sdo grandes estruturas esf€ricas, ricos em prolaminas que constituem 80% da
proteina do endosperma. Os corpos proteicos II sdo ricos em glutenina e globulina que
correspondem a 15% e as prolaminas com 5-8% de proteinas. O farelo de arroz apresenta cerca
de 60% de albumina em sua composicdo, seguido por prolamina e glutelina 27% e globulina
7% (HOOGENKAMP et al.,2017). As proteinas do arroz sdo fonte de aminoacidos sulfurados,
como metionina e cistina, € sua co-utilizacdo com proteinas de ervilha complementa a
formulacdo, deixando o produto com um perfil aminoacidos essenciais mais completo
(ZHAO et al., 2020).

Numa bebida contendo a combinacdo de proteina de arroz e proteina de ervilha, ¢
possivel obter todos os aminodcidos essenciais ao ser humano (Fenilalanina, Histidina,

Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Treonina, Triptofano e Valina).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Uma cultura probidtica liofilizada composta por Lacticaseibacillus rhamnosus LGG®
(Lr) (Chr. Hansen, Honsholm, Dinamarca) foi usada como material ativo para a incorporagao
na bebida vegetal. Proteina isolada de arroz (80,00 g proteina 100 g') (VeganWay,
Floriandpolis, SC, Brasil) e proteina isolada de ervilha (80,00 g proteina 100 g'') (VeganWay,
Florianopolis, SC, Brasil) foram usadas para a fabricacdo das bebidas. O experimento foi
realizado com polpa de uvaia (Eugenia pyriformis) (89,4% de umidade, 1,0% de proteina,
0,25% de gordura, 9,05% de carboidratos e 0,30% cinzas). Caldo MRS e Agar MRS (Kasvi,
Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) foram usados para o crescimento bacteriano. As enzimas o-
amilase (28,75 U mg! de proteina), pepsina de mucosa gastrica suina (400 U mg™! de proteina),
pancreatina de pancreas suino (poder digestivo — 8 x especificacdes USP) e os sais biliares
bovinos foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil). Para determinar a
viabilidade das bactérias probioticas, foi utilizado o Kit BacTiter-Glo™ Viability adquirido da
Promega (Madison, WI, EUA). Todos os produtos quimicos eram de grau analitico ou com

pureza equivalente.

4.2 Preparacio da suspensio probidtica

A solucio estoque de L. rhamnosus GG® foi adicionada em caldo MRS e submetida a
um periodo de incubagdo a 37°C £ 1 por 48 h. Apos o periodo de incubagdo, as células
probiodticas foram centrifugadas (4000 % g) por 10 min (Centrifuge-SL 700 da Solab,
Piracicaba, SP, Brasil) em temperatura de 25°C + 1 e lavadas trés vezes com solucdo salina

(0,85 g 100 mL™). O pellet foi mantido em refrigeracio até o momento do uso.

4.3 Preparacao da bebida vegetal fermentada

A formulagdo da bebida vegetal foi adaptada de ZHAO et al. (2020) e PUA et al.
(2022) e continha 100 mL de agua, 1,83 % (m/v) de proteina de arroz, 1,83 % (m/v) de proteina
de ervilha, 10 % (m/v) de sacarose, 0,32 % (m/v) de 6leo de soja e 0,2 % (m/v) de lecitina de
soja. A mistura foi homogeneizada com o auxilio de Ultra-Turrax (IKA™ T25 digital) por 3

minutos. Apos resfriamento até 37°C foi adicionada de L. rhamnosus GG seguida de incubagao
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a 37°C £ 2 até alcangar o pH de 4,8. Apds a fermentacao, a bebida foi resfriada a 4°C. Apos o
resfriamento, a polpa de uvaia tratada termicamente (80°C/3min) foi adicionada a bebida
fermentada nas seguintes proporgdes: sem a polpa de uvaia (controle), bebida com 5% (m/v)
de polpa de uvaia e bebida com adigdo de 10% (m/v) de polpa de uvaia. As bebidas foram

mantidas sob refrigeragao (4°C + 1) at¢ o momento das analises.

4.4 Simulacao gastrointestinal in vitro

O potencial prebiodtico da polpa de uvaia foi avaliado através da sobrevivéncia de L.
rhamnosus GG durante a passagem pelo sistema gastrointestinal in vitro. Utilizou-se 5 g de
cada amostra para avaliar a sobrevivéncia bacteriana ao longo das fases oral, fase géstrica e
fase ileal, utilizando o protocolo descrito por BRODKORB ef al. (2019). Todo o ensaio foi
conduzido a 37°C + 1, bem como foi utilizada agitacdo orbital com o objetivo de simular a
temperatura corporea € os movimentos peristalticos. Em detalhes, na fase oral a amostra foi
homogeneizada na propor¢do 1:1 (m/m) com fluido salivar simulado (SSF) (Tabela 1). Esta
mistura foi entdo adicionada de a-amilase salivar (75 U/mL) e agitada por 2 min a 150 rpm.
Na fase géstrica, o bolo oral foi adicionado de fluido gastrico simulado (SGF) (Tabela 1) até
atingir uma proporg¢ao final de 1:1 (v/v). Foi utilizada pepsina na concentragdo de 2000 U/mL,
bem como o pH desta fase foi ajustado para 3,0 utilizando HCl 1 M. As amostras foram
incubadas por 2h com agitagdo de 45rpm. Na fase ileal, o quimo gastrico foi adicionado de
fluido intestinal simulado (SIF) (Tabela 1) até atingir uma proporcao final de 1:1 (v/v). O pH
foi ajustado para 7,0 com solucdo de NaOH 1 M, seguido da adi¢do da 10mM, sais de bile e
pancreatina (100 U/mL baseada na atividade da tripsina). A incubacdo da fase intestinal levou
2h adicionais a 45rpm. Apds passar pelo intestino delgado, as bactérias chegam a etapa do
intestino grosso, onde o ensaio foi adaptado para simular as condigdes do colon (Verruck et al.,
2019). O fluido do intestino grosso simulado (SLF) (Tabela 1) foi adicionado ao bolo ileal na
propor¢ao de 1:1 (v/v). O pH foi ajustado para 7,0 com solucao de NaOH 1 M durante todo o
tempo do ensaio das condi¢des do intestino grosso. Durante essa etapa, a temperatura foi
mantida em 37 + 1°C, e a agitacdo também foi mantida a 45 rpm para simular a intensidade
dos movimentos peristalticos. A quantificacdo de L. rhamnosus GG foi realizada antes da
simulac¢ao gastrointestinal, durantes a fase oral, géstrica, ileal e durante a simulagdo do intestino
grosso nos tempos de 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 ¢ 48 h. Apos cada etapa da simulagao
gastrointestinal, o volume resultante das fases aumentou (assim como ocorre naturalmente),

entdo, a dilui¢do foi corrigida para a avaliagdo da concentra¢do microbiana.



Tabela 1. Concentragdes dos fluidos utilizados nas etapas de simulagdo gastrointestinal.

Concentragdes (g/L) (M

SSF pH 7 SGF pH 3 SIF pH 7 SLF pH 7
KCl 15,10 6,90 6,80 4,50
KH2PO4 3,70 0,90 0,80 0,50
NaHCO3 13,60 25,00 85,00 1,50
NaCl - 47,20 38,4 -
MgCI2(H20)
6 0,15 0,12 0,33 -
(NH4)2CO3 0,06 0,50 - -
HCI 1,10 15,60 8,40 -
CaClI2(H20)2 1,50 0,15 0,60 0,15
Peptona - - - 5,00
Extrato de
Levedura - - - 4,50
NaCl - - - 4,50
MgS0O4 - - - 1,25
FeSO4 - - - 0,005
Amido - - - 5,00
Pectina - - - 2,00
Caseina - - - 3,00
Cisteina - - - 0.8
Tween 80 - - - 1,00
Triptona de
Soja - - - 5,00

28

SSF: Fluido salivar simulado; SGF: Fluido gastrico simulado; SIF: Fluido intestinal simulado;

SLF: Fluido do intestino grosso simulado.
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4.5 Quantificacido de L. rhamnosus GG

Para quantificar o nimero de cé€lulas viaveis de L. rhamnosus GG em cada etapa da
simulacdo gastrointestinal foi utilizado o método de bioluminescéncia. Para isto, a curva de
calibracdo (R’=0,9925) foi construida através da correlagdo dos valores de luminescéncia com

as contagens em placa. Resumidamente, foi realizado a dilui¢io em série da cultura pura de

L. rhamnosus GG em solugdo salina (0,85 g 100 mL"), e em seguida, 100 pL de cada dilui¢io
foi misturados com 50 pL do reagente BacTiter-Glo™ e submetidos a um leitor de microplacas
da Promega (GloMax® Explorer System modelo GM3500, EUA) para a obtengio dos valores
de luminescéncia. Por sua vez, as contagens em placa foram obtidas através do método pour
plate em agar de Man, Rogosa e Sharp (MRS). As placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 37 £ 1°C por 48 h ¢ a contagem de células viaveis de L. rhamnosus GG
expressa em log de unidades formadoras de colonias por grama (log UFC g!). Para quantificar
o nimero de células vidveis das bebidas submetidas a simulagdo gastrointestinal foram
misturados 100 pL de cada amostra com 50 pL de reagente BacTiter-Glo™ e submetidos a um
leitor de microplacas da Promega (GloMax® Explorer System modelo GM3500, EUA). Os
resultados foram expressos como log de unidades formadoras de colonia -por grama (log UFC
g™1). Todos os experimentos foram realizados em triplicata, incluindo a propagagio da bactéria
probiotica para a construc¢ao da curva.

O desempenho de L. rhamnosus GG durantes as etapas gastrointestinais in vitro

também foi avaliado pela taxa de recuperagdo (%) (Verruck et al., 2017) segundo a equagao:

log UFC N1
log UFC NO

Taxa de recuperac¢ao = x100 (%)

onde N ¢ a contagem de exposicdo de células vidveis de L. rhamnosus GG (log UFC g!) apos
a exposi¢do a cada etapa gastrointestinal in vitro, e No € a contagem de células vidveis de L.

rhamnosus GG (log UFC g'!) inicial, antes da passagem pelo sistema gastrointestinal in vitro.

4.6 Analise Estatistica
Para a determinagdo de diferencas significativas (p <0,05) entre os resultados, utilizou-

se andlise de variancia (ANOVA) one-way e teste de Tukey. Todas as andlises estatisticas
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foram realizadas usando Statistica versao 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA). Os

dados foram expressos como média + desvio padrao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de células vidveis e a taxa de recuperagdo de L. rhamnosus GG nas
amostras ap0s a exposi¢do as fases oral, gastrica e intestinal (ileal) sdo mostradas na Tabela 2
e na Figura 1, respectivamente. Apesar de haver diferenca (p < 0,05) entre as contagens iniciais
de L. rhamnosus GG da amostra controle para as amostras adicionadas de polpa de uvaia
(Tabela 2), esta variagdo foi de apenas 0,14 ¢ 0,15 log UFC g™!, o que pode ser considerado
como microbiologicamente nao relevante (PINTO et al., 2015). Além disso, todas as amostras
apresentaram alta contagem de células viaveis (> 9 log UFC g™!) ao final da fermentagdo da
bebida vegetal fermentada, apresentando esta matriz como uma nova fonte potencial de
carreamento de probidticos. Embora ndo haja um consenso na literatura sobre a quantidade
minima de microrganismos probidticos necessaria para proporcionar efeitos benéficos ao
organismo (MARTINS et al., 2016), alguns autores consideram um valor >6 log UFC g! ou
mL" do alimento (HUSSAIN et al., 2016), enquanto outros consideram entre 6 ¢ 7 log UFC g’
I (MADUREIRA et al., 2011), ou 9 a 10 log UFC g! (HAY et al., 2016). Este consenso nio é
generalizado pois a atividade probidtica ¢ dose-cepa especifica (HILL et al., 2014). Para L.
rhamnosus GG, estudos clinicos comprovam que a cepa coloniza significativamente melhor o
intestino de recém-nascidos em comparagdo com adultos, visto que a suplementacao pré-natal
com L. rhamnosus GG > 10 log UFC mL™! altera a composicdo da microbiota dos neonatos,
promovendo um perfil benéfico dominado por bifidobactérias (MARTIN-PELAEZ et al.,
2022). Além disso, a ingestdo diaria de L. rhamnosus GG > 9 log UFC mL™! em criangas
hospitalizadas reduziu o risco de infecgdes gastrointestinais (CRUCHET et al., 2015). Ja em
adultos hipersensiveis ao leite, a ingestao diaria de leite juntamente com L. rhamnosus GG > 8
log UFC mL"!' demonstrou reduzir a resposta imunoinflamatoria ao reduzir a expressdo de
receptores especificos (SEGERS et al., 2014). Tomados em conjunto, os ensaios clinicos
relacionados a L. rhamnosus GG recomendam doses diarias acima de 8 log UFC mL"!, para
que os efeitos benéficos sejam observados (SEGERS; LEBEER, 2014), valores estes que a

matriz estudada neste estudo alcancou, podendo ser considerada probidtica (Tabela 2).
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Tabela 2. Contagens de células viaveis (log UFC g') de L. rhamnosus ap6s a simulagio das

condigdes gastrointestinais in vitro.

Etapa

Inicial

Boca

Estémago

fleo
6 h
12 h
18 h

Célon 24h
30h
36 h
42 h
48 h

Amostra

0%

5%

10%

9,30%PE £ 0,03
9,49%EF + 0,04
8,31>G+0,13
8,19> 6 + 0,09
11,09% A + 0,04
10,84% 4 + 0,17
10,73% 4B + 0,07
8,63%>F9 £ 0,03
9,24%PEF 4 0,07
9,39%CPE+ 0,02
9,91%CP £ 0,15
9,94 BC 1+ 0,02

9,44%F6 1+ 0,01
9,57%EF + 0,02
9,37%F6 £ 0,05
8,491+ 0,14
10,7948 £ 0,10
11,04% A + 0,04
10,59%BC + 0,08
9,176 + 0,16
9,82%PE + 0,07
9,62%FF + 0,16
10,01>P + 0,19
10,37*€+ 0,03

9,45%C + 0,04
9,55%:C+ 0,01
9,40%€ + 0,07
8,42%*C 1 0,01
10,66% 4 £ 0,03
10,504+ 0,02
10,50 B + 0,02
8,46>EF + 0,13
9,07> P+ 0,04
9,04>P £ 0,03
9,51+ 0,10
9,66>C + 0,28

Resultados expressos em média + desvio padrao.
=4 Na mesma linha, diferentes letras minusculas sobrescritas denotam diferencas significativas
(p <0,05) entre as amostras para a mesma etapa gastrointestinal simulada.

AD Na mesma coluna, diferentes letras maiusculas sobrescritas denotam diferencas
significativas (p < 0,05) entre as diferentes etapas das condi¢des gastrointestinais simuladas

para cada amostra.
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Figura 2. Taxa de recuperacdo (%) de L. rhamnosus GG durante a simulacdo das condigdes
gastrointestinais in vitro. Fase oral (2min), Fase géstrica (2h), Fase ileal (4h), Fase intestinal

(6h — 48h). Amostra controle (m); Amostra com 5% de polpa de uvaia (®); e amostra com 10%

de polpa de uvaia (A).
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Fonte: A autora.

Em comparag@o com a etapa inicial, quando expostas as condi¢des da boca (SSF), ndo
houve diferenca significativa na contagem de células vidveis e taxa de recuperacdao de L.
rhamnosus GG nas amostras (Tabela 2 e Figura 1, respectivamente). A hidrolise do alimento
pela acdo da enzima a-amilase, presente na saliva, acontece de forma gradual (Humphrey &
Williamson, 2001). Por apresentar caracteristica liquida e pouco viscosa, a bebida vegetal fica
pouco tempo em contato com as condigdes orais, o que provavelmente acabou nao afetando a
recuperacao de L. rhamnosus GG. Por outro lado, a bactéria probidtica deve ser capaz de tolerar
o baixo pH estomacal para por fim colonizar o epitélio intestinal. Durante a passagem pelo

estomago (SGF), houve reducdo (p < 0,05) na contagem de células vidveis e na taxa de
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recuperagdo de L. rhamnosus GG na amostra controle (sem adi¢ao de polpa de uvaia). Este
comportamento pode estar relacionado a formagao de complexos/aglomerados insoluveis entre
proteinas e polissacarideos que podem criar uma barreira protetora, impedindo que a pepsina e
os fluidos gastricos atinjam as células bacterianas. Quando as proteinas de ervilha e de arroz
estdo em um meio abaixo de seu pl (4,6 a 4,8) (KORNET et al., 2021; LAN; CHEN; RAO,
2018; ZHANG et al.,, 2021), elas terdo uma carga liquida positiva, interagindo com
polissacarideos anidnicos (por exemplo, a pectina que pode estar presente na polpa) formando
o complexo (MUN; SURH; SHIN, 2020). Embora o suco gastrico (pH 3,0) e a pepsina sejam
altamente prejudiciais ao probidtico, a contagem de células vidveis e a taxa de recuperagdo
permaneceram acima de 8 log UFC g! e 89 % apds esta etapa para todas as amostras,
respectivamente. A manutencdo de altas contagens vidveis e taxa de recuperaciao das amostras
nesta fase também pode estar relacionada a presenca de acidos organicos oriundos da polpa de
uvaia, o que pode ter induzido uma maior resisténcia a cepa nas condigdes gastricas
(PERRICONE et al., 2015). Koponen et al. (2012) descrevem que a exposi¢do a estresse acido
sub-letal, como durante a fermentacdo e com o uso de polpa de frutas, pode induzir resisténcia
a um estresse subsequente por meio da ativagdo de sistema de protecdo de L. rhamnosus GG,
como a produ¢do de uma ATPase translocadora de protons (FoFi1-ATPase) e expressao do fator
o” para manter a homeostase do pH citoplasmatico. Além disso, o acido galico (presente na
polpa de uvaia) tem sido relacionado a uma adaptagdo metabolica especifica em cepas de
Lactobacillus spp. (REVERON et al., 2015). As medidas de potencial de membrana e pH
interno mostraram que o processo de transporte e os fons H™ consumidos durante a
descarboxilacdo do acido galico pela galato descarboxilase de L. plantarum, aumentaram a
for¢a proton-motriz sobre a membrana celular e o pH intracelular reduzindo assim o estresse
acido (REVERON et al., 2015).

A seguir, as amostras foram expostas as condi¢des gastrointestinais simuladas do ileo,
portanto, foram expostas aos sais biliares e a pancreatina, sob condi¢des de pH igual a 7,0
(SIF). Nesta etapa, a taxa de recuperacgao de L. rhamnosus GG diminuiu (p < 0,05) nas amostras
adicionadas de 5% e 10% de polpa de uvaia. Nazo et al. (2019) observaram que os sais biliares
podem atuar com acdo detergente sobre as membranas celulares, podendo ser responsavel por
tal diminui¢ao da taxa de recuperacdo. Como observado por Tesoriere et al. (2016) durante
esta etapa, as enzimas adicionadas, juntamente com os sais biliares, tiveram tempo de atuar
sobre a membrana de peptideoglicanos nas células microbianas. Adicionalmente, a hidrolise
proteica causada pela acdo do suco pancredtico (pancreatina e sais biliares) pode ter causado a

liberagdo dos microrganismos que estavam aderidos a eles, deixando-os mais vulneraveis a sua
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acdo. Por outro lado, durante esta etapa, mesmo com o decréscimo das células viaveis, elas
permaneceram > 8 log UFC! em todas as amostras, mostrando uma excelente capacidade de
resisténcia. Vale ressaltar que as culturas probidticas adicionadas aos alimentos devem
permanecer vidveis e em altas concentragdes, desde a inoculag¢do até o fim da vida util do
produto, de modo que sobrevivam as condi¢des do trato gastrointestinal e apresentem-se em
altas concentragdes na etapa intestinal (FURTADO et al., 2019), comportamento este
observado para todas as amostras deste estudo.

Ao chegarem no intestino grosso, devido a baixa acidez, bem como grande quantidade
de substratos disponiveis e ndo absorvidos anteriormente, os microrganismos podem se
multiplicar e entdo exercer seus efeitos benéficos (VERRUCK et al., 2019). A multiplicacao
expressiva de L. rhamnosus GG foi observada até as 18h sob condi¢des do intestino grosso
simuladas (Tabela 2 e Figura 2). Nesta etapa foi adicionado o fluido simulado do intestino
grosso (SLF) que continha todos os nutrientes que naturalmente estariam presentes no colon
humano, além daqueles que ja faziam parte naturalmente da bebida, o que explica o melhor
desempenho da contagem de células vidveis e taxa de recuperagdo. As bactérias do gé€nero
Lactobacillus ssp. possuem a capacidade de hidrolisar proteinas gerando peptideos e
aminoacidos que possuem melhor e mais eficiente absor¢do em comparagdo com uma proteina
nativa (ALLAHDAD et al., 2022). O tempo de fermentagdo gera impactos nas propriedades
fisico-quimicas e sensoriais do produto, além disso, a hidrolise de proteinas durante a
fermentacdo também pode melhorar sua digestibilidade, sua absor¢do e utilizacdo pela
microbiota intestinal como fonte de substrato. Além disso, grande parte dos compostos
fendlicos da dieta chegam ao colon intactos, podendo ser fonte de substratos para a microbiota
intestinal, sendo reconhecidos como prebidticos (KAWABATA et al., 2019). Os prebidticos
sao fermentados pela microbiota do célon, multiplicando as bactérias benéficas dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus. Durante a fermentac¢do, ocorre a produ¢do de uma mistura de
acidos graxos de cadeia curta, como acetato, propionato e butirato, L-lactato (JOHNSON et al.,
2020). Esses compostos sdo responsaveis por fornecer uma vasta gama de beneficios
fisiologicos, incluindo regulacdo anti-inflamatéria e imunoldgica, propriedades
anticancerigenas e regulagdo metabolica. Os mecanismos de agdo dos prebidticos podem ser
indiretos, responsavel pelo fornecimento de nutrientes a microbiota intestinal para um
crescimento natural, ou podem atuar de forma direta, inibindo algumas bactérias patogénicas,
eliminando colesterol e no controle de doengas cardiovasculares (MOHANTY et al., 2018). O
efeito prebidtico observado para esses compostos pode estar relacionado a presenga de

flavonoides glicosilados, que servem como fonte de carbono e energia para alguns
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microrganismos da microbiota intestinal, ¢ que fermentam os agucares ligados a esses
flavonoides (BRAUNE; BLAUT, 2016). A presenca de oligossacarideos, amido resistente,
compostos fendlicos e isoflavonas nas leguminosas, as tornam potenciais substratos para
bactérias probioticas. Tais propriedades permitem que sejam utilizadas para o potencial
desenvolvimento de alimentos simbidticos, fontes de probidticos e prebidticos (CICHONSKA
et al., 2022). No entanto, apesar da literatura descrever alguns compostos fendlicos como
potenciais prebidticos, nas condi¢cdes analisadas neste estudo, esta acdo ndo se sobressaiu a
matriz testada (controle).

No intervalo entre 24h e 36h houve um decréscimo de células vidveis e na taxa de
recuperagdo (Tabela 2 e Figura 1, respectivamente), possivelmente pela necessidade de
adaptacao para o consumo de substratos ndo tao facilmente disponiveis, como proteinas de alta
MM e frutooligossacarideos. Além disso, apos as 18h de incubagdo, a amostra com 10% de
polpa de uvaia apresentou menor taxa de recuperagao (p > 0,05) em relagao as demais amostras.
Possivelmente este comportamento tem relagdo com a maior concentracao de polpa de uvaia
nesta amostra, que pode ter liberado uma grande quantidade de compostos fendlicos durante a
fermentagdo intestinal, levando a inibi¢ao do crescimento da bactéria probiotica. Nualkaekul e
Charalampopoulos (2011), ao estudar a recuperagdo de L. plantarum em algumas frutas,
notaram uma perda consideravel na viabilidade desta bactéria, possivelmente devido ao alto
teor de compostos fendlicos liberados pelos sucos de roma e cranberry.

Ao final da fase intestinal, ap6s as 48h de fermentacdo, que ¢ o tempo médio de
passagem pelo intestino grosso de um alimento em um ser humano saudavel, todas as contagens
apresentavam-se elevadas (> 9 log UFC g!). Estes resultados indicam que independente da
adicao de polpa de uvaia ou ndo, esta matriz vegetal apresenta-se como uma alternativa
promissora para o carreamento de L. rhamnosus GG. No entanto, as amostras controle e com
5% de polpa de uvaia apresentaram maior contagem de células vidveis ao final da fase intestinal
em comparacdo a amostra adicionada de 10% de polpa de uvaia. Durante a multiplicagdo das
células probidticas, principalmente na etapa do célon, os compostos fendlicos na forma de
polimeros e oligdmeros, podem ser hidrolisados e transformados em formas mais ativas
(FELIPE et al., 2022). Apesar de estarem recentemente sendo relacionados a atividade
prebiotica, os compostos fendlicos t€ém amplo reconhecimento como moléculas antioxidantes
e antimicrobianas (FARIAS et al., 2020). Os antimicrobianos geralmente apresentam a
superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS) para exercer sua atividade, portanto, o
estresse oxidativo pode estar na base da a¢ao antimicrobiana dos compostos fenolicos (FELIPE

et al., 2022). Devido as suas propriedades antimicrobianas, os compostos fenolicos podem
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exercer amplos efeitos sobre os microrganismos resultando em mudancgas dinamicas na
microbiota intestinal, comumente resultando em alteragdo da relagdo Firmicutes para
Bacteroidetes (ESPIN et al., 2017). Portanto, o conhecimento das bases que governam as
interagdes reciprocas entre compostos fendlicos-microbiota ¢ importante para entender como
estes moldam as comunidades microbianas do hospedeiro, bem como esse conhecimento ¢
necessario para decifrar as vias bioquimicas que as bactérias, no contexto de simbiose com seus
hospedeiros, evoluiram para metabolizar compostos fendlicos e fornecer esses compostos em
suas formas biodisponiveis e bioativas (FELIPE ef al., 2022). Sendo assim, a maior
concentracdo de polpa de uvaia testada (10%) neste estudo pode ndo ser a melhor opcao para

carrear L. rhamnosus GG em bebida vegetal.

6. CONCLUSAO

Todas as amostras apresentaram altas concentragdes de células viaveis e foram
possiveis de serem consideradas probidticas (> 9 log UFC g!). As altas contagens de células
viaveis permaneceram durante toda a passagem pelo sistema gastrointestinal, mesmo na etapa
do ileo, onde efetivamente tem maior potencial de acao probiotica. Ao final da fase intestinal,
a amostra controle e com 5% de polpa de uvaia apresentaram maior contagem de células viaveis
em comparag¢ao a amostra adicionada de 10% de polpa de uvaia. Sendo assim, a adi¢ao de 10%
de polpa de uvaia em bebida vegetal ndo ¢ recomendada devido a atividade inibitoria
apresentada frente ao L. rhamnosus GG. No entanto, todas as contagens apresentavam-se
elevadas (> 9 log UFC g!), indicando que independente da adi¢do de polpa de uvaia ou nio,
esta matriz vegetal apresenta-se como uma alternativa promissora para o carreamento de L.

rhamnosus GG.
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