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RESUMO

Ao longo dos anos, houve um aumento na busca por alimentos a base de plantas como
alternativas as proteinas animais. Aliado a esse interesse, os alimentos funcionais probioticos
¢ prebioticos também sdao de grande interesse dos consumidores. Estudos recentes indicam
que compostos fenodlicos podem atuar como prebidticos, modulando a microbiota intestinal.
Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar o potencial prebiodtico da polpa de uvaia
(0%, 5% e 10%) adicionada a uma bebida vegetal fermentada com Lacticaseibacillus
rhamnosus GG como probidtico e elaborada com proteinas de ervilha e arroz, além da
avaliagdo do potencial antioxidante durante a digestdo in vitro. A digestibilidade in vitro foi
realizada seguindo o ensaio de simulacdo adaptado do INFOGEST, que analisou o
comportamento probidtico (Lacticaseibacillus rhamnosus GG) e a bioacessibilidade de
compostos bioativos (contetido fenodlico total e atividade antioxidante) durante as fases oral,
gastrica e intestinal (48h). A contagem inicial de células vidveis da bactéria probidtica L.
rhamnosus GG na bebida adicionada de polpa de uvaia 0%, 5% e 10% correspondeu a 9,30,
9,44, 9,45 log UFC g, respectivamente. A polpa de uvaia protegeu o probidtico na fase
gastrica, provavelmente devido a presenca de acido galico nestas amostras. As altas contagens
de células vidveis permaneceram durante toda a passagem pelo sistema gastrointestinal,
incluindo a fase do ileo, onde efetivamente possui maior potencial de ag¢do prebidtica. Ao
final da fase intestinal (48h), as amostras controle (106,89%) e as amostras com 5% de polpa
de uvaia (109,38%) apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia em relacdo a amostra
adicionada com 10% de polpa de uvaia (102,20%). Por outro lado, o contetdo fendlico total
ao final da simulagdo gastrointestinal (48h) também foi igual (p > 0,05) entre 0% e 5% das
amostras de polpa de uvaia (0,61 e 0,54 mg GAE. mL", respectivamente) e superior (p <
0,05) para amostra de 10% (1,29 mg GAE. mL"). O mesmo comportamento ocorre para a
atividade antioxidante de 0%, 5% e 10% das amostras pela captura do radical livre
2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH) (4,06, 3,96 ¢ 8,44 mg Trolox.mL", respectivamente),
ABTS (10,28, 11,06, 11,97 mg Trolox.mL", respectivamente) e pelo método Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP) (917,02, 863,87 ¢ 1983,23 uM Trolox.mL", respectivamente).
Assim, todas as contagens foram altas (> 9 log UFC g"), indicando que independentemente da
adicdo ou ndo de 5% de polpa de uvaia, a bebida vegetal a base de proteina de ervilha e arroz
representa uma alternativa promissora para carrear L. rhamnosus GG. No entanto, a adigdo
de 10% de polpa de uvaia ndo ¢ recomendada devido a atividade inibitoria e de agdo
antimicrobiana dos compostos fendlicos contra L. rhamnosus GG.

Palavras-chave: Proteina de arroz; Proteina de Ervilha; Frutas Nativas Brasileiras;
Lacticaseibacillus rhamnosus GG; Bebida vegetal.



ABSTRACT

Over the years, there has been an increase in the search for plant-based foods as alternatives to
animal proteins. 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
prebiotics, modulating the intestinal microbiota. In this sense, the objective of this work was
to analyze the prebiotic potential of uvaia pulp (0%, 5% and 10%) added to a vegetable
beverage fermented with Lacticaseibacillus rhamnosus GG as probiotic and elaborated with
pea and rice proteins, in addition to the evaluation antioxidant potential during in vitro
digestion. The in vitro digestibility was performed following the simulation assay adapted
from INFOGEST, which analyzed the probiotic behavior (Lacticaseibacillus rhamnosus GG)
and the bioaccessibility of bioactive compounds (total phenolic content and antioxidant
activity by DPPH, ABTS and FRAP during the oral, gastric and intestinal (48h) phases. The
initial viable cell count of the probiotic bacteria L. rhamnosus GG in the beverage added with
0%, 5% and 10% uvaia pulp corresponded to 9.30, 9.44, 9.45 log CFU g, respectively. The
uvaia pulp protected the probiotic in the gastric phase, probably due to the presence of gallic
acid in these samples. The high viable cell counts remained throughout the passage through
the gastrointestinal system, including the ileal phase, where it effectively has a greater
potential for prebiotic action. At the end of the intestinal phase (48h), the control samples
(106.89%) and the samples with 5% uvaia pulp (109.38%) had higher survival rates efficiency
in relation to the sample added with 10% of uvaia pulp (102.20%). On the other hand, the
total phenolic content at the end of the gastrointestinal simulation (48h) was also equal (p >
0.05) between 0% and 5% of uvaia pulp samples (0.61 and 0.54 mg GAE.mL", respectively)
and higher (p < 0.05) for 10% sample (1.29 mg GAE.mL™"). The same behavior occurs for the
antioxidant activity of 0%, 5% and 10% of the samples by DPPH (4.06, 3.96 and 8.44 mg
Trolox.mL", respectively), ABTS (10.28, 11 .06, 11.97 mg Trolox.mL", respectively) and
FRAP (917.02, 863.87 and 1983.23 uM Trolox.mL", respectively). Thus, all counts were
high (> 9 log CFU g"), indicating that regardless of the addition or not of 5% uvaia pulp, the
vegetable drink based on pea and rice protein represents a promising alternative to carry L.
rhamnosus GG. However, the addition of 10% of uvaia pulp is not recommended due to the
inhibitory activity and antimicrobial action of phenolic compounds against L. rhamnosus GG.

Keywords: Rice protein; Pea Protein; Brazilian Native Fruit; Lacticaseibacillus rhamnosus
GG; Plant-based Drink.



1 INTRODUCAO

O aumento da procura por proteinas derivadas de plantas como alternativas as de
origem animal se da principalmente devido a preocupagdo em torno da saude, do meio
ambiente ¢ do bem estar animal (Boukid et al., 2021). Além de serem fontes mais baratas e
sustentaveis, as dietas a base de proteinas vegetais oferecem beneficios a satide, como a
diminui¢do do colesterol e da pressao arterial (Lu ez al., 2019), na fungdo cardioprotetora, na
prevencdo da obesidade e do diabetes tipo 2 (Alcorta et al., 2021). Atualmente, as proteinas
vegetais mais consumidas sdo as provenientes do trigo e da soja, porém ambas possuem
potencial alergénico, o que tem aumentado a procura por outras matrizes vegetais com
caracteristicas hipoalergénicas, ou reduzidas em alérgenos (Zhao et al., 2020). As proteinas
de ervilha e arroz sdo excelentes substitutas das proteinas alergénicas e mantém sua
disponibilidade e valores nutricionais adequados. A combina¢do da proteina de ervilha e de
arroz, garante quantidades suficientes de todos os aminodcidos essenciais a dieta humana (Lu
etal, 2019).

Segundo Pua et al. (2022), as bebidas a base de plantas ainda enfrentam grandes
desafios, como caracteristicas sensoriais indesejaveis - sabor e aroma tipicos de feijoes - e a
baixa disponibilidade devido aos antinutrientes presentes nos graos e que s@o resistentes aos
processamentos, inclusive a altas temperaturas. A fermentacdo surge como uma possivel
solugdo para esses desafios, uma vez que além de melhorar as propriedades sensoriais, reduz a
concentragdo de componentes antinutricionais e alergénicos. Além disso, ao usar
microrganismos probidticos € possivel elaborar uma bebida funcional por meio da
acidificagdo e geracdo de compostos antimicrobianos competitivos com microrganismos
indesejaveis (Alcortata ef al., 2021). Bebidas fermentadas sdo consideradas benéficas a saude;
segundo Lavefve et al. (2019), o processo de fermentagdo por bactérias laticas (BAL) altera
os perfis nutritivos e bioativos das bebidas por meio de atividades enzimaticas e microbianas,
o que resulta na produgdo de uma diversidade de metabolitos secundarios que podem exercer
acOes prebidticas. Certas BAL podem produzir exopolissacarideos, que melhoram a
estabilidade de bebidas, possibilitando a substituicdo de espessantes, como é o caso de
Lacticaseibacillus rhamnosus. Esta cepa também tem sido utilizada em bebidas a base de
plantas, devidos aos seus efeitos positivos sobre as propriedades sensoriais dos produtos finais
(Masié et al., 2021).

Ainda pensando na melhora das propriedades sensoriais e nutricionais, a adigdo de

polpas de frutas pode ser uma alternativa. Polpas de frutas sdo comumente adicionadas a



bebidas, porém, o uso de frutas nativas brasileiras ainda ¢ pouco investigado (Bianchini et al.,
2020). O Brasil possui diversos biomas, dentre eles a Mata Atlantica, que produz frutas nao
convencionais muito nutritivas, como a uvaia (Eugenia pyriformis), que possui potencial
econdmico pouco explorado (Sganzerla et al., 2021). A uvaia pertence a familia Myrtaceae,
apresentando forma arredondada, achatada e piriforme, de textura macia ou firme e coloragéo
entre tons amarelos e alaranjados; seu aroma ¢ agradavel com notas doces e acidas (da Silva
et al., 2019). Sobre os aspectos nutricionais, a uvaia tem sido reconhecida por seu alto valor
nutricional ¢ de compostos bioativos (incluindo acido cafeoilquinico, hexosideo de acido
galico, hexosideo de apigenina, galocatequina, hexosideo de luteolina, dihexosideo de
miricetina cumaril, entre outros) (de Paulo Farias ef al,, 2021). E uma fruta com alto teor de
vitamina C e A, além de aminoacidos, tiamina, riboflavina, 4cido pantoténico, piroxina e
biotina (Sganzerla et al., 2019). Em estudo conduzido por Lopes et al. (2018), a ingestdo de
suco de uvaia por ratas fémeas demonstrou a diminuicdo do dano oxidativo, melhorando a
eficiéncia antioxidante e o seu potencial benéfico para a satide. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi elaborar uma bebida vegetal a base de proteinas de ervilha e de arroz,
passando por um processo de fermentacdo latica com L. rhamnosus GG e adig¢do de polpa de
uvaia, ¢ analisar seu potencial probiodtico, prebidtico e¢ antioxidante durante as etapas de

digestdo gastrointestinal.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Para elaboracdo da bebida foram utilizadas proteina isolada de arroz (80g proteinas
100g™, VeganWay, Florianopolis, SC, Brasil) e proteina isolada de ervilha (80g proteinas
100g™!, VeganWay, Florianopolis, SC, Brasil), com cultura probiotica liofilizada composta por
Lacticaseibacillus rhamnosus LGG® (Lr) (Chr. Hansen, Honsholm, Dinamarca) e 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). Para as analises microbioldgicas, foram utilizados caldo de
Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e agar MRS (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). Para a
simulagdo gastrointestinal in vitro, foram utilizadas enzimas a-amilase (Sigma-Aldrich Sao
Paulo, SP, Brasil), pepsina de mucosa gastrica suina (Sigma-Aldrich Sao Paulo, SP, Brasil),
pancreatina suina (Sigma-Aldrich Sao Paulo, SP, Brasil) e sais biliares bovinos
(Sigma-Aldrich Sdo Paulo, SP, Brasil) (Sdo Paulo, SP, Brasil). Para determinagdo da
viabilidade das bactérias probidticas, foi utilizado o Kit BacTiter-Glo™ Viability (Promega,
Madison, WI, EUA). Para analise do teor de fendlicos totais, foi utilizado reagente
Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, S3o Paulo, SP, Brasil). Para andlise da atividade
antioxidante, segundo ensaio de captura de radicais DPPH, foram utilizados radicais
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil); para analise da atividade
de captura de radicais ABTS, foram utilizados
2,2-AZINO-BIS(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammoninum salt (Sigma-Aldrich,
Sdo Paulo, SP, Brasil) e Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acidocarboxilico)
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil); e para analise segundo ensaio de reduc¢ao do Ferro
FRAP, foi utilizado TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP,

Brasil). Todos os produtos quimicos usados eram de grau analitico.

2.2 ELABORACAO DA BEBIDA

Na clabora¢do da bebida vegetal fermentada, foi utilizado 1,83% de proteina de
arroz, 1,83% de proteina de ervilha, 10% de sacarose, 0,32% de 6leo de soja ¢ 0,2% de
lecitina de soja diluidas em agua destilada. A bebida foi homogeneizada a 13.000 rpm
(Ultra-Turrax, IKA™ T25 digital) por 3 minutos, seguido de inoculagdo de uma cultura

probidtica liofilizada composta por 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por grama
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de Lacticaseibacillus rhamnosus LGG® (Lr) (Chr. Hansen, Hensholm, Dinamarca). A etapa
de fermentagdo foi realizada a 37°C £ 2 até alcancar o pH de 4,8 e, posteriormente resfriada a
4°C + 1. A bebida fermentada foi dividida em trés amostras (CT, I5 e 110). Na amostra CT
ndo houve adigdo de polpa de uvaia, enquanto as amostras I5 e 110 foram preparadas com
adicao de 5% e 10% (m/v) de polpa de uvaia pasteurizada (80°C/3min), respectivamente. As

amostras foram mantidas refrigeradas (4°C + 1) até o momento das analises.

2.3 SIMULACAO GASTROINTESTINAL IN VITRO

A simulagdo gastrointestinal in vitro foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Broadkorb et al. (2019) e Verruck et al. (2020), com modificagdes. O protocolo
simulou a digestdo na boca, estdbmago, intestino delgado e célon, sequencialmente (Figura 1).
Inicialmente, para simular as condi¢cdes na boca, cinco gramas de cada amostra foram
utilizados com adig@o de 1:1 (m/v) de fluido salivar simulado (SSF) (Tabela 1) e solucdo de
a-amilase salivar humana (75 U.mL"). A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C com
agitacdo a 150 rpm por 2 min. Em seguida, para simular as condi¢des do estdmago, foi
misturado fluido gastrico simulado (SGF) (Tabela 1) 1:1 (v/v) pré-aquecido a 37°C e o pH foi
corrigido com HCI (pH 3,0). Em seguida, ainda na fase estomacal, adicionou-se solugdo de
pepsina suina (2.000 U.mL™"), incubadas novamente a 37°C em banho-maria, por 2 h sob
agitacdo de 100 rpm.

Na fase de simulacdo do intestino delgado, foi adicionado 1:1 (v/v) de fluido
intestinal simulado (SIF) (Tabela 1) previamente aquecido em banho-maria a 37°C contendo
pancreatina (100 U.mL"', baseada na atividade da tripsina) e sais de bile (10 mM). O pH foi
ajustado para 7,0 com a adigdo de NaOH 1M. A solucao foi agitada a 100 rpm, a 37°C por 2h.
Apos passar pelo intestino delgado, o alimento chegou a etapa do intestino grosso, onde o
ensaio foi adaptado para simular a atividade da microbiota intestinal segundo protocolo
descrito por Verruck et al. (2020). O fluido do intestino grosso simulado (SLF) (Tabela 1) foi
adicionado ao bolo do intestino delgado na propor¢ao de 1:1 (v/v). O pH foi ajustado para 7,0
com solugdo 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 agitagdo também foi
mantida a 45 rpm para simular a intensidade dos movimentos peristalticos.

Antes ¢ durante a simulagdo, as solu¢des enzimaticas foram mantidas resfriadas e
adicionadas gradualmente em cada etapa da digestdo. A quantificacdo de L. rhamnosus GG,

fenolicos totais e atividade antioxidante foram realizadas antes da simulagdo gastrointestinal,



11

durante a fase oral, gastrica, do intestino delgado e durante a fase do intestino grosso nos

tempos de 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 ¢ 48 h (Figura 1).

Tabela 1 — Concentracdo de fluidos utilizados (g.L.}) nas etapas de simulacdo gastrointestinal

SSF pH 7 SGF pH 3 SIF pH 7 SLF pH 7

KCl 15,1 6,9 6,8 4,5
KH2PO4 3,7 0,9 0,8 0,5
NaHCO3 13,6 25 85 1,5
NacCl - 47,2 38,4 4,5
MgCI12(H20)6 0,15 0,12 0,33 -
(NH4)2CO3 0,06 0,5 - -
HCl 1,1 15,6 8.4 -
CaClI2(H20)2 1,5 0,15 0,6 0,15
Peptona - - - 5
Extrato Levedura - - - 4.5
MgSO4 - - - 1,25
FeSO4 - - - 0,005
Amido - - - 5
Pectina - - - 2
Caseina - - - 3
Cisteina - - - 0,8
Tween 80 - - - 1
Triptona de Soja - - - 5

SSF: Fluido salivar simulado; SGF: Fluido géstrico simulado; SIF: Fluido intestinal simulado; SLF: Fluido do
intestino grosso simulado.

Figura 1 - Protocolo utilizado para simulag@o gastrointestinal in vitro

= - N
5g de cada amostra de Bebida ﬁ/' E] E
Vegetal Fermentada - - -
Controle (CT) 15 110
3
Fluido salivar simulado (SSF) 1:1 % s () 150 rpm
+ 0-amilase salivar (75 U.mL") ( ocd pH: 6.9 Tempo: 2 min
AN
| \ \\
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1:1 + pepsina (2000 U.mL"! ) , Estomago \ pH: 3.0 Tempo: 2 h
Fluido intestinal simulado (SIF) >z
e } 45 rpm
1:1 + sais de bile (10mM) e Intestmo - o
: 7.0 Tempo:
pancreatina (100 U.mL") ibdelgado P P
| It A / \ \
Fluido do intestino grosso Colon 45 rpm

simulado (SLF) 1:1 r pH: 7.0 Tempo: 48 h
\
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2.3.1 Analise microbiolégica

O método de bioluminescéncia foi utilizado para quantificar o nimero de células
viaveis de L. rhamnosus GG em cada etapa da simulacdo gastrointestinal. Foi realizada a
dilui¢do em série da cultura pura de L. rhamnosos GG em solugdo salina (0,85g 100mL") para
constru¢do da curva, bem como foi utilizado 100uL de cada amostra, resultante das fases da
simulacdo gastrointestinal, com 50uL do reagente BacTiter-Glo™ e submetidos a um leitor de
microplacas da Promega (GloMax® Explorer System modelo GM3500, EUA) para a obtengdo
dos valores de luminescéncia. Foi utilizada curva de calibragdo (R’= 0,9925), construida
através da correlacdo dos valores de luminescéncia e as contagens em placa. As contagens em
placa foram obtidas através do método pour plate em agar de Man, Rogosa e Sharp (MRS)
incubadas em estufa bacteriologica a 37 + 1°C por 48 h e a contagem de células viaveis de L.
rhamnosus GG expressa em log de unidades formadoras de coldnias por grama (log UFC.g™").
A andlise foi realizada em triplicata, incluindo a propagacdo da bactéria probidtica para a

constru¢do da curva.

2.3.1.1 Taxa de sobrevivéncia

Ap6s as condicdes gastrointestinais simuladas, o desempenho de L. rhamnosus GG

foi avaliado pela taxa de recuperacao (%) (Verruck et al., 2015) conforme a equacao:

log UFC N1

log UFC NO x100

Taxa de recuperacao (%) =

onde N, representa a contagem de células viaveis apos cada fase da simulacdo gastrointestinal

e N, representa a contagem de células vidveis antes da simulagao.

2.3.2 Teor de fenodlicos totais (TPC)

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada conforme o método
colorimétrico Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965). O método consiste na
reacdo de 0,5mL de Folin-Ciocalteu, 7mL de agua destilada, 100uL de cada amostra e 1,5mL
de solucdo de carbonato de sédio a 20% p/v. Os tubos de ensaio, com as misturas, foram

mantidos no escuro a temperatura ambiente (24°C) durante 120 minutos. As absorbancias
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foram medidas em espectrofotdmetro (UV-Vis mini-1240 Tokyo, Japao) a 765nm e os
resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico por mL (mg Trolox.mL™"). A

analise foi realizada em triplicata e agua destilada foi utilizada para zerar o espectrofotometro.

2.3.2.1 Fragdo liberada de compostos fenolicos
Para avaliar a fracdo liberada (%) de conteudo fendlico de cada fase da simulagao
gastrointestinal (boca, estdmago, intestino delgado e cdlon), a equagdo descrita por Arend et

al., 2022 foi aplicada:
Fracdo liberada (%) = %xlOO

onde n, representa o conteido quantificado apds cada etapa das condigdes gastrointestinais

simuladas (mg.g™") e n; representa o contetido inicial quantificado antes da simulago.
2.3.3 Atividade antioxidante
2.3.3.1 Ensaio de captura de radicais DPPH

O ensaio de captura de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizado
conforme descrito por Rufino et al. (2007). O método consiste na reagdo de 0,1mL de cada
amostra com 3,9mL do radical DPPH (solugdo DPPH 0,06mM). Os tubos foram
homogeneizados em agitador de tubos e mantidos no escuro durante 30 minutos. As
absorbancias foram medidas em espectrofotometro (UV-Vis mini-1240 Tokyo, Japdo) a
515nm com curva de calibragdo (R’ = 0,9861) e os resultados foram expressos como
equivalente de trolox por mL (mg.mL™"). A analise foi realizada em triplicata e alcool metilico

foi utilizado como branco.
2.3.3.2 Atividade de captura de radicais ABTS

A capacidade antioxidante pelo método ABTS foi realizada conforme descrito por
Rufino et al. (2007). O método consiste na reagcdo de 30uL da diluicdo de cada amostra com
3mL do radical ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammoninum

salt). Os tubos de ensaio, com as misturas, foram mantidos no escuro a temperatura ambiente



14

(24°C) durante 6 minutos. As absorbancias foram medidas em espectrofotometro (UV-Vis
mini-1240 Tokyo, Japdo) a 734nm com curva de calibragdo (R’ = 0,9944) e os resultados
foram expressos como equivalente de trolox por mL (mg Trolox.mL™). A analise foi realizada

em triplicata e alcool etilico foi utilizado como branco.

2.3.3.3 Ensaio de reducgdo do Ferro FRAP

O método FRAP foi realizado conforme descrito por Rufino ez al. (2006). O método
consiste na reagdo de 90uL da diluicdo de cada amostra com 2,7mL do reagente FRAP (25mL
de tampao acetato a 0,3M, 2,5mL de solugdo TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) a 10mM e
2,5mL de solu¢do aquosa de cloreto férrico a 20mM). Os tubos foram homogeneizados em
agitador de tubos e mantidos no escuro durante 30 minutos. As absorbancias foram medidas
em espectrofotdometro (UV-Vis mini-1240 Tokyo, Japdo) a 595nm e os resultados foram
expressos em micromol de Trolox equivalente por mililitro da amostra (uM Trolox.mL™"). A

analise foi realizada em triplicata e o reagente FRAP foi utilizado como branco.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrio. Para a determinar as
diferencas significativas (p < 0,05) entre os resultados, foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) one-way e teste de Tukey. A andlise dos dados foi realizada no software
STATISTICA versao 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VIABILIDADE DE L. rhamnosus GG DURANTE A SIMULACAO
GASTROINTESTINAL

Apds a simulagdo gastrointestinal, a contagem de células vidveis e a taxa de
recuperacdo de L. rhamnosus GG nas amostras apos as fases oral, gastrica e intestinal (ileo e
co6lon) sdo mostradas na Tabela 2 e na Figura 2, respectivamente. A adi¢do de uvaia impactou
significativamente a viabilidade do probiotico em todas as etapas da simulagdo
gastrointestinal. As amostras iniciais quando comparadas as finais, apesar da significancia
estatistica (p < 0,05), ndo possuem relevancia microbiologica (Pinto et al., 2015), pois as
variagOes foram de apenas 0,14 (amostra com 5% de polpa de uvaia) e 0,15 (amostra com
10% de polpa de uvaia) log UFC.g"'. Além disso, todas as amostras apresentaram alta
contagem de células viaveis de L. rhamnosus GG (>9 log UFC.g"). Segundo Hussain et al.
(2016), valores acima de 6 log UFC.g" sdo suficientes para proporcionar efeitos benéficos ao
organismo. Em ensaio clinico conduzido por Segers et al. (2014), a ingestdo acima de 8 log

UFC.g" de L. rhamnosus GG reduziu a resposta inflamatéria dos individuos.

Tabela 2 — Contagens de células viaveis de L. rhamnosus GG (log UFC.g") ao longo da
passagem pelo sistema gastrointestinal simulado.

Amostra CT I5 110
Inicial 9,30 + 0,03°°F 9,44 £+ 0,01°F¢ 9,45 + 0,04
Boca 9,49 + (,04°F 9,57 + 0,02%EF 9,55+ 0,01%¢
Estomago 8,31 +£0,13% 9,37 + 0,05%¢ 9,40 + 0,07
fleo 8,19 + 0,09° 8,49 + 0,14 8,42 + 0,01
Colon 6h 11,09 + 0,044 10,79 + 0,10°*8 10,66 + 0,03
Colon 12 h 10,84 £ 0,17%4 11,04 = 0,044 10,50 + 0,02*
Colon 18 h 10,73 +0,07*B 10,59+ 0,0828¢ 10,50 + 0,028
Colon 24 h 8,63 = 0,03%¢ 9,17+0,16¢ 8,46 + 0,13
Colon 30 h 9,24+ (,07°PEF 9,82 + 0,07 9,07+ 0,04°°
Colon 36 h 9,39+ 0,02%PE 9,62 + 0,16%F 9,04 + 0,03
Colon42 h 9,91+ 0,15%P 10,01 + 0,19%° 9,51 £0,10%
Colon 48 h 9.94 + 0,02%°B¢ 10,37+ 0,03%¢ 9.66 + 0,28

Resultados expressos em média + desvio padrdo.

*¢ Letras minusculas em uma mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre as amostras na mesma
etapa da simulag@o gastrointestinal

A€ Letras maitsculas na mesma coluna indicam diferenga estatistica (P < 0,05) na amostra em etapas diferentes
da simulagdo gastrointestinal..
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Também ndo houve diferenca significativa na taxa de recuperacdo de L. rhamnosus
GG entre as amostras (CT, I5 e 110). Este resultado se deve a varias caracteristicas da bebida
ao longo da digestibilidade in vitro. Dentre elas, durante a fase oral, a bebida vegetal fica
pouco tempo em contato com o fluido salivar simulado (SSF), devido a sua caracteristica
liquida e pouco viscosa, o que pode ter afetado a recuperagdo de L. rhamnosus GG. Além
disso, durante a passagem pelo estomago (SGF) ha a formagdo de complexos insoluveis entre
proteinas (ervilha e arroz) e polissacarideos (pectina presente na polpa de uvaia) (Mun et al.,
2020), que ajudam a criar uma barreira protetora, impedindo que a pepsina e os fluidos
gastricos atinjam as células bacterianas e contribuindo para a manutencdo de alta viabilidade
da cultura probiodtica. Na etapa de simulag@o do intestino delgado, os sais biliares presentes no
SIF podem atuar com acdo detergente sobre as membranas dos microrganismos (Nazo et al.,

2019), podendo acarretar na diminui¢ao da taxa de recuperagao.

Figura 2 — Taxa de recuperagdo (%) de L. rhamnosus GG durante a simulacdo das condi¢des
gastrointestinais in vitro
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Por fim, durante a simulacdo do intestino grosso, devido a baixa acidez ¢ a
disponibilidade de substratos ndo absorvidos anteriormente, os microrganismos podem se
multiplicar e exercer seus efeitos benéficos (Verruck et al., 2019), e assim o fizeram até as
18h. Apds as 18h de incubacdo, I10 apresentou menor taxa de recuperacao (p < 0,05) em
relagdo a CT e IS5, isso se deve ao fato da maior concentracdo de polpa de uvaia liberar
grandes quantidades de compostos fenolicos (o que foi comprovado na analise de compostos
fenolicos totais), levando a inibigdo do crescimento da bactéria probiotica. Nualkaekul et al.
(2011), encontraram resultados semelhantes ao estudar a recuperagdo de L. plantarum e
atribuiram a possivel inibigdo devido aos altos teores de compostos fenolicos liberados pelos
sucos de roma e cranberry. No intervalo entre 24h e 36h houve uma diminui¢@o na taxa de
recuperagdo, possivelmente pela necessidade de adaptacdo para o consumo de substratos ndo
facilmente disponiveis, como proteinas de alta MM e frutooligossacarideos. Ao final da
digestibilidade in vitro, todas as contagens estavam altas (>9 log UFC.g"), esses resultados
indicam que a matriz vegetal ¢ uma alternativa promissora de carreamento de L. rhamnosus
GG, porém a amostra 110, neste estudo, ndo pode ser considerada a melhor op¢do para carrear

L. rhamnosus GG em bebida vegetal.

3.2 EFEITO DA DIGESTIBILIDADE IN VITRO NO TEOR DE COMPOSTOS
FENOLICOS

Apods a simulagdo gastrointestinal, a contagem e a fracdo liberada de teor de
fendlicos totais (%) de teor de compostos fendlicos (TPC) nas amostras apos as fases oral,
gastrica e intestinal (ileo e cdlon) sdo mostradas na Tabela 3 e Figura 3, respectivamente.

Todas as amostras apresentaram aumento significativo (P < 0,05) nos teores de
fendlicos totais. O comportamento das amostras CT e I5, apesar de terem diferenca estatistica
entre o teor final de fendlicos totais, mantiveram o mesmo comportamento (Figura 3), com
maior TPC observado no ileo, diminuindo ligeiramente até o coélon 36h e retornando a
aumentar até atingir o maximo de TPC no coélon 48h. Segundo Spinola ef al. (2019)
descreveram, a hidrodlise acida e enzimatica, ocorridas principalmente nas fases estomacais e
intestinais, liberam compostos fendlicos ligados a moléculas, como o agtlicar, tornando-os
disponiveis para serem metabolizados; o que sugere ter acontecido no presente estudo. Na
amostra 110, o maior TPC ¢ observado no célon em 18h, com ligeira redugao até o colon 48h,
mantendo o teor de fendlicos totais significativamente maior quando comparado as demais

amostras.
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Tabela 3 — Teores de compostos fenolicos totais (mg GAE.mL™") ao longo da passagem pelo

sistema gastrointestinal simulado.

Amostra CT 15 110
Inicial 0,01 + 0,004 0,01 +0,00¢* 0,01 £ 0,00%
Boca 0,02 + 0,00® 0,01 +0,01%8 0,03 £ 0,00
Estomago 0,08 + 0,00 0,08 + 0,00™ 0,10+ 0,01%
fleo 0,70 £ 0,014 0,70 + 0,02 0,80 +0,01<®
Colon 6h 0,58 £ 0,01 0,58 +£0,01% 1,24 £0,02°*
Colon 12 h 0,59 £ 0,01 0,61 £0,01%® 1,33 £ 0,04%A
Colon 18 h 0,60 + 0,05 0,63 +0,01°8 1,40 +0,03*4
Colon 24 h 0,58 £ 0,01 0,58 +£0,01% 1,32 +£0,01%4
Colon 30 h 0,58 £0,01°® 0,56 £ 0,00%" 1,31 £ 0,06™*
Colon 36 h 0,55 + 0,00 0,58 £ 0,018 1,24 £ 0,05**
Colon 42 h 0,60 £ 0,01 0,58 £ 0,00°® 1,24 + 0,03
Colon 48 h 0,61 +0,01°8 0,64 + 0,05 1,29 & 0,04
*¢ Letras minasculas em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05) para a mesma amostra entre
as etapas.

A€ Letras maiusculas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre as amostras em uma mesma
etapa.

Como no coélon ha maior multiplicacdo de bactérias, observada na contagem de
células viaveis (Tabela 3), ocorrem também liberagdes e transformagdes nos compostos
fenolicos (Morais et al., 2019), o que explica o aumento progressivo ao longo da
digestibilidade in vitro, principalmente em 110 (Figura 3).

De acordo com Farias et al. (2020), varios compostos fenolicos foram identificados
na polpa de uvaia, dentre eles 10 flavonoides e 7 4cidos fendlicos, onde todos os flavonoides
aumentaram sua intensidade relativa apds a digestibilidade in vitro na fase intestinal, exceto
galocatequina, enquanto que os acidos fendlicos reduziram durante a mesma fase. Estudos
sugerem que os flavonoides podem ser importantes para a saude cardiometabodlica, funcio
cognitiva, doenca de Parkinson e alguns tipos de canceres (Cassidy et al, 2016). Esses
achados de teor de compostos fendlicos, podem estar diretamente relacionados com a
atividade antioxidante da bebida vegetal fermentada, visto que com alto teor de fendlicos,

espera-se que a atividade antioxidante também seja alta (Haminiuk ef al., 2012).
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Figura 3 - Fracdo liberada de Teor de Fenolicos totais
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3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA BEBIDA VEGETAL FERMENTADA DURANTE
A SIMULACAO GASTROINTESTINAL

Apoés a simulag@o gastrointestinal, a atividade antioxidante (AA) nas amostras apos
as fases oral, géstrica e intestinal (ileo e cdlon) foram analisadas segundo o método DPPH,
ABTS e FRAP, mostradas nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente. Todas as amostras, segundo
o método DPPH (Tabela 4), apresentaram aumento de AA significativo (P < 0,05) ao longo
dos processos da digestibilidade in vitro, atingindo valores méaximos no célon 48h. O
comportamento foi similar entre as amostras, com aumento gradual da AA até a fase do ileo,
com expressivo aumento quando permanecem 6h no célon, diminuindo em seguida até o
colon 30h (CT), 42h (I5) e 36h (110), e retornando a aumentar a AA até atingirem o maximo
em 48h no célon. Esse aumento observado quando as amostras atingem o colon descendente,
deve-se a interagdo com a microbiota intestinal e liberagdo de compostos com maior AA

(Arend et al., 2022). Além da presenca de compostos fendlicos na polpa de uvaia, o aumento
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da AA pode ser explicado devido a formacdo de peptideos bioativos com atividade
antioxidante durante a digestdo da bebida fermentada (Rutella et al, 2016). A hidrdlise de
proteinas ¢ capaz de produzir aminoacidos antioxidantes contribuindo para o aumento da AA
(Chugh et al., 2020). Taniguchi et al. (2017) descreveu que o hidrolisado da fragcdo globulina
da proteina de arroz apresentou um peptideo (YLAGMN) com AA. Além disso, os frutos de
uvaia sdo uma fonte rica de vitamina C, uma importante molécula antioxidante, variando entre
9,45 e 122,51mg 100g" (da Silva et al, 2022) e em carotenoides, variando entre 1,3 ¢
441,26mg 100g" (Sganzerla et al., 2019). Analisando as amostras CT, 15 e 110 houve
diferenca significativa no aumento da atividade antioxidante, demonstrando que a adi¢do de
polpa de uvaia na bebida vegetal fermentada pode ser uma 6tima estratégia para incremento

funcional de bebidas vegetais fermentadas.

Tabela 4 — Capacidade antioxidante segundo método DPPH (mg Trolox.mL™") ao longo da
passagem pelo sistema gastrointestinal simulado.

Amostra CT I5 110
Inicial 0,22 + 0,00™® 0,22 + 0,00'B 0,23 + 0,002
Boca 0,44 + 0,00 0,45 + 0,00™ 0,46 + 0,002
Estomago 0,87 + 0,00 0,89 + 0,00¢* 0,90 + 0,01™
fleo 1,70 + 0,03™® 1,81 +0,00% 1,83 +0,01*
Colon 6h 3,91 +0,02¢¢ 4,04 + 0,03 8,04 + 0,020A
Colon 12 h 3,85 +0,01%¢ 3,98+ 0,018 7,86 £ 0,084
Colon 18 h 3,67 +0,02¢8 3,72 +£0,05® 7,75 + 0,07¢%A
Colon 24 h 3,78 + 0,02 3,87+0,01® 7,80 + 0,254
Colon 30 h 3,87 + 0,03 3,93 + 0,035 7,88 + 0,02¢%4
Colon 36 h 3,97 £ 0,078 3,93 + 0,045 7,96 + 0,07°%
Colon 42 h 4,02 £ 0,06™ 3,89 £ 0,02 8,23 + 0,14%4
Colon 48 h 4,06 + 0,078 3,96 + 0,05%<B 8,44 + 0,00

*¢ Letras mintsculas em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05) para a mesma amostra entre
as etapas.

A€ Letras maitsculas na mesma linha indicam diferenga estatistica (P < 0,05) entre as amostras em uma mesma
etapa.

Segundo o método ABTS (Tabela 5), todas as amostras apresentaram aumento na
AA em todas as etapas da digestibilidade in vitro (p<0,05), com a obtencdo do valor maximo
no colon 48h. Esses valores maximos foram estatisticamente muito superiores aos valores
iniciais, porém, quando analisados os resultados maximos entre as amostras (CT, 15 e 110),
CT e I5 ndo apresentaram diferencas estatisticas, enquanto as amostras I5 e 110 também nio.
Logo, os resultados demonstraram que a polpa de uvaia tem potencial antioxidante, quando

adicionada em valores iguais ou superiores a 10% na bebida vegetal fermentada pelo método
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de captura do radical ABTS. Além disso, os métodos DPPH e ABTS possuem afinidades com
diferentes compostos antioxidantes; enquanto o DPPH reage com os polares, o método ABTS
reage com os compostos apolares (Capocasa et al., 2008). Essas diferencgas nas afinidades
quimicas, pode resultar em atividade antioxidante distinta entre os métodos (Pérez-Jiménez et

al., 2006), como observado neste trabalho.

Tabela 5 — Capacidade antioxidante segundo método ABTS (mg Trolox.mL™") ao longo da

passagem pelo sistema gastrointestinal simulado.

Amostra CT 15 110
Inicial 0,02 + 0,004¢ 0,15+ 0,00® 0,19+0,01™
Boca 0,04 + 0,004 0,29 +0,00® 0,31 +0,01%
Estomago 0,14 + 0,008 0,46 + 0,00™ 0,35+ 0,08™
fleo 0,72 £ 0,02 2,81 £0,218 3,16 £ 0,02
Colon 6h 7,36 + 0,45 6,81 40,0998 6,07 £ 0,37
Colon 12 h 7,73 £ 0,284 6,62 +0,30% 6,01 +£0,32%
Colon 18 h 8,79 + 0,42°8 8,39 £ 0,478 9,65 £ 0,44
Colon 24 h 10,38 £ 0,36 9,38+ 0,288 10,47 + 0,03%A
Colon 30 h 10,37 £ 0,414 10,31 £ 0,124 11,39 £ 0,164
Colon 36 h 10,42 + 0,03% 11,01 £ 0,20°8 11,51 £ 0,004
Colon42 h 10,14 + 0,60* 11,18 £ 0,36 11,75 +0,11*4
Colon 48 h 10,28 £ 0,578 11,06 + 0,04*8 11,97 +£0,17*

*f Letras mintsculas em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05) para a mesma amostra entre
as etapas.

A€ Letras mailisculas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre as amostras em uma mesma
etapa.

Diferentemente dos métodos DPPH e ABTS que quantificam a atividade
antioxidante através da doagdo de atomos de hidrogénio, estabilizando os radicais, o método
FRAP (Tabela 6), analisa as amostras através da transferéncia de elétrons para a solucdo
contendo Fe*', que forma um complexo com o TPTZ (Sganzerla et al., 2019). Analisar esses
tré€s métodos € uma forma de melhor qualificar e quantificar a AA de um produto, visto que
muitos sdo 0s compostos responsaveis pela sua capacidade antioxidante. Pelo método FRAP,
todas as amostras também apresentaram aumento gradativo desde o inicio da digestibilidade
in vitro até atingirem seus valores maximos de atividade antioxidante no c6lon em 48h. Assim
como nos métodos DPPH e ABTS, também foi observado um aumento substancial na AA
quando chega na etapa do codlon, ja explicado anteriormente pela sua interacdo com a
microbiota intestinal, neste caso representado por L. rhamnosus GG, que pode ter agdo
liberadora de moléculas com AA no produto. Em especial para a amostra com 10% de adigéo

de polpa de uvaia, o valor final da digestibilidade in vitro foi mais que o dobro quando
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comparado a amostra 0% e 5% (que nao tiveram diferenga significativa). Assim como ocorreu
no presente estudo, Sganzerla et al. (2019) relataram alta correlagdo entre compostos
bioativos com a AA na polpa da uvaia. Esse resultado ¢ animador e demonstra que a adicao
de polpa de uvaia em bebidas vegetais fermentadas pode aumentar sua capacidade

antioxidante, auxiliando na melhora da qualidade funcional.

Tabela 6 — Capacidade antioxidante segundo método FRAP (uMol Trolox.mL™") ao longo da
passagem pelo sistema gastrointestinal simulado.

Amostra CT I5 110

Inicial 15,80 + 2,942¢ 27,65 +1,34® 36,75 £ 1,22
Boca 28,86 + 0,89¢¢ 58,27 +£2,71"B 70,77 £ 0,96
Estomago 57,03 + 7,62¢¢ 112,85 + 7,778 148,08 + 5,99
fleo 243,95 + 7,44™® 296,70 + 40,4288 306,90 + 14,894
Colon 6h 498,15 + 28,88 502,53 +25,03® 1354,17 + 43,509
Colon 12 h 507,66 + 6,738 605,36 + 13,048 1457,15 + 111,209
Colon 18 h 594,49 + 25,054¢ 786,11 £ 25,218 1666,13 £+ 62,324
Colon 24 h 753,94 + 28,398 685,24 + 39,18 1814,11 £27,12%
Colon 30 h 794,41 + 24,408 785,80 £ 11,228 1903,20 + 52,81%4
Colon 36 h 832,46 £ 50,44® 866,29 + 6,028 1740,12 + 56,5204
Colon 42 h 819,63 + 38,54 992,52 £ 34,35%8 1874,21 + 30,37
Colon 48 h 917,02 + 14,988 863,87 £ 0,218 1983,23 + 37,284

*¢ Letras minusculas em uma mesma coluna indicam diferencga estatistica (P < 0,05) para a mesma amostra entre

as etapas.

A-C Letras maitisculas na mesma linha indicam diferenga estatistica (P < 0,05) entre as amostras em uma mesma

etapa.
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4 CONCLUSAO

Todas as amostras apresentaram altas concentracdes de células viaveis e foram
consideradas probioticas (> 9 log UFC g'), demonstrando que a matriz proteica de arroz e
ervilha ¢ adequada para o carreamento da cepa L. rhamnosus GG. As amostras I5 e 110
demonstraram alta atividade antioxidante ao final da digestibilidade in vitro, demonstrando
que a adicdo de uvaia € relevante e interessante para a claboragdo de bebidas vegetais,
melhorando suas qualidades nutricionais. Além disso, a adi¢do de uvaia também aumentou o
conteudo de fenolicos totais, sugerindo o aumento da capacidade prebiotica da bebida. Por
fim, este trabalho demonstrou que novas alternativas de bebidas podem ser exploradas pela
industria de alimentos contendo a matriz estudada e a polpa de uvaia, sendo opg¢do ao

consumo de bebidas de origem animal.
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