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Destaques

(1) A fermentagdo por L. rhamnosus ATCC 9595 aumentou a capacidade antioxidante do suco de cupuagu.
(2) O suco atendeu aos padrdes microbioldgicos, com L. rhamnosus mantendo-se estavel por 28 dias.
(3) Suco fermentado manteve a atividade antioxidante durante o armazenamento por 28 dias.

RESUMO

O presente trabalho realizou a analise bromatoldgica e avaliou as propriedades antioxidantes do suco
pasteurizado de cupuacu (Theobroma grandiflorum) fermentado por Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC
9595. Os sucos foram pasteurizados (80 °C/10 minutos) para posterior fermentacdo com L. rhamnosus
ATCC 9595 (indculo de 108 UFC). Apds 48 horas foi analisada a viabilidade de L. rhamnosus, producio
de acidos organicos e resisténcia a lisozima e sais biliares. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo
durante 28 dias para analises bromatoldgicas. Os sucos foram submetidos a extracdo com acetato de etila
para avaliacdo da atividade antioxidante, dosagem de compostos fendlicos e flavonoides. L. rhamnosus
ATCC 9595 cresceu no suco pasteurizado de cupuagu (~9 Log UFC/mL), mantendo-se estavel durante os
28 dias (p>0,05). Todas as amostras estavam nos padrdes microbiolégicos estabelecidos pelas diretrizes
brasileiras para sucos. De igual modo, ndo foram detectadas alterag¢des significativas nos teores de Cin-
zas, umidade e B° nos periodos analisados (p>0,05). L. rhamnosus ATCC 9595 cultivado no suco ou MRS
resistiu a agdo da lisozima (100 mg/L) e sais biliares (0,5% e 1,0%). A capacidade antioxidante do suco de
cupuacgu aumentou significativamente apds a fermentacédo por L. rhamnosus ATCC 9595 e teores de com-
postos fendlicos. As amostras de suco fermentados apresentaram valores de IC50 semelhantes durante o
armazenamento, enquanto o extrato ndo fermentado apresentou variacdo a partir do 212 dia. Os resulta-
dos da fermentacdo por L. rhamnosus ATCC 9595 sdo estratégias eficientes para aumentar as caracteristi-
cas antioxidantes do suco de cupuagu.

Palavras-chave: fermentacdo; suco de fruta; probidticos; alimento funcional; radicais livres.
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INTRODUCAO

Os radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO) possuem papéis importantes na etiologia
de patologias degenerativas (Mal de Parkinson, Doenga de Alzheimer), cancer, diabetes e desordens
inflamatdrias!. Neste sentido, os organismos desenvolveram diversas estratégias visando o controle
destes agentes que, em conjunto, compdem o sistema de defesa antioxidante formado por enzimas
(como a superdxido dismutase e catalase) e proteinas (glutationa, tiorredoxina)?. Em muitas situacdes,
no entanto, este sistema ndo consegue lidar com a superproducdo de espécies reativas, gerando um
estado denominado de estresse oxidativo, estando este relacionado com as manifesta¢des clinicas
supradescritas®*.

Uma forma alternativa de retardar os danos causados pelos radicais livres é o uso de alimentos com
propriedades antioxidantes que agem por diferentes mecanismos'®. As frutas sdo reconhecidas como
excelentes fontes de compostos bioativos (como proteinas, vitaminas, carboidratos soluveis, flavonoides
e outros compostos fendlicos)®. Por exemplo, o suco e a polpa de cupuagu (Theobroma grandiflorum)
possuem compostos com propriedades antioxidantes, anti-inflamataérios e hipoglicemiante’”.

Recentemente foi relatado o desenvolvimento de um suco de cupuagu potencialmente
probidtico baseado na incorporacdo de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 (= Lactobacillus
rhamnosus)®. Esta linhagem foi selecionada devido as suas propriedades antimicrobianas e imuno-
moduladoras®!!. A fermentac¢do do suco de cupuagu com L. rhamnosus ATCC 9595 causou alteragdes
no perfil metabdlito do suco de cupuacu devido a biotransformacdo e o aumento na concentragdo de
alguns compostos bioativos®.

Adicionalmente, a fermentacdo por L. rhamnosus ATCC 9595 promoveu o aumento das
propriedades anti-inflamatdrias observadas em modelos murinos de endotoxemia induzida por lipo-
polissacarideo®. A fermentacdo com L. rhamnosus ATCC 9595 também foi empregada para a melhoria
das caracteristicas funcionais do suco de bacuri. O suco de bacuri (Platonia insignis) fermentado
apresentou efeitos anti-infecciosos superiores aos observados para o suco ndo fermentado,
prolongando a sobrevida de larvas de Tenebrio molitor infectadas por uma linhagem de Escherichia
coli enteroagregativa®.

Diante do potencial biotecnolégico de L. rhamnosus ATCC 9595 para produgdo de bebidas
potencialmente probidtica, o presente trabalho realizou a analise bromatolégica e avaliou as
propriedades antioxidantes do suco pasteurizado de cupuacu fermentado por L. rhamnosus ATCC
9595 armazenado por 28 dias.

MATERIAIS E METODOS

Preparo dos sucos pasteurizados e fermentagao com
Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595

Os frutos do Cupuagu foram obtidos em Sao Luis (Maranhao, Brasil). A polpa dos frutos foi
retirada manualmente e armazenada -20 °C até o seu preparo. Em cada experimento amostras (30
g) de polpa foram dissolvidas em 250 mL de agua destilada (120 mg/mL) e o pH ajustado para 6,0.
Em seguida, cada suco foi submetido a pasteurizacdo (80 °C por 10 min). O suco foi transferido para
recipiente com gelo até atingir a temperatura ambiente, e, posteriormente, 1 mL de suspensdo de L.
rhamnosus ATCC 9595 (108 UFC/mL) foi adicionado. As culturas foram incubadas sob agitacdo (120
rom). Apds 48 horas as amostras foram diluidas em série utilizando solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) e plaqueadas em Agar MRS. As placas foram, ent3o, incubadas a 37 °C por 48 horas, e as
unidades formadoras de col6nias (UFC) foram expressas em UFC/mL°.
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Avaliacdo da estabilidade dos sucos durante armazenamento

Viabilidade de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 no suco pasteurizado de Cupuacu

Amostras dos sucos fermentados e ndo fermentados foram armazenadas a 8 °C. Apds cada
periodo determinado (7, 14, 21 e 28 dias de refrigeracao). A viabilidade de L. rhamnosus ATCC 9595 foi
analisada conforme descrito anteriormente.

Analise microbioldgicas e fisico-quimica

A pesquisa de microrganismos patogénicos nos sucos armazenados foi realizada segundo a
instrucdo normativa N° 60 de 2019®. Durante o periodo de armazenamento foram analisadas possiveis
variagdes na cor, cinzas totais, umidade e teores de acgutcar®. Cinco amostras por lote fabricado foram
utilizadas para cada analise.

Simulagao in vitro do trato gastrointestinal do Lacticaseibacillus rhamnosus
ATCC 9595 no suco de Cupuacgu

Resisténcia a lisozima

Inicialmente, os microrganismos crescidos em 10 mL de caldo MRS a 37 °C foram centrifugados,
lavados duas vezes e suspendidos em 2 mL com tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0). Em seguida, 10% da
suspensdo bacteriana foi inoculada em uma solucdo eletrolitica estéril (SEE) (0,22 g/L CaCl,, 6,2 g/L
NaCl, 2,2 g/L KCl, 1,2 g/L NaHCOs) na presenca de 100 mg/L de lisozima (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA). Para controle, a suspensdo bacteriana também foi inoculada em SEE sem lisozima. A taxa de
sobrevivéncia foi expressa como porcentagem de UFC/mL apds 30 min e 120 min comparando com a
contagem determinada no tempo zero.

Teste de tolerdncia aos sais biliares

O teste de tolerancia aos sais biliares foi realizado conforme método previamente descrito, com
modificacdes?®. As solugdes de meio MRS e suco ndo fermentado estéril foram preparadas contendo
sais biliares (Oxgall Sigma, EUA) a 0,5% ou 1,0% e pH 7,3. Numa placa de 96 pogos foram adicionados
100 pL de cada solucdo e subsequentemente 10 plL do suco fermentado. A placa foi incubada por 3
horas a 37 °C e os resultados foram lidos no dispositivo espectrofotometro de 630 nm.

Ensaios antioxidantes in vitro do suco de cupuagu

Amostras (100 mL) dos sucos fermentados e ndo fermentados foram submetidas a extragdo
liquido-liquido utilizando acetato de etila (1:1; v/v). Apds separacgdo, o solvente foi removido por
evaporacao e os extratos foram armazenados a -20 °C.

Ensaios de DPPH e ABTS
As propriedades sequestradoras de radicais livres dos extratos foram mensuradas usando o
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil; Sigma-Aldrich) e usando o radical ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico), conforme métodos previamente descritos?e.

Dosagem de compostos fendlicos

A dosagem de compostos fendlicos presente nos extratos foi realizada utilizando o reagente
Folin-Ciocalteu. Amostras (200 pL a 1000 pg/mL) foram adicionadas a 1,0 mL de reagente de Folin-Cio-
calteu (1: 1 v/v). Apds 3 minutos, foram adicionados 800 puL de carbonato de sédio (20%). A mistura foi
incubada a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e em repouso durante 2 horas. A absorbancia da
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mistura foi medida a 765 nm. O conteldo de fendis totais foi expresso em pug/mL de equivalentes de
acido galico (EAG), utilizando uma curva de calibracdo obtida com a solugdo padrdo de acido galico®®.

Dosagem de Flavonoides

Aliquotas das amostras (100 pL em diferentes concentra¢des) foram misturadas com 100 uL
da solugdo reagente (2 g de Cloreto de Aluminio diluido em solugdo de etanol a 2%). A mistura foi
incubada a temperatura ambiente e ao abrigo de luz e apds 60 min a absorbancia foi medida a 420
nm. A quantidade de flavonoides calculou-se em pg/mL de Equivalente de quercetina (EQ), utilizando
uma curva de calibragdo construida com solucgdo padrdo de quercetina?.

Andlise de dados

Os experimentos foram realizados em triplicata e em trés ensaios independentes. Foi utilizado
o Excel® para tabulacdo dos dados e o GraphPad Prism versdo 8.1 para analise dos dados usando os
testes t de Student ou Analise de variancia de uma via (One-way-Anova) ou de duas vias (Two-way-
Anova), dependendo do tipo de experimento. Todos os resultados estdo expressos em valores médios
dos grupos e analisados considerando o valor de p <0,05 como estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 no suco pasteurizado
de cupuagu durante o armazenamento

Inicialmente foi analisado o crescimento de L. rhamnosus ATCC 9595 no suco pasteurizado de
cupuacu, sendo obtida uma populagdo de aproximadamente 9 Log UFC/mL, que se manteve estavel
durante os 28 dias de armazenamento (p>0,05) (Figura 1). O pH do suco apds a fermentacéo foi de 4,2
+ 0,03, indicando a producdo de acidos organicos. Estes dados estdo em consonancia com os obtidos
na fermentac¢do do suco de cupuacu esterilizado por autoclavagem®.
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Figura 1 — Armazenamento por 28 dias do Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 em suco
pasteurizado de Theobroma grandiflorum. p>0,05. Valores analisados pelo teste One-way-Anova.

A utilizacdo de probidticos em produtos alimenticios no Brasil requer uma analise prévia da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que preconiza que a populagdo de probidticos deve
estar situada na faixa de 8 e 9 Log UFC/mL no produto pronto para o consumo'’*°, Neste contexto,
o produto formulado nesta pesquisa atende a concentracdo de probidticos exigida pela Anvisa. Em
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adicdo, foi confirmado que o suco de cupuagu é uma matriz adequada para propagacdo de bactérias
probidticas, como demonstrado anteriormente®.

Apesar de ser mais frequentemente associada ao leite, a fermentacao latica pode ser realizada
utilizando matrizes vegetais, como polpas e leites de frutas, desde que contenham agucares
fermentaveis em suas composi¢cdes®. A incorporacdo de probidticos em bebidas de origem vegetal
aprimora o seu valor nutricional, intensifica ou adiciona caracteristicas funcionais, além de prolongar
a vida util das bebidas®?.

Ademais, o desenvolvimento de sucos de frutas e outros produtos vegetais com probidticos
possibilita que pessoas com restri¢cdes ao leite (veganos, intolerantes a lactose e com alergia a proteina
do leite de vaca) tenham acesso aos multiplos beneficios do consumo desses microrganismos?22,
Estudos recentes demonstram que o consumo de probidticos é crucial para o equilibrio da microbiota
intestinal, melhorando a func¢do digestiva e imunoldgica?®. Adicionalmente, a suplementacdo de
probidticos tem efeitos benéficos na salide mental e no tratamento de enfermidades infecciosas e
cronicas®?>,

Analises microbioldgicas

As andlises microbioldgicas revelaram que as amostras de sucos pasteurizados de cupuacu
fermentadas ou ndo se encontraram nos padrbes estabelecidos pelas diretrizes brasileiras para
sucos®3, ndo apresentando nenhum dos patdgenos expostos na Tabela 1 de forma detectavel ao longo
dos 28 dias de armazenamento.

Tabela 1 — Analise microbioldgica de sucos pasteurizados de cupuacu (Theobroma grandiflorum)

patsgeno (/mL) TO T7 T14 T21 T28

S/SF S/SF S/SF S/SF S/SF
Bolores e Leveduras 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Enterobacteriaceae 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Salmonella 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Escherichia coli 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

S = Suco de cupuagu; SF = Suco de cupuacgu fermentado

Analises fisico-quimicas

Durante o periodo de armazenamento também foram analisadas as possiveis alterag¢des fisico-
-quimicas dos produtos. Nao foram detectadas alteracdes significativas nos teores de Cinzas, umidade
e B° (p>0,05) nos periodos analisados. Em relagdo ao pH, o suco ndo fermentado apresentou um
aumento significativo ao final do periodo de armazenamento (p< 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Analises fisico-quimicas de sucos pasteurizados de cupuacu (Theobroma grandiflorum)

Cinzas (%) Umidade (%) Brix (B°) pH
S SF S SF S SF S SF

TO 0,81+0,04** 0,86+0,06* 96,92 +0,20** 96,83 +0,20** 3>! 32! 516+0,051 4,2+0,03*?
T7 0,81+0,04** 0,72+0,10** 96,66+ 0,03*' 96,61+0,001>* 32! 3! 526+0,05%* 4,4+0,03?
T14 0,78+0,20** 0,84 +0,10*' 96,78 +0,002** 96,75 %0,03** 3>! 32! 512 +0,04>' 4,3210,00+
T21 0,83+0,20*! 0,83+0,08' 96,56+0,1>* 96,55%0,05** 3*! 32! 500+0,01* 4,27 +£0,01%
728 0,81+0,50*! 0,56+0,20* 96,71+0,01>* 96,60+ 0,00>! 3** 32! 5095+0,01% 4,34+0,02%
S = Suco de cupuagu; SF = Suco de cupuagu fermentado. Em cada coluna, valores com diferengas estatisticamente significa-

tivas estdo indicados por letras sobrescritas (*°<) diferentes. Para cada pardmetro analisado em um determinado tempo (li-

nhas), valores com diferencas estatisticamente significativas estdo indicados por nimeros sobrescritos (*?) diferentes. Valores
analisados pelo teste Two-way-Anova.
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Simulagao in vitro do trato gastrointestinal de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595
no suco de Cupuagu

Foi avaliada a sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 9595 no suco de cupuacu em condicdes
diversas encontradas no trato gastrointestinal (Figura 2). L. rhamnosus ATCC 9595 resistiu a
acdo da lisozima (100 mg/L) quando cultivado no suco de cupuacgu e no caldo MRS (Figura 2A).
Foi possivel observar, no entanto, uma maior resisténcia no suco de cupuacu nos dois tempos
analisados (p<0,05). Estes dados foram semelhantes aos reportados para L. rhamnosus ATCC 9595
acrescido em suco de bacuri'?. Semelhantemente, L. rhamnosus ATCC 9595 resistiu a exposi¢cdo aos
sais biliares (0,5% a 1,0%), obtendo variacGes semelhantes quando cultivado em MRS ou suco de
cupuacu (Figura 2B).

A (B)

5+ " 2.0+
. m MRS mm MRS

T-:' 4+ _ B Cupuacu _E. 154 aeen i B2 Cupuacu
22 2 +
=] 3 1.0+
g% §
<] 1 '}' I% = 054 _ -

0= r T 0.0 __. . l ;

30 120 0.5% 1.0 %
Tempo (min) Sais biliares

Figura 2 — Teste de tolerdncia as condicGes simuladas do trato gastrointestinal. (A) teste de tolerancia a
lisozima. (B) Teste de tolerancia aos sais biliares. *p<0,05; ****p<0,0001. Valores analisados pelo teste
Two-way-ANOVA.

Efeito da fermentagao nas propriedades antioxidantes e teores
de compostos fendlicos e flavonoides do suco de cupuacgu

A capacidade antioxidante do suco de cupuacu fermentado ou ndo por L. rhamnosus ATCC
9595 foi avaliada pelos ensaios de DPPH e ABTS (Figura 3). Foi possivel observar que as propriedades
antioxidantes do suco de cupuagu aumentaram significativamente devido a fermentacdo por L.
rhamnosus ATCC 9595. Na andlise comparativa foram observadas diferencas significativas em todas
as concentragdes no ensaio de DPPH e nas concentragdes < 250 ug/mL no ensaio ABTS. As amostras
de suco fermentado submetidas ao armazenamento apresentaram valores de IC50 semelhantes ao do
dia 0, enquanto o extrato ndo fermentado apresentou variagdo a partir do dia 21 (Figura 3C).

Os resultados obtidos com a fermentac¢do do suco de cupuacu pasteurizado corroboram diversos
estudos que demonstram a eficacia da fermentacgdo lactica por cepas de L. rhamnosus (isoladas ou em
cocultura) no incremento das propriedades antioxidantes de sucos de frutas, como suco de laranja
fortificado com urtiga®® e suco misto de jucara e manga?’.
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Figura 3 — Avaliacdo das propriedades antioxidantes dos sucos pasteurizados de Theobroma
grandiflorum. (A) Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH. (B) Avaliacdo da atividade
antioxidante pelo método ABTS; (C) Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH de
amostras obtidas durante o armazenamento. IC50= Concentracdo que inibe 50% do radical; **** p <

0,0001. Valores analisados pelo teste Two-way-Anova.

Na Figura 4 estdo apresentados os teores de compostos fendlicos totais e flavonoides das
amostras de suco de cupuagu fermentados ou ndo por L. rhamnosus. Foi observado que a fermentagdo
significativamente aumentou os teores de compostos fendlicos totais (p<0,01), no entanto ndo foram
detectadas alteracées no conteldo de flavonoides.

(A) (B)
50— 50—
=] T
=
g 40 40
- o o
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% g 30 S E 30
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2 20- S i
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Figura 4 — Dosagem de compostos fendlicos totais (A) e flavonoides (B) dos sucos fermentado e nédo
fermentado de cupuacu. EAG: Equivalente de acido galico; EQ: Equivalente de quercetina. ** p < 0,01.
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Uma dieta rica em compostos fendlicos estd relacionada a diminui¢cdo do risco de infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral e diabetes, uma vez que melhora o perfil lipidico, a pressdo
arterial, a resisténcia a insulina e a inflamac&o sistémica?. Em especial, os flavonoides sdo abundantes
nas frutas, sendo responsdveis pela cor, sabor e cheiro. Devido as suas caracteristicas antioxidantes e
anti-inflamatérias, sdo importantes na prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares, diabetes,
distUrbios neuroldgicos e cancer®.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo reafirmam o potencial do suco cupuagu no desenvolvimento
de bebidas probidticas. As amostras de sucos (fermentados ou ndo fermentados por L. rhamnosus
ATCC 9595) apresentaram-se segundo as diretrizes brasileiras mesmo apds 28 dias de refrigeragdo. As
amostras armazenadas dos dois sucos ndo apresentaram alteragdes significativas nos teores de Cinzas,
umidade e B° nos periodos analisados; no entanto foi detectado aumento nos valores de pH apenas
para o suco ndo fermentado. E importante mencionar que a populacdo de L. rhamnosus ATCC 9595
manteve-se estdvel durante o armazenamento. L. rhamnosus ATCC 9595 cultivado no suco de cupuagu
apresentou resisténcia as condi¢des adversas simuladas pelo trato gastrointestinal. Adicionalmente,
a fermentagdo com L. rhamnosus ATCC 9595 aumentou significativamente as caracteristicas
antioxidantes do suco de cupuacgu, um achado relacionado ao aumento de compostos fendlicos totais.

Neste contexto, sugere-se que a fermentacdo do suco de cupuagu por L. rhamnosus ATCC
9595 é uma estratégia eficiente para o aumento das propriedades antioxidantes. A bebida elaborada
é um produto probidtico livre de lactose, interessante para o mercado vegano e para individuos
com intolerancia e alergia, além de ser um alimento funcional com o potencial de aliviar os danos
patoldgicos induzidos pelos radicais livres.
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