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“Sem a convicg¢do de uma harmonia intima do Universo, ndo poderia haver ciéncia.’

Albert Einstein
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RESUMO

A busca por alimentos probidticos ndo lacteos tem crescido nos altimos anos,
sendo os sucos de frutas as bebidas mais utilizadas para este fim, devido aos seus
atributos nutricionais. A polpa do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.)
pode ser utilizado para esse fim. Além disso, sua casca pode ser empregada para
extracao de pectina, fibra soltvel cuja atuacdo pode beneficiar a saude intestinal, devido
a sua acdo prebidtica. No entanto, a producdo de bebidas probidticas enfrenta dois
principais desafios, manutencdo da viabilidade dos micro-organismos em estoque e
garantia de sua sobrevivéncia ap0s passagem pelo trato gastrointestinal. Sendo assim,
visando melhorar esses parametros, tem-se utilizado estratégias, como a fermentacédo
das bebidas e associagdes desses micro-organismos a prebidticos. Dessa forma, o
objetivo do presente trabalho foi produzir e avaliar o estoque de bebidas probidticas,
fermentadas e ndo fermentadas, a base da polpa do Maracuja da Caatinga (Passiflora
cincinnata Mast.), contendo a pectina extraida da farinha da casca deste fruto
e Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Para isso, realizou-se a extragdo da pectina
com é&cido citrico 0,75 M a partir da farinha da casca do Maracuja da Caatinga em
incubadora rotativa (50 °C e 150 rpm). Em seguida, foram elaboradas 2 bebidas para o
estudo de estoque, adicionadas com o L. rhamnosus ATCC 7469, fermentada (FCPext)
e ndo fermentada (NFCPext) com a pectina extraida (20 g/L). Aspectos como &cidos
organicos, carboidratos, viabilidade e sobrevivéncia gastrointestinal in vitro
acompanhado durante o periodo de 28 dias para essas bebidas. O rendimento da pectina
extraida a partir da casca do Maracuja da Caatinga foi de 55 %. O micro-organismo
deteve redugdo de 26,30 % em sua viabilidade durante o inicio e o final do periodo
estocagem para a bebida NFCPext, apresentando maior estabilidade em comparacédo
com as demais bebidas. No entanto, a bebida FCPext deteve maior indice de
sobrevivéncia para L. rhamnosus ATCC 7469 na simulacdo das condicbes
gastrointestinais (53,59 %) no altimo dia de estoque, além de conter concentracdo de
1,28 g/L de acido latico. Dessa maneira a bebida FCPext apresentou maior potencial de
consumo, visto a melhor resposta do microrganismo a simulagdo das condigdes
gastrointestinais e a presenca de acido latico, agente antimicrobiano capaz de evitar a
contaminacéo da bebida por outros micro-organismos.

Palavras-chave: Frutas. Produto fermentado. Vida de prateleira.



ABSTRACT

The search for non-dairy probiotic foods has grown in recent years, with fruit
juices being the most widely used beverages for this purpose because of their nutritional
attributes. The pulp of passion fruit from Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) can be
used for this purpose. In addition, its peel may be employed for extraction of pectin,
soluble fiber whose performance may benefit intestinal health, due to its prebiotic
action. However, the production of probiotic beverages faces two main challenges,
maintaining the viability of microorganisms in stock and guaranteeing their survival
after passage through the gastrointestinal tract. Therefore, in order to improve these
parameters, strategies have been used, such as the fermentation of beverages and
associations of these microorganisms to prebiotics. The objective of this work was to
produce and evaluate the stock of probiotic drinks, fermented and unfermented, the base
pulp of passion fruit from Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) containing the
extracted pectin from the peel of this fruit flour and Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469 . For this, the extraction of pectin with 0.75 M citric acid was carried out from the
cashew meal of the Passion fruit from Caatinga in a rotating incubator (50 ° C and 150
rpm). Subsequently, 2 stock drinks were added to L. rhamnosus ATCC 7469, fermented
(FCPext) and unfermented (NFCPext) with the extracted pectin (20 g / L). Aspects such
as organic acids, carbohydrates, viability and gastrointestinal survival in vitro were
monitored during the 28 day period for these beverages. The yield of pectin extracted
from the passion fruit peel of the Caatinga was 55%. The microorganism had a
reduction of 26.30% in its viability during the beginning and the end of the storage
period for the NFCPext beverage, presenting greater stability compared to the other
beverages. However, the FCPext beverage had a higher survival rate for L. rhamnosus
ATCC 7469 in the simulation of gastrointestinal conditions (53.59%) on the last day of
storage, and contained a concentration of 1.28 g / L lactic acid. In this way the FCPext
drink presented a greater potential of consumption, considering the best response of the
microorganism to the simulation of the gastrointestinal conditions and the presence of
lactic acid, an antimicrobial agent able to avoid the contamination of the drink by other
microorganisms.

Keywords: Fruits. Fermented product. Shelf life.
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1. INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas a conscientizagdo da inter-relacdo entre
alimentacdo, saude e qualidade de vida tem impulsionado a busca por alimentos
funcionais. Dentre os alimentos que vem se destacando nesse setor, estdo 0s que
apresentam micro-organismos probidticos, 0s quais sdo incorporados majoritariamente
em produtos a base de leite (BEVILACQUA et al., 2013). Esse fator pode limitar o
consumo, ja que cerca de 40 % da populacdo brasileira apresenta algum nivel de
intolerancia a produtos lacteos, cujo consumo pode trazer reagdes como nauseas,
diarreia, excesso de gases e dor de estbmago (EBC, 2013). Dessa forma é necessario o
desenvolvimento de alimentos ndo lacteos para esse fim, visando atender uma gama

maior da populacéo.

A utilizacéo de bebidas a base de frutas é uma das alternativas para driblar essa
realidade. Sdo nutricionalmente ricas, pois possuem carboidratos, minerais, vitaminas,
fibras e antioxidantes, além de serem regularmente consumidas por grande parte da
populacdo (RAKIN et al., 2007; RIVERA-ESPINOZA & GALLARDONAVARRO,
2010). O maracujd da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.), planta silvestre do
semiarido nordestino, inclui-se dentre os frutos que podem ser utilizados para este fim,
devido aos compostos bioativos que possui e por ja ter aplicabilidade conhecida em
diferentes regides do pais, como por exemplo, sua utilizacdo na producdo de bebida
probidtica (FARIAS et al., 2016). Além da polpa, a casca desse fruto também pode ser
aproveitada na extracdo da pectina, fibra sollvel cuja atuacdo pode beneficiar a satde
intestinal, devido a sua acdo prebidtica (PITA, 2012; CANTERI, 2012;
NEMATOLLAMHI et al.,2016).

Tradicionalmente, a producdo de bebidas probidticas apresenta dois principais
desafios, a manutencédo da viabilidade dos micro-organismos no periodo de estoque € a
garantia de sua sobrevivéncia e atividade metabdlica apds sua passagem pelas condicdes
do sistema digestorio, como pH &cido do estbmago e o contato com a bile no intestino.
Dentre as espécies probidticas utilizadas para a elaboracdo desses produtos esta
Lactobacillus rhamnosus, principalmente por ser identificada com capacidade de adesao
a camada epitelial do intestino (DORON et al., 2005). No entanto, mesmo ja sendo

aplicado no desenvolvimento de alimentos probioticos, é valido ressaltar a necessidade
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de investigacdo a cerca de diferentes linhagens desse micro-organismo, principalmente
pelo alto interesse biotecnoldgico que possuem. L. rhamnosus ATCC 7469 pode ser
considerado um bom exemplo de linhagem probidtica que merece ter sua investigacdo

ampliada, por apresentar potencial para a geracdo de produtos funcionais.

Independente da espécie de probidtico utilizada tem-se buscado aumentar os
indices de sobrevivéncia desses, tanto em estoque quanto apds a passagem pelo trato
digestorio. Para isso, sdo utilizadas estratégias como desenvolvimento de produtos
fermentados e associagdo com prebidticos, como por exemplo, pectina. A fermentacéo
de alimentos, além de garantir um maior tempo de preservacao do produto, promove a
geracdo, por micro-organismos, de compostos que previnem contaminagdo durante o
periodo de estoque, como por exemplo, o &cido latico, que possui caracteristica
antimicrobiana (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010; DALIRI;
LEE, 2015). Por outro lado, a associacdo entre prebidticos e probidticos pode
influenciar a resisténcia do micro-organismo as condi¢cdes de estresse do sistema
digestorio, o que ird depender da linhagem e do prebidtico utilizados (NAZARRO et al.,
2012).

Segundo Parkar et al. (2010), a sobrevivéncia para Lactobacillus rhamnosus
nas condicBes gastrointestinais simulada pode ser influenciada negativamente pelo
aumento da concentracdo de pectina citrica em seu cultivo. No entanto, a auséncia de
informacdes especificas para linhagem de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469
demonstra a relevancia de se avaliar seu comportamento em condicdes de estresse
inerente ao sistema gastrointestinal e sua interacdo com diferentes tipos de pectinas.
Dessa forma, o presente trabalho buscou avaliar a producdo e o estoque de bebidas
probidticas, fermentadas e ndo fermentadas, a base da polpa do Maracuja da Caatinga
(Passiflora cincinnata Mast.), contendo a pectina extraida da farinha da casca deste
fruto e Lactobacillus rhamnosus ATCC 74609.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Produzir e avaliar o estoque de bebidas probidticas, fermentada e ndo
fermentada, a base da polpa do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.),
contendo a pectina extraida da farinha da casca deste fruto e Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469.

2.2. Objetivos especificos

e Extrair a pectina da farinha da casca do Maracuja da Caatinga (P. cincinnata
Mast.);

e Determinar o rendimento gravimétrico da extracdo da pectina e o grau de
esterificacao;

e Avaliar a fermentacdo de meios contendo pectina quanto a producdo de acidos
graxos de cadeia curta;

e Verificar a influéncia da adicdo de pectina nas bebidas probioticas, sobre a
viabilidade do micro-organismo;

e Verificar a influéncia da adicdo de sacarose nas bebidas probidticas, sobre a
viabilidade;

e Comparar os efeitos da fermentacdo na elaboragdo das bebidas probioticas;

e Verificar a concentragdo do &cido latico e o pH nas bebidas probidticas;

e Verificar o consumo da sacarose apOs o periodo do estoque, nas bebidas

probidticas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos Gerais do Maracuja da Caatinga

O maracuja pertence a familia botanica Passifloraceae, composta por mais de
500 espécies distribuidas em 18 géneros, dentre os quais se destaca Passiflora, pelo
nimero de espécies que possui e por sua relevancia econémica (PEREIRA; CORREA;
OLIVEIRA, 2015). O Brasil, assim como a Colémbia, Equador e Peru, sdo
considerados um dos principais centros de diversidade para o género, por apresentar
cerca de 120 espécies em seu territorio (FALEIRO et al., 2011; PEREIRA; CORREA;
OLIVEIRA, 2015). Sendo assim, nos ultimos anos o pais tem tido papel de destaque
como o maior produtor mundial de maracuja, totalizando cerca de 60 % da producédo
global (OLIVEIRA et al., 2016). Essa posicdo, de acordo com Castro et al. (2012), é,
principalmente consequéncia do investimento em pesquisa para o desenvolvimento de
variedades e hibridos geneticamente mais adaptados, juntamente com a melhoria do
sistema produtivo.

Apesar da grande biodiversidade nativa de espécies de Passifloracea, o
Maracuja Amarelo ou Azedo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) domina cerca 95 %
dos palmares de Passiflora existentes no Brasil, devido a suas caracteristicas
alimentares, ornamentais, medicinais, qualidade dos seus frutos, produtividade e
rendimento em suco (MELETTI & BRUCKNER, 2001; PITA, 2012; CERQUEIRA-
SILVA et al., 2014). No entanto, em uma escala menor, outras espéecies também sdo
cultivadas devido ao seu sabor, propriedades medicinais ou ornamentais, como por
exemplo, Passiflora cincinnata Mast. (BERNACCI et al., 2008).

A espécie Passiflora cincinnata Mast. € caracterizada como uma planta
silvestre popularmente conhecida como Maracujd do Mato, Maracuja Mochila,
Maracuja Tubardo ou Maracuja da Caatinga (BERNACCI; VITTA; BAKKER, 2003;
EMBRAPA, 2016). E considerada uma fruta tropical e apresenta ampla distribuicio na
América do Sul, do leste do Brasil até o oeste da Bolivia, tendo ocorréncia preferencial
em areas abertas e ambientes degradados, sendo comumente encontrada em bordas de
matas e campos cultivados (KILLIP, 1938; CERVI, 1997; NUNES & QUEIROZ,
2001). No Brasil, apresenta ocorréncia espontanea na regido do semiarido nordestino

(ARAUJO et al., 2008), havendo registro de sua distribuicdo nos estados do Par4, Piaui,
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Ceara, Rio Grande do Norte, Alagoas, Pernambuco, Bahia, Goias, Mato Grosso, Rio de
Janeiro, S&o Paulo e Santa Catarina (LIMA & CUNHA, 2004).

Trabalhos demonstram que essa espécie pode ser utilizada para diversos fins,
tais como: 1) Fonte de frutos para consumo in natura ou desenvolvimento de produtos
processados; 2) Porta enxerto no desenvolvimento de hibridos interespecificos com
potencial agronémico; 3) Planta ornamental devido a sua beleza; 4) planta medicinal,
por apresentar compostos quimicos destinados a industria farmacéutica; e 5) Em
programas de melhoramento genético por apresentar resisténcia a doencas e pragas,
longevidade, periodo de florescimento ampliado, natureza perene e resisténcia a seca
(ARAUJO et al., 2006; ARAUJO; SILVA; QUEIROZ, 2008; KIILL et al., 2010;
CASTRO, 2012; AMORIM et al., 2013).

O Maracujia da Caatinga é comercializado no Nordeste na entressafra do
Maracuja Amarelo, apresentando assim uma excelente opc¢do de renda para 0s pequenos
agricultores, uma vez que se trata de uma espécie adaptada as condicBes locais de
cultivo, por ser nativa da regido (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010). Além do seu
consumo in natura, o fruto do Maracuja da Caatinga é utilizado para o desenvolvimento
de produtos derivados. No estado da Bahia, geleia a base de polpa do Maracuja da
Caatinga é consumida na merenda escolar dos municipios de Uaua, Curaga e Canudos
no estado da Bahia e exportado para Alemanha e Itdlia (ARAUJO et al., 2006;
ARAUJO, 2007). Por sua vez, na regido do Araripe, a polpa é utilizada para dar sabor
ao iogurte, demonstrando assim que apresenta potencial de mercado e que sua utilizagéo
tem capacidade de melhorar o desenvolvimento econdmico e social regional (SOUZA et
al., 2013).

Além destas aplicacbes, Amorim et al. (2013) demonstraram que a polpa do
Maracujd da Caatinga pode ser utilizada para a produgdo artesanal de licores,
constituindo-se, assim, de uma alternativa interessante para aumentar a renda familiar,
pois, além de ser um processo que exige tecnologia simples, o produto final pode ser
comercializado em temperatura ambiente e apresenta extensa vida-de-prateleira. Dessa
forma, & possivel perceber que a polpa do Maracujd da Caatinga apresenta grande
potencial de mercado por se tratar de um fruto de aroma bastante caracteristico e sabor
exotico, caracteristicas apreciadas pela maioria dos seus consumidores (SOUZA et al.,
2013). A partir desse contexto, em 2016 a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) langou, ap6s uma década de estudos, a primeira variedade para cultivo
comercial denominada de BRS Sertéo Forte (EMBRAPA, 2016).
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No entanto, apesar da aplicabilidade ja explorada da polpa do Maracuja da
Caatinga, sua casca ainda € uma biomassa subutilizada e trabalhos acerca da mesma sao
escassos. Segundo Mirabella et al. (2014), frutas tropicais sdo conhecidas por serem
ricas em compostos bioativos, como por exemplo, compostos fenolicos, carotenoides,
vitaminas e fibras, 0os quais podem ser encontrados em seus subprodutos (cascas, sobra
de polpa e sementes), as vezes até em maiores quantidades do que nas partes
comestiveis.

A casca de diferentes espécies de maracuja (Passiflora sp.) vem recebendo
ascendente atencdo na pesquisa por apresentar em sua composicao baixo valor calérico
e elevados niveis de potassio. Além disso, quando em farinha, a casca desse fruto pode
apresentar em sua composicdo 60 — 80 % de pectina (CORREA et al., 2016). Nos
Gltimos anos, a exploracdo da casca de diferentes maracujas, como Passiflora edulis f.
flavicarpa e Passiflora cincinnata Mast., para a obtencdo de pectina tem sido proposta
por diversos autores (PINHEIRO et al., 2008, KULKARNI & VIJAYANAND, 2010,
LIEW, CHIN & YUSOF, 2014, SEIXAS et al.,, 2014, SANTOS; AZOUBEL &
GOUVEIA, 2016), podendo assim se tornar uma alternativa as fontes comerciais de
pectina normalmente utilizadas, como casca de frutas citricas e bagaco de maca
(CORREA et al., 2016). Isso demonstra a relevancia dessa matéria-prima e seu
potencial para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios, promovendo o
enriquecimento desses, principalmente com relagédo aos teores de fibras que apresentam,
podendo assim ser utilizada para a extracéo de pectina por apresentar elevados teores da
mesma (BUCKERIDGE & TINE, 2001).

Dessa forma, € valido salientar que, em decorréncia da escassez de estudos
acerca da utilizacdo para casca do Maracuja da Caatinga e de seus subprodutos, se faz
relevante a busca da aplicabilidade e exploracdo dos mesmos, por trazer em si a
capacidade de aplicagdo desses como ingredientes tecnoldgicos na industria alimentar e

de valor nutricional agregado.

3.2. Alimentos Funcionais

O cenério epidemioldgico brasileiro retrata 0 aumento no nimero de casos de
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTs) como obesidade, hipertensdo arterial

sistémica, osteoporose, diabetes mellitus e cancer, sendo estimado que essas doencas
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respondam por cerca de 70 % das mortes no Brasil, atingindo fortemente camadas
pobres da populacédo e grupos vulneraveis (BRASIL, 2011, SILVA et al., 2016). Devido
a esse cenario, o Brasil tem buscado programar Politicas Nacionais de Promocdo a
Saude que visem reduzir o risco a DCNTs, como a priorizagdo da alimentacéo saudavel,
atividade fisica e prevencdo ao uso do tabaco e alcool (BRASIL, 2011). Com relagdo a
alimentacdo, ao longo das Ultimas décadas, o interesse das pessoas em saude e
qualidade de vida tem impulsionando a procura por produtos naturais e ingredientes
alimentares com caracteristicas funcionais, principalmente, por ser considerada uma
estratégia para conter o avanco das DCNTs (GOMEZ et al., 2016, ROBERFROID,
2002).

Um alimento para ser considerado funcional, além de satisfazer as
necessidades nutricionais basicas do individuo, deve afetar positivamente uma ou mais
funcBes fisioldgicas do organismo, favorecendo a saude, melhorando a qualidade de
vida e auxiliando na reducdo de riscos de doencas (IGLESIAS, 2010, SILVA et al.,
2016). Além desses atributos, os alimentos funcionais devem demonstrar seus efeitos
em quantidades que normalmente podem ser consumidos na dieta, ndo sendo
consideradas uma pilula ou capsula, mas parte do padrdo alimentar normal
(ROBERFROID, 2002).

A expressdo “alimento funcional” teve origem no Japao em meados da década
de 80, também denominados alimentos para uso especifico da satide (FOSHU, do inglés
Foods for Specified Health Use) (SILVA et al., 2016). Esse termo foi criado com o
propo6sito de denominar alimentos processados, que pudessem ser consumidos
livremente, e que, além de nutritivos, contivessem em sua composi¢do um ou mais
ingredientes capazes de auxiliar fungdes fisioldgicas e corporais especificas, para a
reducdo ao risco de doencas crénicas (BINNS & HOWLETT, 2009, STRINGUETA et
al., 2012). Apesar de ndo existir uma defini¢do internacionalmente aceita para o termo
“alimentos funcionais”, a FAO (Organizagdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo) os definiu como alimentos que se destinam a serem consumidos como
parte da dieta normal e que contém componentes biologicamente ativos com potencial
de melhorar a saude e reduzir o rico de doencas (FAO, 2007). No Brasil, a definicdo
sustentada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) é de que os
alimentos com alegacéo de propriedade funcional séo aqueles capazes produzir efeitos
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metabolicos e ou fisioldgicos e ou benéficos a saude, além de fungdes nutricionais
basicas, devendo ser seguro para consumo sem supervisao médica (ANVISA, 2008).

Os alimentos funcionais podem ser considerados uma tendéncia de mercado e
0 sucesso desse seguimento esta relacionado ao aumento do poder aquisitivo da Classe
C e a maior consciéncia da populacdo em relacdo aos beneficios para a salde que esses
alimentos podem trazer (GRAMKOW, 2014). Sua demanda tem crescido no Brasil,
assim como vem ocorrendo em todo o mundo e, embora sendo considerado um mercado
jovem, o pais exemplifica o crescimento deste nicho, com resultados surpreendentes
para o pouco tempo de criagédo do setor (FAO, 2007).

Existem diversas categorias de alimentos funcionais conhecidas atualmente,
0s quais podem ser classificados como compostos antioxidantes; redutores de riscos
cardiovasculares; reguladores da fisiologia do trato gastrointestinal e moduladores de
funcbes comportamentais e psicolégicas (BARCELLQOS, 2009). Dentre os ingredientes
funcionais mais estudados atualmente estdo os prebidticos e 0s probioticos,
especialmente por seus atributos de promocéo a saude e prevencado de doencas.

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares nao digeriveis pelo trato
gastrointestinal humano, porém fermentaveis pela microbiota intestinal (DUNCAN &
FLINT, 2013). Para que um ingrediente seja considerado prebi6tico ele deve resistir a
acidez gastrica, a hidrdlise por enzimas de mamiferos e a absorcdo gastrointestinal,
sendo assim, fermentado pela flora do intestino grosso, tendo a capacidade de estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias intestinais associados aos
efeitos de promocdo a saude (MACFARLANE, MACFARLANE & CUMMINGS,
2006; ROBERFROID, 2007). Dentre os prebidticos investigados nos Gltimos tempos
encontram-se as pectinas, cujos efeitos estdo relacionados a capacidade de serem
convertidas em &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), bem como em di6xido de
carbono, pela acdo de bactérias produtoras de enzimas pectinoliticas, como as dos
géneros Aerobacillus, Lactobacillus, Micrococcuse, Enterococcus (CANTERI, 2012).

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do seu hospedeiro, tendo assim a
capacidade de modular a microbiota intestinal, neutralizar possiveis disfuncbes e
antagonizar patdgenos existentes (FAO/OMS, 2006; CEAPA et al., 2013; AMARA &
SHIBL, 2015; CRUCHET et al., 2015). Além disso, esses micro-organismos trazem
varios outros beneficios a salde, tais como a diminuicdo da colonizacdo de agentes

patogénicos, otimizagdo do transito intestinal, alivio da intolerancia a lactose, reducdo
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de inchaco e promocgdo de efeitos imunomoduladores (VANDENPLAS; HUYS;
DAUBE, 2015). No entanto, para que um micro-oganismo seja considerado probiético,
ele deve tolerar as condi¢des do sistema gastrointestinal, como a presenca de &cidos,
bile, enzimas e niveis baixos de oxigénio (KOS et al., 2000). Além disso, deve ser
capaz de se aderir @ mucosa gastrointestinal, promovendo sua colonizacdo, evitando ser
eliminado pelos movimentos peristalticos e pela exclusdo competitiva com patdgenos,
devido a diminuicao do pH, decorrente dos acidos organicos produzidos, especialmente
acidos latico e aceético (KOS et al., 2000; COLLADO; SHAH, 2007; MERILUOTO &
SALMINEN, 2008).

No entanto, a producdo industrial de probidticos ainda enfrenta desafios e a
busca por melhores indices de sobrevivéncia para esses micro-organismos tem
apresentado destaque no setor, sendo investigadas técnicas que busquem melhorar seus
indices de sobrevivéncia durante 0 armazenamento e nas situacdes adversas do sistema
digestorio. Dentre essas técnicas esta a associacao de linhagens probioticas a prebidticos
especificos, como por exemplo, inulina e pectina, os quais tém sido demonstrados
capazes de modular respostas, como niveis de sobrevivéncia e adesdo intestinal, de
diferentes linhagens probiodticas apds passarem pelas condicbes de estresse
gastrointestinal (PARKAR et al., 2010; NAZZARO et al., 2012). Dessa forma, verifica-
se a importancia de investigar as interacGes prebiotico-probidtico a fim de ampliar a

acao de ambos no ambiente intestinal .

3.3. Pectina

3.3.1. Composicao e Estrutura

A pectina, provavelmente a mais complexa macromolécula natural, é um
polimero, do grupo das fibras dietéticas, amplamente utilizado como gelificante e
estabilizante na inddstria de alimentos (CANTERI et al., 2012). Quimicamente, é
definida como uma cadeia linear de heteropolissacarideos, cuja estrutura possui uma
cadeia principal com cerca de 150 a 500 unidades repetidas de acido galacturdnico
(GalA) parcialmente esterificados com grupos metilicos, unidos por ligacOes
glicosidicas o-1,4 (Figura 3.1) (COELHO, 2008). Além dos mondmeros de GalA, a
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pectina também é constituida por aglcares neutros, como galactose, glicose, ramnose,
arabinose e xilose (BELUOMINI, 2013).
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Figura 3.1 - Representacdo da estrutura quimica de unidades de Acido galacturdnico (A); Acido
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galacturénico esterificado (B); Estrutura quimica da pectina (C). Fonte: Bobbio e Bobbio, 1989.

Existe uma variedade de tipos de pectina e este fator estd intimamente
associado a diversidade que sua estrutura quimica pode apresentar de acordo com sua
matriz de origem. De modo geral, as pectinas podem ser constituidas por 17
monossacarideos, que podem formar diferentes polissacarideos, a partir de mais de 20
ligacdes distintas (VORAGEN, 2009). O meio mais utilizado para classificacdo das
substancias pécticas consiste na determinacéo do seu grau de esterificacdo (DE), o qual
reflete o nivel de carboxilas esterificadas presentes em sua estrutura. Esse aspecto pode
ser considerado um dos mais importantes na estrutura de uma pectina, devido a sua
excelente correlacdo com a propriedade de formacdo do gel, o qual define sua
adequacao no uso na industria (FERTONANI, 2005).

Dependendo do DE, as pectinas podem ser classificadas comercialmente em
dois grupos, pectina com alto grau de esterificacdo para DE > 50 %, e pectinas com
baixo grau de esterificacdo, quando DE < 50 % (THAKUR et al., 1997). Dependendo
do DE encontrado, a pectina exigira condi¢cbes distintas para atuar com gelificante.
Sendo assim, pectinas com DE > 50 % necessitam da presenca de agucar e pH &cido
(2,0 — 3,5) para formagéo do gel. Por sua vez, pectinas com DE < 50 % carecem da
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presenca de ions de célcio, sdo independentes da presenga de aguUcares e podem atuar
em uma maior faixa de pH (2,0 — 7,0) e (YAPO, 2009).

Tradicionalmente, a industria de alimentos utiliza pectinas de alto grau de
esterificacdo, as quais sdo extraidas a partir da polpa de macd e de cascas de frutas
citricas. No entanto, em seu recente trabalho, Fissore et al. (2015) demonstrou que o
baixo grau de esterificacdo da pectina pode estimular seletivamente o crescimento de
linhagens probidticas, demonstrando assim que fontes vegetais capazes de
disponibilizar pectinas de baixo grau de esterificagdo, como por exemplo, casca de
maracuja, alcachofra e polpa de beterraba (FOOD INGREDIENTS BRASIL a, 2014,
FISSORE et al., 2015; SANTOS, AZOUBEL & GOUVEIA 2016), também apresentam
potencial no mercado alimenticio, em especial para o desenvolvimento de produtos

funcionais.

3.3.2. Extracdo

As pectinas sdo convencionalmente extraidas na industria com acidos minerais
fortes diluidos em agua, sendo normalmente utilizados os acidos nitrico, cloridrico e
sulfurico (MINJARES-FUENTES et al., 2014). A elevada toxicidade desses compostos
e a geracao de efluentes corrosivos e de residuos toxicos pelos mesmos sdo as principais
desvantagens da sua utilizagdo (CALLIARI, 2004; SANTOS, 2015). Segundo Pinheiro
(2007), a extracdo com &cidos minerais fortes pode apresentar inUmeras desvantagens,
como poluicdo ambiental, corrosdo e degradacdo da pectina extraida. Dessa forma, para
tornar a pectina apta ao consumo, sdo necessarios tratamentos especificos capazes de
remover elementos toxicos dos extratos pécticos produzidos (YAPO, 2009).
A extracdo da pectina consiste em um processo de mdultiplas etapas onde ocorre
a hidrolise e a extracdo dessa macromolécula, a partir de tecidos vegetais, o qual pode
ser influenciado por diversos fatores, principalmente temperatura, pH e tempo de
extracdo (PAGAN et al., 2001). Na industria, mesmo que haja variacio das condigdes e
tipo de acido utilizados, tem-se pH na faixa de 1,5 a 3,0, temperaturas que variam de 60
a 100 °C e tempo de extracdo entre 0,5 a 6,0 horas (SAKALI et al., 1993) demonstrando
assim ser um processo energeticamente custoso .
Estudos tém buscado reduzir o tempo e energia empregada no processo de
extracdo, assim como a substituicdo pelos &cidos minerais pela utilizacdo de acidos

organicos, visto que esses Ultimos sdo menos agressivos devido a seu carater natural, ou
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seja, produzido pela atividade sintética de plantas e animais. Dentre os acidos organicos
mais estudados para extracdo de pectina estd o acido citrico, considerado um bom
agente extrator para diferentes matrizes vegetais, como bagaco de macé, bagaco de uva
e maracujid (VIRK & SOGI, 2004; CANTERI-SCHEMIN et al., 2005; PINHEIRO et
al., 2008; KLIEMANN et al., 2009; MINJARES-FUENTES, 2014; SANTOS et al.,
2016).

Além de sua eficcia para extracdo da pectina, o acido citrico é o acido mais
utilizado pela inddstria alimenticia e de bebidas, uma vez que apresenta propriedades
antioxidantes, acidulantes, flavorizantes, reguladoras de acidez. Ou seja, de modo geral
preserva o sabor de bebidas e alimentos industrializados, regula o pH, mascara o sabor
desagradavel de alguns compostos, neutralizando o paladar doce e acidificando o sabor
(FOOD INGREDIENTS BRASIL b, 2014). Dessa forma, quando a pectina passa a ser
extraida quimicamente pela a¢do do acido citrico ndo sdo necessérios tratamentos
especificos para a remocdo de elementos tdxicos dos extratos pécticos produzidos,
REDUZIDO o processo, com seguranca alimentar e diminuicao da geracdo de residuos

toxicos.

3.3.3. Aplicagdes Industriais e Efeitos Prebioticos

As pectinas podem atuar de diversas formas na industria alimenticia e dentre
suas aplicacdes mais conhecidas esta sua atuacdo como agente estabilizante, espessante,
gelificante e fibra soltvel (SRIRANGARAJAN & SHRIKHADE, 1976; NAMBUDIRI
& SHIVASHANKAR, 1985; HIGAREDA et al., 1995; WIDMER & MONTANARI,
1995). A influéncia que exerce sobre a textura dos alimentos favorece a aplicacdo dessa
macromolécula natural para a geracdo de diversos produtos, como geleias, polpa de
fruta, produtos carneos, produtos de panificacdo, produtos lacteos, bebidas, compotas,
doces e confeitos (SANTQOS, 2015). Além da aplicacao no setor alimenticio, as pectinas
sdo empregadas na geracdo de produtos farmacéuticos e cosméticos
(LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003; PINHEIRO, 2007).

Todavia, as substancias pécticas também possuem relevancia quanto a
manutencdo da salde humana. Nos Gltimos anos estudos tém demonstrado que as
pectinas podem beneficiar a salde intestinal devido a sua acdo prebidtica, podendo

assim ser fermentadas e convertidas em &cido aceético, acido butirico e &cido propionico,
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também conhecidos como &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), bem como em
diéxido de carbono, pela acdo de bactérias produtoras de enzimas pectinoliticas
(CANTERI, 2012). Sendo assim, as substancias pécticas apresentam, através da sua
metabolizacdo, fraca tendéncia laxativa e estimulam seletivamente o crescimento de
bactérias intestinais associadas a satde, em especial pela atuagdo do &cido butirico, ja
que este influencia positivamente a salde da mucosa do colon pela inibicdo de
inflamacBes e de carcinogénese, e pela prevencdo de invasdo por agentes
enteropatogénicos (FLINT et al., 2007; HAMER et al., 2008; VAN DEUN et al., 2008;
MATTES, 2009; PARKAR et al., 2010, DONGOWSKI et al., 2002, FISSORE, 2015).

Outro aspecto importante consiste na capacidade das pectinas exercerem
influéncia sobre linhagens probiéticas. Parkar et al. (2010) demonstraram que a adesdo
celular para o probidtico Lactobacillus rhamnosus foi influenciada positivamente ela
atuacdo da pectina extraida do Kiwi, a qual também atuou na queda da adesdo para
Salmonella typhimurium e Caco-2. Por sua vez, Nazzaro et al. (2012) demonstraram que
a pectina induziu resisténcia as células de Lactobacillus acidophilus ao stress provocado
pelo suco gastrointestinal, devido a alteraces no perfil proteico celular e pela producéo
de butirato de sodio, sal derivado do &cido butirico (TONEL, 2009), composto capaz de
atuar na regeneracdo da mucosa intestinal e regular a diferenciagéo celular, protegendo
0 intestino contra cancer (CAMPQOS, 1999). Adicionalmente, estudos comprovam que
as substancias pécticas apresentam capacidade de atuar na reducéo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c) e dos niveis de colesterol total, retardar o esvaziamento
gastrico e melhorar a tolerdncia a glicose (DERIVI et al., 2002; MIRA; GRAF;
CANDIDO, 2009; GROND et al., 2016).

3.4. Lactobacillus rhamnosus: Classificacdo e Aplicacéo

Atualmente, h4& um grande numero de linhagens probidticas que possuem
aplicagOes direcionadas especificamente ao sistema gastrointestinal. Dentre essas, as
mais frequentemente utilizadas como suplementos probidticos sdo as pertencentes aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (SANDERS & VELD, 1999; BLANDINO et
al., 2003; VINDEROLA & REINHEIMER, 2003; SAAD, 2006). A espécie
Lactobacillus rhamnosus tem sido estudada nos ultimos anos, principalmente em

virtude do seu potencial de promogcdo a salde. Segundo a Agéncia de Vigilancia



29

Sanitaria (2008), L. rhamnosus, denominada como Lactobacillus casei variedade
rhamnosus, esta inclusa dentro da categoria de micro-organismo probidtico, assim como
L. acidophilus, L. casei shirota, L. casei variedade defensis, L. paracasei, L. lactis, B.
bifidum, B. animallis, B. longum e E. faecium. Tal fato estar relacionado principalmente
sua resisténcia ao acido biliar e capacidade de adesdo a camada epitelial do intestino
(DORON et al., 2005).

Assim como os demais integrantes do género Lactobacillus, L. rhamnosus é
uma bactéria Gram-positiva, com morfologia bacilar, classificada como anaerdbia
aerotolerante e esta inclusa dentro do grupo das bactérias lacteas (LAB) (BERNARDEU
et al.,2008; MADIGAN; MARTINKO; DUNLAP, 2010). Metabolicamente é
classificada como um micro-organismo heterofermentativo facultativo, ou seja, é capaz
de originar, além do &cido latico, outros produtos na fermentacdo com, acido acético,
etanol e CO, (RAPPOSCH; ELISKASES-LECHNER; GINZINGER, 1999, COSTA,
2006, BURITI; SAAD, 2007; MADIGAN; MARTINKO; DUNLAP, 2010). Devido a
suas exigéncias nutricionais, o que é inerente do proprio género, o cultivo de
Lactobacillus rhamnosus é realizado em meio MRS (de Man, Rogosa, Sharpe), o qual
supre suas necessidades metabdlicas (Tabela 3.1), a uma temperatura étima de 37 °C
(MAN, ROGOSA, SHARPE 1960; CHANG & LIEW, 2013).

Lactobacillus rhamnosus foi isolado pela primeira vez do queijo parmeséo, e
atualmente sabe-se que 0 mesmo apresenta a capacidade de colonizar diversos habitats,
incluindo materiais lacteos e sucos de fruta, bem como o trato gastrointestinal humano e
de outros mamiferos (SUCCI et al., 2005; CEAPA et al., 2016; FARIAS; SOARES;
GOUVEIA, 2016; NEMATOLLAHI et al., 2016). Em se tratando de sua propriedade
de promocdo a saude, estudos demonstram que L. rhamnosus pode ser utilizado no
tratamento de gastroenterite pediatrica (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015). Além
disso, possui atividade protetora contra infec¢bes promovidas por Escherichia coli e na
prevencdo de infeccles, tanto do trato respiratério quanto do trato gastrointestinal
(SAITO; WATANABE; TADO, 1980; HOJSAK et al., 2010).
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Tabela 3.1 - Composicao quimica e fungdes de cada componente do MRS (de Man, Rogosa,
Sharpe), meio de cultura formulado e descrito por J. C. De MAN; M. ROGOSA, M.;
ELISABETH SHARPE em 1960.

Formula . ~
Composto Molecular Quantidade Funcéo
Extrato de Carne - 10 g/L
Extrato de - 5¢g/L Fonte de carbono, nitrogénio e vitaminas
Levedura
Peptona - 20 g/L
Glicose CeH120¢ 20 g/L Carboidrato a ser fermentado
Acetato de Sodio  CoH;Na0; 29/l Agentes inibidores e seletivos para
Citrato de CeH1407N 2 g/L Lactobacillus s
amanio 6M1407N; g pp.
Sulfato de
Magnésio MgSO. 0.1glL Fornecedores de cations utilizados no
Sulfato Qe MnSO. 0,05 g/L metabolismo
Manganés
Fostato de Agente tamponante responsavel por
Potassio KH,PO, 2 g/L g pon: P P
- equilibrar o pH
Monobésico
Tween 80 - 1 mL/L Agente surfactante que facilita a captura

dos nutrientes pelos Lactobacillus spp.

Devido as suas propriedades, L.rhamnosus apresenta interesse industrial e tem
sido uma das espécies utilizadas na elaboracdo de produtos probiéticos disponiveis
comercialmente, como por exemplo, iogurtes, bebidas a base de frutas e bebida a base
de soja (SCHILLINGER, 1999; CHAMPAGNE & GARDNER, 2008; CHAMPAGNE
et al., 2009; SEGERS & LEBEER, 2014). No entanto, mesmo ja sendo aplicado no
desenvolvimento de alimentos probidticos, é valido ressaltar a necessidade de
investigacdo a cerca de diferentes linhagens, j& que L. rhamnosus GG (ATCC 53103) &,
dentre essas, extensivamente a mais estudada (CEAPA et al., 2016). Sendo assim, um
bom exemplo de linhagem probiotica, que apresenta potencial para a geracdo de

produtos funcionais, é L. rhamnosus (ATCC 7469).

Estudos recentes tem buscado demonstrar a aplicabilidade desse micro-
organismo, seja de promocdo a saude ou producdo de bebidas vegetarianas.
Recentemente, L. rhamnosus (ATCC 7469) foi utilizado para elaboracdo de produtos a
base de suco fermentado de Maracuja da Caatinga (P. cincinnata) e suco ndo
fermentado de cereja (Cornus mas L.), nos quais se manteve vidvel durante 28 dias e 21
dias, respectivamente (FARIAS; SOARES; GOUVEIA, 2016; NEMATOLLAHI et al.,
2016). Além da aplicacdo alimentar, JORJAO et al. (2015) demonstraram que essa
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linhagem apresenta papel na modulacdo e/ou na estimulacdo de respostas imune de
macrdfagos, podendo assim conferir beneficios a saude de seu hospedeiro, devido sua
influéncia sobre sistema imune. No entanto, ainda sdo necessarias maiores investigacoes
a cerca de L. rhamnosus (ATCC 7469), visto o potencial biotecnol6gico que possui, em
especial a aplicabilidade no desenvolvimento de produtos funcionais, sendo assim
relevante avaliar aspectos como seu comportamento em condi¢des de estresse inerente
ao sistema gastrointestinal e sua interacdo com prebidticos, a fim de potencializar seus

niveis de sobrevivéncia, como por exemplo, pectina.

3.5. ConsideracGes para Aplicacdo de Matrizes ndo Lacteas no Desenvolvimento de
Produtos Probioticos

A partir da busca pela atividade de micro-organismos no sistema digestivo,
diversos produtos ja foram formulados com o propdsito de direcionar linhagens
probidticas a regides do intestino. A utilizacdo majoritaria de produtos lacteos, como
leite fermentado, iogurtes e queijos (BEVILACQUA et al.,, 2013), tem trazido
limitagbes para o consumo de alimentos probidticos, motivado por fatores como
intolerancia a lactose, alergia a proteina do leite, niveis de colesterol nos produtos
lacteos fermentados e aumento pela procura de alimentos probidticos com carater
vegetariano (HEENAN et al., 2004; RANADHEERA, BAINES & ADAMS, 2010;
ALVES et al., 2016).

Dessa forma, a elaboracédo de produtos probidticos a base de frutas, legumes e
cereais tém sido amplamente estudadas (RANADHEERA, BAINES & ADAMS, 2010;
FONTELES et al., 2011; MOUSAVI et al, 2011, PEREIRA, MACIEL &
RODRIGUES, 2011; PERES et al., 2012; COSTA et al., 2013; MARTINS et al., 2013;
BAKR, 2015), o que se deve especialmente ao fato de que extratos desses vegetais tém
se mostrado fontes promissoras de substancias antioxidantes e antitumorais (FARIAS,
2015).

Para que uma fonte vegetal seja considerada um bom veiculo para linhagens
probidtica, sua composicdo deve favorecer ao crescimento e viabilidade dos micro-
organismos (RANADHEERA,; BAINES; ADAMS, 2010). Dentre esses produtos, 0s
sucos de frutas tem se destacado, pois além de serem saudaveis e refrescantes,
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possuirem carboidratos, minerais, vitaminas, fibras alimentares e antioxidantes, e
podem ser consumidos regularmente, principalmente, por ndo apresentar substancias
alergénicas em sua composicdo (RAKIN et al., 2007; RIVERA-ESPINOZA &
GALLARDONAVARRO, 2010; RANADHEERA,; BAINES; ADAMS, 2010).

Para a producdo de sucos contendo probioticos deve-se escolher bem a fruta a
ser utilizada, sendo indicadas principalmente frutas topicais pelo aroma e sabor que
possuem, podendo assim mascarar possiveis sabores desagradaveis (off-flavours)
oriundo do metabolismo microbiano (LUCKOW et al., 2006). No entanto, a dificuldade
de adaptacdo dos micro-organismos as condicGes acidas de varias frutas (FARIAS,
2016) limita a utilizacdo de linhagem para a producdo dessas bebidas. Dentre as
espécies com capacidade de ser utilizada na elaboracdo de bebidas a base de suco de
fruta esta Lactobacillus rhamnosus, cujos estudos tém demonstrado sua capacidade de
crescer e se manter viavel em bebidas de diferentes matrizes vegetais como, por
exemplo, laranja e abacaxi (SHEEHAN et al., 2007). Isso demonstra o seu potencial
para ser associada a outras bebidas a base de polpa de frutas, como por exemplo, 0
Maracuja da Caatinga, (Passiflora cincinnata Mast), planta tropical detentora de fruto
com aroma caracteristico e sabor exotico, atributos bastante apreciados por seus
consumidores (SOUZA et al., 2013).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismo: Preservacao e Reativacao

A cultura comercial de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 foi adquirida da
American Type Culture Collection (ATCC, USA). A linhagem probiotica foi
preservada em glicerol a 10 % (v/v) de acordo com LIEW et al. (2005) e CHANG &
LIEW (2013). Para isso, a cultura comercial foi inoculada em 50 mL de caldo MRS
(Merck, KGaA, Germany) e incubada em estufa (LABOR) durante 24 h a 37 °C. Em
seguida, a suspenséo celular foi inoculada em tubos inclinados com MRS-Agar (Merck,
Alemanha, KGaA), e incubada por mais 24 h a temperatura de 37 °C. Apds

crescimento, as células contidas em cada tubo foram ressuspensas em glicerol 10 %
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(v/v) e o volume total foi agrupado em Erlenmeyer de 500 mL previamente esterilizado.
Aliquotas de 1 mL foram distribuidas em tubos eppendorfs, os quais foram

armazenados em freezer a de -20 °C (Figura 4.1)

[\ > [\
/ \ ]
L. rhamnosus \ . | \

SN RNYRY, |

MRS MRS - Agar Glicerol Agrupamento Armazenamento
37°C,24h 37°C,24h 10% viv do ressuspenso em -20°C
glicerol 10% v/v

Figura 4.1 - Esquema ilustrativo do processo para preservacao de Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469 em glicerol 10 % (v/v) a — 20°C.

Por sua vez, para reativacdo do micro-organismo, um volume de 2 mL da
suspencdo de L. rhamnosus ATCC 7469 foi inoculado em 25 mL do meio MRS e, em

seguida, a cultura foi incubada a 37 °C por 24 horas em estufa (LABOR).

4.2. Maracuja da Caatinga

Os frutos do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinatra Mast.) utilizados no
presente trabalho foram coletados de acordo com o periodo de floragdo e coloracdo da
casca em Tapiramuta (WGS84: 11° 50° 49 S, 40° 47’ 27> W), Bahia, Brasil (Figura
4.2). Os frutos foram lavados e higienizados com &gua corrente e sabdo liquido e, em

seguida, foi realizada a obtencdo da polpa e da farinha a partir das cascas.
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Figura 4.2 - Frutos do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinatra Mast.).

4.2.1. Polpa do Maracuja da Caatinga

A polpa do Maracuja da Caatinga foi obtida utilizando-se uma faca de aco
inoxidavel, para cortar ao meio, e peneira, para remoc¢do das sementes. Ap6s obtencao
da polpa, procedeu-se com a homogeneizacdo e divisdo em frascos de vidro, os quais

foram acondicionados a -20 °C, em freezer comum.

4.2.2. Farinha da Casca do Maracuja da Caatinga

A obtencdo da farinha foi realizada de acordo com o procedimento utilizado
por Santos et al. (2016). Apds a etapa de remocéo da polpa, as cascas foram cortadas em
pequenos pedacos e secas em estufa (NOVATECNICA) a 55 °C overnight. As cascas
secas foram trituradas e tamisadas em moinho de faca (Marconi) no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) a 20 MESH. A farinha obtida foi

embalada e armazenada em geladeira (4 + 1 °C) até posterior utilizacdo.
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4.2.3. Extragdo da pectina

A extracdo da pectina foi realizada a partir da farinha da casca do maracuja,
utilizando o acido citrico (Santos et al., 2016) Foram pesados 2,5 g da farinha da casca
de Maracuja da Caatinga em frasco de Erlenmeyer de 250 mL e adicionados 125 mL de
acido citrico 0,75 M. Em seguida, o frasco foi acondicionado em incubador rotativo
(Tecnal, TE-422) a 50 °C e 150 rpm, durante 2 horas. ApGs a extracdo, a suspensao,
ainda quente, foi filtrada, utilizando papel de filtro qualitativo com 12,5 cm de diametro.
O filtrado foi arrefecido em geladeira (4 + 1 ° C) durante 24 horas e, posteriormente, o
mesmo foi submetido ao processo de coagulagdo durante 1 hora, pela adi¢ao de etanol a
96 % (v/v). O material oriundo da coagulacdo foi separado por filtragdo em gaze e
posteriormente lavado trés vezes, primeiramente com 15 mL de etanol 70 % (v/v) e 0,5
% (v/v) de HCI , em seguida com 15 mL de etanol 70 % (v/v) para neutralizar o pH e,
finalmente, com 15 mL de etanol a 96 % (v/v). Ap0s este processo, 0 material resultante

foi seco a 50 °C em estufa (Novatecnica, NT 514), durante 4 horas.

O rendimento gravimétrico do procedimento da extracdo (Y) foi determinado

de acordo com Equacéo (1).

Y = (5c) x 100 (1)

Aonde, M corresponde a massa seca do material extraido (em gramas) e FC a massa

seca inicial da farinha da casca do Maracuja da Caatinga (em gramas).

4.3. Formulacdes das Bebidas Probioticas

4.3.1. Meio de Cultura a Base da Polpa do Maracuja da Caatinga

O preparo do meio de cultura & base da polpa do Maracuja da Caatinga (P.

cincinatra Mast.) foi realizado tomando como base o estudo de Farias et al. (2016). Para
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iss0, no preparo, foram utilizados 20 % (v/v) da polpa, 10 % (m/v) de sacarose e agua
necessaria para completar o volume desejado. Apos a formulacdo, o pH do meio foi
ajustado para 3,5 = 2 com HCL (1 M) e este foi pasteurizado em banho Maria durante

35 minutos a 67 £ 2 °C, com posterior resfriamento em banho com gelo.

4.3.2. Producéo das Bebidas Nao Fermentadas

Para a formulagdo das bebidas ndo fermentadas, o micro-organismo foi
reativado como descrito no item 4.1 e, em seguida, uma aliquota de 2,5 mL da
suspencdo microbiana foi inoculada em 225 mL do meio MRS em frasco de
Erlenmeyer de 250 mL. O frasco foi acondicionado em estufa (Labor) a 37 °C, durante
24 horas. Apos esse periodo, o volume total da suspensao foi centrifugado (THERMO,
Electron Corporation) a 10.000 rpm e 4 °C, durante 15 minutos As células sedimentadas
resultantes da centrifugacé@o foram ressuspensas em 5 mL de solucdo salina 0,9 % (m/v).
Ap0s essa etapa, um volume equivalente a 10 % v/v da suspensdo celular foi transferido
para cada um dos frascos, contendo o0 meio de cultura a base da polpa do Maracuja da
Caatinga, cuja preparacao foi descrita no item 4.3.1. Foram elaboradas quatro bebidas
para estudo piloto, sem pectina e sem sacarose (SPSS), sem pectina € com sacarose
(SPCS), com pectina comercial e com sacarose (CPCS) e com pectina extraida e com
sacarose (CPextCS). Por sua vez, outras duas bebidas foram produzidas contendo
pectina comercial (NFCP) ou extraida da farinha da casca do Maracuja da Caatinga
(NFCPext), as quais foram acondicionadas em geladeira a 4 °C, para posterior avaliagcdo
do estoque. Em todas as condi¢es necessarias, a concentracdo de pectina foi 20 g/L
(Nazarro et al., 2012).

4.3.3. Producéo das Bebidas Fermentadas

A formulacéo das bebidas fermentadas seguiu 0 mesmo procedimento das nao
fermentadas, com uma etapa de fermentacdo (37 °C; 24 horas) antes do
condicionamento em geladeira a 4 °C, para a avaliacdo do estoque refrigerado. Da

mesma forma das bebidas ndo fermentadas, foram elaboradas quatro bebidas para
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estudo piloto (SPSS), SPCS, CPCS e CPextCS) e duas bebidas, pectina comercial (FCP)

ou com pectina extraida (FCPext), para posterior avaliacdo de estoque.

4.4. Fermentac6es em Meios Contendo Pectina: Avaliacdo do Consumo de Pectina
por L. rhamnosus ATCC 7469

Para verificar a possibilidade de consumo da pectina pela formacéo dos acidos
butirico e propibnico, AGCC, foram realizadas fermentacdes a 37 °C em meio MRS,
sem adicdo de pectina e com pectina comercial (20 g/L) , e das bebidas sem adicéo de
sacarose, com pectina comercial (20 g/L) ou extraida (20 g/L), durante 24 horas. Para
isso, foram coletadas amostras ap6s o periodo de 24 e 48 horas, as quais foram
avaliadas de acordo com as concentragdes dos AGCC em CLAE como descrito no item
4.5.7.

4.5. Métodos Analiticos

4.5.1. Determinacdo da Umidade

A umidade da farinha da casca do Maracuja da Caatinga foi determinada

utilizando um analisador de umidade (Shimadzu, MOC63u).

4.5.2. Determinagao do Grau de Esterificacao

A literatura utilizada como base para essa etapa foi descrita por Bochek et al.
(2001). Para isso, foram pesados 0,2 g de pectina e a mesma foi umedecida em um
recipiente com 1 mL de etanol (96 %). Em seguida, a pectina e o etanol foram diluidos
em 20 mL de &gua destilada a 40 °C sob agitacdo de 100 rpm em mesa agitadora
durante 2 horas. Em seguida, a solugéo resultante foi titulada com NaOH (0,1 M) na
presenca de fenolftaleina até atingir coloracdo rdsea, o que ocorreu quando o pH atingiu
valores entre 8,0 — 8,2. Posteriormente, foi calculado o nimero de carboxilas livres em

porcentagem (Kf) pela Equacao (2).
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MNaOH(™) VNaoH (L) X0,045(

)
mol w100 (2)

Kf (%) = v

Para a Equacdo (2) acima, foi considerado 0,045 como valor corresponde a

massa molar do grupo carboxila para um litro e a como por¢do ponderada entre pectina

e agua (Q).

Logo apods foi realizada a determinagdo dos grupos carboxilas esterificados
(Ke). Para isso, adicionou-se 10 mL de NaOH a 0,1 M para neutralizar os acidos
poligalacturdnicos apds determinacdo dos grupos carboxilas livres. Em seguida, a
amostra foi agitada (100 rpm) por mais 2 h a temperatura ambiente (29 £ 2 °C) para
garantir a total saponificacdo dos grupos carboxila esterificados. Posteriormente foram
colocados 10 mL de HCI (0,1 M) e o excesso do mesmo neutralizado com NaOH (0,1
M). O numero de grupos esterificados foi calculado através do volume gasto de NaOH

(0,2 M) pela Equagéo (3) abaixo:

MNaOHEY) VNaOH(L) x0,045(-L

Ke (%) = e mel 100 @3)

Seguidamente determinou-se o numero total (Kt) de grupos COOH, que é
resultado da soma dos grupamentos livres e esterificados (Kt = Ke + Kf), para em
seguida ser determinado o grau de esterificacdo (ED) em porcentagem através da

seguinte férmula:

ED (%) = (%) 100 (5)



39

4.5.3. Analises em Polpa do Maracuja da Caatinga

As polpas do Maracuji da Caatinga ndo pasteurizada (PNP) e pasteurizada
(PP) foram submetidas a analise microbioldgica utilizando-se o método 967.26 para
Salmonella sp. e 0 método 991.14 para Coliformes de acordo com a AOAC (2002). A
determinacdo dos sélidos sollveis totais (°Brix), acidez titulavel, cinzas, umidade,
proteinas e lipideo foram realizados de acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008), tanto
para a PNP quanto para a PP. Para cinzas utilizou-se 0 método de incinera¢do em Mufla
a 550 °C e para umidade foi feita dessecacdo por secagem direta em estufa a 105°C.
Por sua vez, a andlise fisico-quimica para proteinas foi realizada através do método de

Kjedahl e de lipideo pelo método de Soxhlet.

4.5.4. Determinacéo do pH

Em todas as situacBes necessarias a determinacdo e/ou ajuste do pH foram

realizados utilizando-se um potenciémetro digital (JENWAY 3510).

4.5.5. Determinacéo da Viabilidade

A viabilidade em Unidades Formadoras de Col6nia por mililitros (UFC/mL)
para L. rhamnosus ATCC 7469 foi determinada através da realizacdo de diluicbes
seriadas, em solucgdo salina (0,9 % NaCl) e técnica de espalhamento em placas de Petri,
com meio MRS e 20 g/L de agar em cabine de fluxo laminar previamente esterilizada
por radiacdo ultravioleta (UV). Apds inoculacgdo, as placas foram incubadas em estufa
para cultura bacterioldgica (LABOR) a 37°C durante 48 horas (Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Esquema ilustrativo para a determinac&o da viabilidade
de L. rhamnosus ATCC 74609.

4.5.6. Resisténcia de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 as Condic6es de Simulacédo

Gastrointestinal

A metodologia utilizada foi baseada no trabalho de Buriti et al. (2010). Através
desta, avaliou-se a tolerancia de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 as condigdes de
simulagdo géstrica e intestinal por meio da determinacdo de sua viabilidade e dos

indices de sobrevivéncia (%).

Foi utilizado volume inicial de 30 mL para cada amostra contendo as células de
L. rhamnosus ATCC 7469. Inicialmente o pH foi ajustado para 2,0 com solucgéo de HCI
(5,0 M) e massa equivalente a concentracdo de 3 g/L de pepsina (Dinamica, SP, Brasil).
Em seguida, o volume foi desposado em Erlenmeyer de 250 mL estéril e direcionado a

incubadora rotativa (TECNAL) a 150 rpm e temperatura de 37 °C durante 2 horas.

Nesta fase, as amostras tiveram seu pH ajustado inicialmente para 5,0 com
solucdo alcalina (NaOH e NaH,PO, x 2 H,0) e em seguida foram adicionados 10 g/L
de sais biliares (HiMedia, Mumbai, india) e 1 g/L de pancreatina (Exodo Cientifica, SP,
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Brasil), para que assim as amostras fossem submetidas a incubadora rotativa
(TECNAL) (150 rpm, 37 °C) por 2 horas. Em seguida, o pH da solu¢édo foi ajustado
para 7,0 utilizando novamente a solucdo de NaOH e NaH,PO, x 2 H,O e as
concentragOes de sais biliares e pancreatina foram reajustados, para 10 g/L e 1 g/L

respectivamente, devido a variagdo no volume das soluc@es decorrente do ajuste do pH.

No inicio da fase gastrica (Vi) e no final da fase entérica (V) foi determinada
a viabilidade de L. rhamnosus em UFC/mL™, a partir das quais se calculou os indices de
sobrevivéncia (s) do micro-organismo nas condi¢des de simulacdo gastrointestinal, a

partir da Equacéo (6):
s (%) = Vi/Vf x 100 (6)

A fim de tornar o teste de simulacdo gastrointestinal mais compreensivel, a
Figura 4.4 tras em si um esquema ilustrativo referente a metodologia descrita

anteriormente.

FASEGASTRICA FASE ENTERICA

Amasira

\ [ Imcubagio | Incubagins / rp——— 1 Alabilida

" 10 rpam, 3790, 20 { \ T 150 rpm, 37°C, 2h / \ | 150 rpm, 3750, 2h | fclnd

Al pH 2, pH 5, Pancreating {(1g/1), P 7, Pancreating (1g/L),
Pepsina (3gL} Sk bilinres (10g/L§ Sals billares (10g1)

4

F\iabilida™,
i e indcial ;
W (VB S

Figura 4.4 - llustracdo esquematica do teste de simulacdo gastrointestinal para verificacio da

resisténcia de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
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4.5.7. Determinacio de Carboidratos e de Acidos Organicos

A determinacdo de sacarose, glicose e frutose foi realizada por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com detector de indice de refracdo (RI),
coluna de troca i6nica com 300 milimetros x 7,8 milimetros e 9 UM de tamanho de
particulas (Aminex® HPX-87H, Bio-Rad, EUA), temperatura de 40° C, H,SO,4 (5 mM)
como fase mdvel e taxa de fluxo de 0,6 mL/min. A determinacdo dos acidos organicos,
citrico, latico, malico, ascorbico, butirico e propidnico, também foram realizados em
CLAE na mesma condicdo descritas para quantificacdo dos carboidratos, diferindo o
detector utilizado que foi de arranjo de diodos (DAD) com comprimento de onda
ajustado para 190-800 nm e temperatura 29 °C. O equipamento utilizado inclui bomba
quaterndria acoplada a desgaseificador (DGU-20A5r), forno para controlar a
temperatura da coluna e injetor automatico. O software utilizado para a obtencdo dos

dados foi o LC-Solutions fabricado pela Shimadzu Corporation (Kyoto, Japéo).

Para cada composto foi construida curva padrdo para quantificacdo dos
mesmos nas amostras analisadas. A construcdo da curva de sacarose foi realizada a
partir de solucdo mae com concentracdo de 7 g/L. Com tal solugdo construiu-se uma
curva de cinco pontos cujos volumes injetados foram 5, 10, 20, 30 e 40 pl,
correspondendo as massas de 35, 70, 140, 210 e 280 ug, o coeficiente de determinagdo
(R obtido foi de 1. As curvas da glicose e frutose foram construidas a partir de
solucdes de 1 g/L. Para a glicose foi feita curva de quatro pontos (10, 15, 20 e 25 ug)
com R?= 1 e para a frutose foi construida curva de seis pontos (10, 15, 20, 25, 30 e 35
Hg) com R%= 0,9996. Para os acidos organicos, citrico, latico, malico e ascérbico, foram
construidos curvas a partir de solugdo mée contendo concentragdo 1 g/L para cada
acido. As curvas foram construidas a partir da injecdo de cinco pontos para as massas de
1, 3, 6,10 e 20 pug. Os coeficientes de determinacdo para os acidos citrico, latico, malico

e ascorbico foram maiores que 0,999.

4.6. Analises Estatisticas

Para a realizacdo das andlises estatisticas, os valores médios para viabilidade

do micro-organismo foi obtida a partir de triplicatas experimentais e as demais analises
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foram feitas em duplicata. Os dados obtidos foram analisados para o teste de variancia
(ANOVA) e de Tukey a partir do programa PAST  software
(http://folk.uio.no/ohammer/past/) e nivel de significancia de 5 % (a < 0.05).



http://folk.uio.no/ohammer/past/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Maracuja da Caatinga: Polpa e Casca

A polpa in natura do Maracujé da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) teve
seu potencial nutricional avaliado de acordo com o teor de sélidos sollveis em °Brix,
acidez, pH e carboidratos (sacarose, glicose e frutose) (Tabela 5.1). A partir da analise
desses parametros, verificou-se que a polpa in natura se enquadra nos padrbes de
identidade e qualidade exigidos pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento
(Solidos soltveis = Valor minimo 11,00 °Brix; Acidez = Valor minimo 2,50 g/100g; pH
= 2,70 — 3,80; Acucares naturais do Maracuja (carboidratos) = Valor maximo 18,00
g/100 g) para Passiflora sp. (MAPA, 2000), demonstrando assim estar apta ao consumo
humano.

Tabela 5.1 - Caracterizacao fisico-quimica da polpa in natura do Maracuja da Caatinga
(Passiflora cincinnata Mast.) e sua comparagao com estudos realizados por Aradjo et al., 2009,
Pita, 2012 e Farias, 2016.

Andlises Aradjo et al.,, 2009 Pita, 2012  Farias, 2016  Trabalho atual

Sélidos Soltveis Totais (°Brix) 14,20 =+ 0,00 11,43 +0,00 - 11,00 £ 0,00

Acidez Titulavel (g/100 g) 3,80 + 0,00 5,71 + 0,00 - 82,33+0,14
pH 3,00 + 0,00 - 3+0,20 3,2+0,01

Umidade (g/100 g) 88,00 + 0,00 - - 90,02 + 0,11
Cinzas (g/100 g) - - - 0,80 £ 0,09
Proteinas (g/100 g) - - - 0,84 = 0,06
Lipidios (g/100 g) - - - 3,83+0,30
Sacarose (g/100 g) 1,02 £ 0,00 - - 0,68 + 0,01
Glicose (g/100 g) 7,83 + 0,00 - - 0,19 £ 0,00
Frutose (g/100 g) - - - 1,79 £0,00
Acido Citrico (g/100 g) - - 0,45 + 0,00 0,47 £ 0,03

Acido Ascorbico (mg/100 g) 10,73 £ 0,00 21,21 + 0,00 - 52,01 + 0,00

Trabalhos tém demonstrado caracteristicas do perfil fisico-quimico da polpa

desse fruto, e esses foram utilizados como parametro comparativo dos dados obtidos no
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presente estudo (Tabela 5.1). Os valores de sélidos sollveis totais e pH sdo semelhantes
aos verificados por Pita (2012), Aradjo et al. (2009) e Farias et al. (2016). No entanto,
os valores de acidez total do presente trabalho foram superiores aos observados por
Araujo et al. (2009) e Pita (2012), o que pode estar relacionado a fatores como tempo de

maturidade dos frutos e diferentes condi¢cdes ambientais das regides de colheita.

Os valores para umidade da polpa foram semelhantes os encontrado por Araujo
et al. (2009). Por sua vez, a concentracdo de sacarose foi inferior aquela relatada pelo
mesmo autor. O carboidrato com maior concentracdo foi frutose, valor que se justifica,

visto que € o principal agucar das frutas (JUNIOR, 2008).

A polpa apresentou teor de acido citrico e pH proximos aqueles encontrados
por Farias (2016). Nos demais trabalhos ndo foram mencionados o acido citrico, uma
vez que esses autores registram apenas a acidez titulavel e ndo determinam os acidos
organicos por CLAE. O teor de acido ascérbico foi maior do que aqueles encontrados
por Araujo et al. (2009) e Pita (2012), o que pode estar relacionado a utilizacdo de
diferentes métodos de andlise, ressaltando a necessidade de se estabelecer, através de
maiores investigacdes, a padronizacdo para analises fisico-quimicas da polpa dessa
espécie, visando confirmar e comparar os aspectos experimentais capazes de interferir

na quantificacdo de seus constituintes.

Os valores quantificados para cinzas (0,80 £ 0,09 g/100 g), proteinas (0,84 +
0,06 g/100 g) e lipideos (3,83 + 0,30 g/100 g) ndo haviam sido determinados
anteriormente para a polpa do Maracuja da Caatinga. Entretanto, segundo Romero-
Rodriguez et al. (1994), o Maracujd Amarelo (Passiflora edulis f.) apresenta em sua
polpa 0,50 g/100 g de cinzas e 3,00 g/100 g de proteinas, por sua vez, Morton (1987)
observou para esse mesmo fruto 0,80 g/100 g de cinzas e 2,20 g/100 g de proteinas.
Esses dados demonstram que o Maracujd da Caatinga apresenta concentracdes
semelhantes para cinzas. No entanto, possui menor concentracdo de proteina se
comparado com o Maracuja Amarelo. Com relagdo ao teor de lipideo, constatou-se que
a polpa do Maracuja da Caatinga apresentou valores semelhantes aos detectados por
Canuto et al. (2010) para polpa de acai (4,6 £ 0,0 g/100 g), sendo superior a polpa de
outros frutos como (acerola (0,2 + 0,1 g/100 g), caja (0,2 + 0,1 g/100 g), caju (0,1 + 0,1
0/100 g) e graviola (0,1 + 0,0 g/100 g) (CANUTO et al., 2010).
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Segundo Campos (2010), fatores como estado de maturacdo, idade da planta,
condigdes climaticas, estado nutricional, polinizacéo, fertilizacdo do solo e manejo da
agua utilizada na irrigacdo podem exercer influéncia sobre a qualidade dos frutos do
género Passiflora. Dessa maneira, as caracteristicas sensoriais e nutricionais do fruto
pode variar de acordo com a localidade do plantio, periodo de colheita e tipo de manejo
que a planta estara sendo submetida, podendo assim exercer variacdes no padrdo fisico-
quimico dos frutos de uma mesma especie. As caracteristicas climaticas, assim como
disponibilidade de &gua, e exposicdo solar de plantas podem influenciar no crescimento
e na qualidade dos frutos (FARIAS, 2016).

5.1.1. Avaliagéo da Influéncia da Pasteurizacdo da Polpa

Por ser uma técnica consagrada na reducdo da carga microbiana em liquidos
sensiveis ao calor, a pasteurizacdo pode ser utilizada para garantir a eliminacdo de
micro-organismos patdgenos para os sucos de fruta, a fim de garantir sua integridade
microbiana e nutricional, aumentando consideravelmente o prazo de validade de
liquidos pereciveis (MADIGAN; MARTINKO; DUNLAP, 2010). Dessa forma, foi
realizada, a fim de verificar a influéncia desse processo térmico sobre as caracteristicas
fisico-quimicas da polpa do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.), sua
caracterizacdo antes e apo0s tal procedimento. A partir dos resultados obtidos, observou-
se que os solidos sollveis totais (°Brix), cinzas, proteinas, lipideos, sacarose e acido
citrico ndo apresentaram diferenca significativa antes e ap0s a pasteurizacdo, em

contraste ao observado para acidez, pH, umidade, glicose e frutose (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 - Comparagédo da composicao fisico-quimica da polpa do Maracuja da Caatinga

(Passiflora cincinnata Mast.) antes (PNP) e ap0s a pasteurizacdo (PP).

Andlises PNP PP

Solidos Solaveis Totais (°Brix) 11+ 0,00 11+ 0,00
Acidez (g/100 g) 82,33 £ 0,14* 91,49 £ 0,52*
pH 3,20+ 0,01* 3,13 + 0,005*
Umidade (g/100 g) 90,02 £0,11* 88,22 + 0,10*
Cinzas (g/100 g) 0,80 + 0,09 0,81 + 0,035
Proteinas (g/100 g) 0,84 + 0,06 1,08 £ 0,02
Lipidios (g/100 g) 3,83+0,30 3,82+ 0,66
Sacarose (g/100 g) 0,68 + 0,01 0,69 + 0,00
Glicose (g/100 g) 0,19 £ 0,00* 0,17 £ 0,00*
Frutose (g/100 g) 1,79 £ 0,00* 1,63 £0,01*
Acido Citrico (g/100 g) 0,47 £ 0,03 0,47 0,02

*Valores com diferenca estatistica para P < 0,05

Em ambos os casos, polpa ndo pasteurizada (PNP) e polpa pasteurizada (PP), o
Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) revelou seu potencial nutricional,
visto que os solidos solUveis totais, acidez, pH e os carboidratos (glicose e frutose) se
enquadraram nos padres de identidade e qualidade para polpa de Passiflora sp.
exigidos pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (Sélidos soltveis = Valor
minimo 11,00 °Brix; Acidez = Valor minimo 2,50 ¢g/100 g; pH = 2,70 — 3,80; AgUcares
naturais do Maracuja (carboidratos) = Valor maximo 18,00 g/100 g) (MAPA, 2000). A
pasteurizacdo exerceu influéncia sobre alguns aspectos fisico-quimicos da polpa de
Passiflora cincinnata Mast., 0 que provavelmente estd relacionado a evaporagdo de
amostra durante o processo. Entretanto, isto ndo foi capaz de prejudicar seu padrdo de

qualidade e seus atributos nutricionais.

A partir da analise microbioldgica da polpa pasteurizada, ndo foi verificada a
presenca de Salmonella sp. ou de Coliformes termo tolerantes, demonstrando assim, a

eficiéncia da pasteurizacdo.
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5.1.2. Farinha da Casca: Rendimento Gravimétrico e Grau de Esterificagdo da Pectina

O rendimento médio obtido na extracdo da pectina da farinha da casca do
Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) foi cerca de 55 %. As condigdes
utilizadas no presente trabalho (50 °C, 150 rpm e &cido citrico 0,75 M) garantiram
rendimento semelhante ao observado por Santos (2015) (Y = 54,69 %) para extracdo de
pectina com acido citrico (0,75 M) da farinha da casca de Maracuja Amarelo (Passiflora
edulis f. flavicarpa) em banho de ultrassom, e superior para o quantificado pelo mesmo
autor (Y = 30,22 %) para extracdo em incubador rotativo (27 °C, 150 rpm e &cido
citrico 0,75 M).

Outros autores exploraram a extracdo de pectina a partir da casca de Maracuja
Amarelo, cujo rendimento variou de acordo com o tipo de agente extrator e tipo de
energia utilizada para extracdo. Kulkarni & Vijayananet et al. (2010) obtiveram
rendimento de 14,80 % a partir da casca do Maracuja Amarelo através da utilizacdo de
HCI concentrado como agente extrator a 98 °C. Por sua vez, Seixas et al. (2014)
alcancaram rendimento de 30,30 % a partir da farinha da casca do Maracuja Amarelo
por meio da utilizagéo de acido tartarico e micro-ondas.

Recentemente tem-se buscado matrizes alternativas para a producao de pectina
a partir de rejeitos industrias, como casca e bagaco de frutas, as quais geralmente sdo
descartadas juntamente com os atributos nutricionais que possuem. A extracdo de
pectina tem sido demonstrada para bagaco de uva (Y = 32,30 %) (MINJARES-
FUENTES et al., 2014), casca de toranja (Y = 26,74 %) (XU et al., 2014) e casca de
romd (Y = 23,87 %) (MOORTHY et al., 2015). No entanto seus rendimentos foram
inferiores em comparacgdo a farinha da casca do Maracuji da Caatinga, demonstrando
assim sua potencialidade para ser utilizado como matriz vegetal na obtencgédo de pectina,
sendo necessarias maiores investigacdes a cerca dos fatores que podem vir a influenciar
no rendimento da extracdo. A extracdo de pectina pode ser influenciada por diversos
aspectos, como matriz vegetal, agente extrator, temperatura e tipo de energia utilizada

para extragao.

O grau de esterificacdo (DE) foi cerca de 14 %, ou seja, a pectina proveniente
da casca do Maracuja da Caatinga apresenta baixo grau de esterificacdo, em contraste

do observado para a pectina comercial (Dinamica), cujo grau de esterificacdo foi 82 %.
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O DE é um dos aspectos mais importantes da estrutura da pectina, sendo sua
determinacdo fundamental, j& que se correlaciona diretamente com a propriedade de
formacgdo do gel, direcionando assim a utilizacdo adequada da pectina na indudstria
(FERTONANI, 2005). O baixo grau de esterificacdo encontrado no presente trabalho
parece ser uma caracteristica inerente das espécies de maracuja, uma vez que também
foi observada para 0 Maracuja Amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), segundo Santos
et al. (2016). Pectinas detentoras de baixo DE também apresentam capacidade de formar
gel, no entanto em condicdes diferentes das exigidas para as de alto DE. Porém, essas
pectinas vém ganhando destaque nos ultimos anos por atuarem seletivamente no
crescimento de bactérias intestinais associadas a saude, o que se da principalmente por
serem fermentadas mais facilmente do que as pectinas com alto DE, devido ao menor
namero de metilacBes que possuem, podendo assim ter uma maior taxa de formacao de
AGCC (FISSORE, 2015).

5.2. Fermentacdes em Meios Contendo Pectina

O micro-organismo L. rhamnosus ATCC 7469 ndo se apresentou apto a
realizar a metabolizacdo de pectina quando presente em meio MRS (Comercial) ou na
bebida de Maracuja da Caatinga (Comercial ou Extraida), ja que, durante intervalo de
24 e 48 horas, nao foi detectada a presenca dos AGCC butirico e propidnico. Estes
acidos sdo componentes essenciais do metabolismo dos hidratos de carbono que séo
utilizados pelo organismo do hospedeiro como fonte de energia celular (AL-SHERAJI
et al., 2013). Sendo assim, os dados demonstram que a associa¢do entre pectina e L.
rhamnosus ATCC 7469 ndo apresenta capacidade de gerar produtos simbi6ticos, ou
seja, quando um probidtico e um prebidtico estdo combinados (SAAD, 2006), cuja
interacdo entre esses pode favorecer suas atuacfes apds consumo. Diferentemente do
observado para outras bactérias prebidticas, como Lactobacillus acidophilus DSM
20079, a qual apresentou capacidade de produzir &cidos propiénico e butirico (Nazarro
et al., 2012). Dessa forma, os produtos desenvolvidos no presente trabalho sdo
considerados funcionais de carater prebiotico e probiotico, mas ndo simbidticos, visto
que a pectina presente numa possivel bebida probidtica fermentada contendo L.
rhamnosus ATCC 7469 seria consumida apenas no intestino.
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5.3. Influéncia da Pectina e da Sacarose na Sobrevivéncia do Microrganismo nas

Condigdes Gastrointestinais Simuladas

O perfil da viabilidade das bebidas prebidticas ndo fermentadas antes e apés a
simulacdo das condicbes gastrointestinais pode ser visualizado na Figura 5.1. Todas
apresentaram decaimento significativo desse parametro tendo viabilidade final acima de
2 Log UFC/mL.
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Figura 5.1 — Viabilidade Inicial e final (Log UFC/mL) de L. rhamnosus ATCC7469 para Teste
Gastrointestinal para as bebidas probidticas ndo fermentadas (Sem pectina e sem sacarose
(SPSS), Sem pectina e com sacarose (SPCS), Com pectina comercial e com sacarose (CPCS) e
Com Pectina extraida e com sacarose (CPextCS) e seus respectivos indices de sobrevivéncia
(%). Diferentes letras minusculas demonstram diferenga estatistica (P < 0,05) entre a viabilidade
inicial e final do TGI para cada grupo; Diferentes letras maiusculas demonstram diferenca

estatistica (P < 0,05) entre os diferentes grupos.

A bebida prebidtica sem pectina e com sacarose (SPCS) demonstrou maior
viabilidade final, sendo seguida da bebida com pectina extraida e sacarose (CPextCS).

Por outro lado, as bebidas sem pectina e sem sacarose (SPSS) e com pectina comercial e
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sacarose (CPCS) expressaram as menores viabilidades finais. Assim como observado no
presente trabalho, Parkar et al. (2010) verificaram que a adicdo de pectina comercial
apresentou influéncia negativa sobre a viabilidade de Lactobacillus rhamnosus e que
esta reducdo esta diretamente relacionada ao aumento da concentracdo dessa molécula.
Sendo assim, mesmo tendo apresentado a segunda melhor viabilidade, a condigéo da
bebida prebiodtica CPextCS manifestou melhor resultado para 0 micro-organismo apds

simulacdo gastrointestinal, j& que sua sobrevivéncia aproximou-se de 50 %.

A partir das bebidas probitticas SPSS e SPCS, é possivel perceber que a
presenca da sacarose provavelmente influencia positivamente a sobrevivéncia do micro-
organismo, o que justifica sua adicao, além dos seus atributos de palatabilidade. Por sua
vez, a bebida CpexCS apresentou maior sobrevivéncia em detrimento da bebida SPCS,
0 que se da pela presenca da pectina extraida, a qual influenciou positivamente o micro-
organismo e sua capacidade de resisténcia. Além da presenca de sacarose, o tipo de
pectina parece influenciar diferentemente a sobrevivéncia de Lactobacillus rhamnosus
ATCC7469 nas condicOes gastrointestinais, ja que, quando a diferenca entre as bebidas
foi a o tipo de pectina aplicada (CPCS e CPextCS) os indices de sobrevivéncia se

diferiram, sendo a condi¢cdo com pectina extraida a detentora de melhor resultado.

Comparando-se a sobrevivéncia entre as bebidas sem pectina e sem sacarose
(SPSS), com pectina comercial e com sacarose (CPCS) e com pectina extraida e com
sacarose (CPextCS) é possivel perceber que a adicdo de pectina juntamente com
sacarose melhorou a sobrevivéncia do micro-organismo. No entanto, levando-se em
consideracdo a bebida probidtica SPCS verifica-se que a adicdo da pectina comercial
(CPCS) influenciou negativamente a sobrevivéncia do micro-organismo, diferentemente
do observado para a pectina extraida (CPextCS) que potencializou esses parametro para

bebidas ndo fermentadas.

Por sua vez, a viabilidade das bebidas prebidticas fermentadas antes e ap6s a
simulacdo das condi¢es gastrointestinais pode ser visualizado na Figura 5.2, onde é
observado, assim como demonstrado anteriormente para as bebidas ndo fermentadas,
decaimento na viabilidade final do micro-organismo para todas as situagdes analisadas.
A menor viabilidade final (2 Log UFC/mL) foi demonstrada para a bebida com pectina
comercial e com sacarose (CPCS) e a maior viabilidade final foi para a bebida sem

pectina e sem sacarose (SPSS) com 4,50 Log UFC/mL. A viabilidade final entre a
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bebida SPCS e CPextCS ndo apresentaram diferenca, no entanto a sobrevivéncia da

condicdo contendo pectina extraida foi maior.
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Figura 5.2 — Viabilidade Inicial e final (Log UFC/mL) de L. rhamnosus ATCC7469 para
Teste Gastrointestinal para as bebidas probiéticas fermentadas (Sem pectina e sem sacarose
(SPSS), Sem pectina e com sacarose (SPCS), Com pectina comercial e com sacarose (CPCS) e
Com Pectina extraida e com sacarose (CPextCS) e seus respectivos indices de sobrevivéncia
(%). Diferentes letras mintisculas demonstram diferenga estatistica (P < 0,05) entre a viabilidade
inicial e final do TGI para cada grupo; Diferentes letras maitsculas demonstram diferenca

estatistica (P < 0,05) entre os diferentes grupos.

Dentre todas as condicBes, a bebida SPSS deteve, além da maior viabilidade
final, a maior sobrevivéncia para o L. rhamnosus ATCC7469, seguida da bebida
CPextCS, mesmo sua viabilidade final tendo sido semelhante da bebida SPCS. Ao se
avaliar a relacdo entre as bebidas probioticas contendo pectina comercial (CPCS) e
extraida (CPextCS) é possivel verificar, assim como visto para as bebidas nédo
fermentadas, que a pectina extraida proporcionou melhor sobrevivéncia para a linhagem
na simulacdo das condicBes gastrointestinais quando comparada a pectina comercial.
Além disso, verificou-se a partir da comparacgéo entre as bebidas SPSS e SPCS que a
adicdo de sacarose nessa situacdo prejudicou a sobrevivéncia do micro-organismo nas

condigdes gastrointestinais.



53

Tanto para as bebidas ndo fermentadas quanto fermentadas, é possivel
perceber, ao se comparar as condi¢des SPSS e SPCS para as Figuras 5.1 e 5.2, que 0
perfil da sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC7469 foi influenciado inversamente pela
adicdo de sacarose. Ou seja, a adicdo desse aditivo para bebida ndo fermentada
potencializou a sobrevivéncia do probidtico, por outro lado influenciou negativamente a
sobrevivéncia quando em bebida fermentada. Em contrapartida, tanto para as bebidas
ndo fermentadas quanto para as fermentadas a adicdo de pectina comercial promoveu
decaimento na sobrevivéncia do micro-organismo quando comparado com a bebida
SPCS, ao contrario do observado quando realizada a adi¢do da pectina extraida, que em
ambos 0s casos potencializou essa sobrevivéncia. Dessa forma, as bebidas probioticas
contendo pectina extraida expressaram melhores resultados para a sobrevivéncia de L.
rhamnosus ATCC 7469, tanto quando em meio ndo fermentado quanto em fermentado,
sendo, por conseguinte a bebida ndo fermentada com pectina extraida a que apresentou

melhor indice de sobrevivéncia, sendo este de aproximadamente 50 %.

5.4. Avaliagdo do Estoque Refrigerado das Bebidas Funcionais Contendo
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 e Pectina

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 teve sua viabilidade acompanhada para
as quatro bebidas funcionais a base do Maracuja da Caatinga que foram avaliadas: FCP
(fermentada e com pectina comercial), FCPext (fermentada e com pectina extraida),
NFCP (ndo fermentada e com pectina comercial) e NFCPext (ndo fermentada e com
pectina extraida). Para condicdes com pectina extraida (FCPext, NFCPext) foi
observado que o0 estoque manteve-se vidvel nas condi¢des simuladas do trato
gastrointestinal até 28 dias. Por outro lado, para as condi¢cdes contendo pectina
comercial (FCP, NFCP) esse tempo alcangou 0s 56 dias de estoque. As viabilidades no
inicio e no final do estoque, para as quatro condicdes, FCP, NFCP, FCPext e NFCPext,
séo apresentadas na Figura 5.3.
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Figura 5.3 - Viabilidade (Log UFC/mL) do L. rhamnosus ATCC 7469 no inicio e no final do
periodo de estoque refrigerado (4 °C) para as quatro condicdes: (FCP) Fermentado com pectina
comercial, (NFCP) Néo fermentado com pectina comercial, (FCPext) Fermentado com pectina

extraida e (NFCPext) Nao fermentado com pectina extraida. Diferentes letras mindsculas
diferem significativamente (P < 0,05) para a viabilidade durante o tempo (inicial e final) no

mesmo estoque; Diferentes letras maitisculas diferem significativamente (P < 0,05) durante o

tempo para os diferentes estoques.

Para todas as condic¢des (FCP, NFCP, FCPext e NFCPext) foi verificado que as
viabilidades diminuiram significativamente entre o periodo inicial e final do estoque
(Figura 5.3), 0 que deve estar relacionado a atividade metabolica do micro-organismo e
a menor disponibilidade de nutrientes no meio. Considerando o estoque (56 dias) das
bebidas contendo a pectina comercial (FCP e NFCP), observa-se uma queda na
viabilidade de 33,36 % para a bebida fermentada e de 44,15 % para a bebida méo
fermentada. No que diz respeito as bebidas com a pectina extraida, FCPext e NFCPext,
as viabilidades, com 28 dias, diminuiram 39,77 % e 26,30 %, respectivamente, em

relagdo as viabilidades no inicio do estoque.

As viabilidades iniciais e finais, assim como os valores de sobrevivéncia do L.
rhamnosus ATCC 7469 na simulacdo das condi¢des gastrointestinais sdo apresentados
nas Figuras 5.4 (A e B). A Figura 5.4 A tras os dados obtidos no primeiro dia do

periodo de estoque das bebidas probiotica ndo fermentadas e fermentadas. Por sua vez,
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a Figura 5.4 B apresenta os dados obtidos para o periodo final do estoque, sendo este de
56 dias para as bebidas fermentadas e ndo fermentada com pectina comercial (FCP e

NFCP), e 28 dias para as bebidas fermentadas e ndo fermentada com pectina extraida da
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Figura 5.4 - Viabilidade inicial e final (Log UFC/mL) L. rhamnosus ATCC 7469 para o
Teste Gastrointestinal (TGI) no inicio do estoque (A) e no final do estoque (B) do periodo
de cada condicdo (Fermentado com pectina comercial (FCP), Nao fermentado com
pectina comercial (NFCP), Fermentado com pectina extraida (FCPext) e Nao fermentado
com pectina extraida (NFCPext)) e seus respectivos indices de sobrevivéncia (%).
Diferentes letras minisculas demonstram diferenca estatistica (P < 0,05) entre a
viabilidade inicial e final do TGI para cada grupo; Diferentes letras mailsculas

demonstram diferenga estatistica (P < 0,05) entre os diferentes grupos.
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No inicio do estoque das bebidas FCP e NFCP as sobrevivéncias foram 21,51
% (Viabilidade Inicial: 9,30 Log UFC/mL; Viabilidade Final: 2 Log UFC/mL) e 26,30
% (Viabilidade Inicial: 9,36 Log UFC/mL; Viabilidade Final: 2,46 Log UFC/mL). Por
sua vez, as condi¢des contendo pectina extraida apresentaram maior sobrevivéncia para
as células de L. rhamnosus ATCC 7469, 42,83 % (Viabilidade Inicial: 7,8 Log
UFC/mL; Viabilidade Final: 3,34 Log UFC/mL) para FCPext e 46,75 % (Viabilidade
Inicial: 7,06 Log UFC/mL,; Viabilidade Final: 3,30 Log UFC/mL) para NFCPext. Para o
periodo final do estoque, em todas as condigdes, L. rhamnosus ATCC 7469 apresentou-
se mais resistente ao teste de simulagdo gastrointestinal, ndo havendo diferenca
estatistica entre suas viabilidades finais.

No entanto, os indices de sobrevivéncia variaram de acordo com as condicdes,
sendo essas de 40,93 % (Viabilidade Inicial: 6,19 Log UFC/mL; Viabilidade Final: 2,49
Log UFC/mL) para FCP, 50,93 % (Viabilidade Inicial: 5,23 Log UFC/mL; Viabilidade
Final: 2,64 Log UFC/mL) para NFCP, 53,59 % (Viabilidade Inicial: 4,70 Log UFC/mL,
Viabilidade Final: 2,52 Log UFC/mL) para FCPext e (Viabilidade Inicial: 5,18 Log
UFC/mL; Viabilidade Final: 2,52 Log UFC/mL) 48,65 % para NFCPext. O aumento
nos indices de sobrevivéncia deve estar relacionado & adaptagdo do micro-organismo,
durante o periodo de estoque, ao baixo pH da bebida, tornando assim a linhagem mais
tolerante ao pH gastrico (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010).

Os valores meédios de pH e a concentracdo de acido latico sdo apresentados na
Figura 5.5. A bebida fermentada e com pectina comercial (FCP) apresentou reducéo
significativa em seu pH (3,40 - 3,30), o que pode esta relacionado ao amento da
concentracdo de &cido latico durante o periodo de estoque (1,08 g/L — 1,23 g/L). Este
comportamento também foi observado para a bebida ndo fermentada e com pectina
comercial (NFCP), o qual, por ndo ser fermentado, ndo apresentou acido latico no inicio
do estoque, porém, a presenca de carboidratos (glicose, frutose e sacarose) possibilitou a
producdo desse acido por L. rhamnosus ATCC 7469 durante o periodo de 56 dias (1,35
g/L). No caso da bebida fermentada e com pectina extraida (FCPext), seu pH se
manteve estavel durante os 28 dias de estoque assim como a concentragdo de acido
latico (1,28 g/L). Por sua vez, para a bebida NFCPext, o pH se manteve estavel e o
micro-organismo ndo foi capaz de produzir acido latico durante o periodo de estoque,
provavelmente devido ao menor tempo de avaliacdo (28 dias), em relacdo ao tempo do

estoque da bebida ndo fermentada contendo a pectina comercial.
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Figura 5.5 — Perfil do pH em cada bebida (Fermentado com pectina comercial (FCP), N&o
fermentado com pectina comercial (NFCP), Fermentado com pectina extraida (FCPext) e Ndo
fermentado com pectina extraida (NFCPext) e concentracdo de acido latico correspondente ao

periodo final de estoque. Diferentes letras minusculas demonstram diferenga estatistica (P <

0,05) entre o pH inicial e final para cada condi¢do; Diferentes letras maitsculas demonstram

diferenca estatistica (P < 0,05) entre as diferentes condigdes.

A concentracdo final de acido latico ndo apresentou diferenca significativa nas
bebidas FCP, NFCP e FCPext, sendo inferior ao observado por Farias et al. (2016), o
qual obtiveram 6 g/L de &cido latico para bebida probidtica desenvolvida com esse
mesmo micro-organismo e espécie de Maracuja. Essa diferenca na quantidade de acido
latico produzido deve-se ao fato da fermentacdo das bebidas no presente trabalho terem
sido realizadas em pH 3,5 £ 2, diferentemente de Farias et al. (2016) que realizaram a
fermentacdo no pH 6timo para L. rhamnosus ATCC 7469 (pH 6,00). Tradicionalmente
o 4cido latico é considerado agente antimicrobiano (RIVERA-ESPINOZA,
GALLARDO-NAVARRO, 2010), sendo sua presenca fundamental para impedir a
contaminacdo do produto durante o periodo de estocagem (PIMENTEL et al., 2015).

Com base nisso, deve-se observar que a bebida contendo pectina extraida (NFCPext)
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estd mais susceptivel a contaminacdo por agentes microbianos em virtude da auséncia

do &cido latico.

Além da determinacdo do &cido latico, foi realizada a quantificacdo do acido
citrico, ja que, devido a sua acdo como agente acidulante, altas concentracdes do mesmo
diminuem a necessidade de adicdo de acidificantes nos produtos (FARIAS et al., 2016).
As bebidas com pectina comercial detiveram menor concentracdo de acido citrico (FCP
= 0,75 £ 0,11 ¢g/L; NFCP = 0,81 + 0,05 g/L). Por sua vez, as bebidas com pectina
extraida apresentaram maiores concentragdes (FCPext = 2,06 + 0,3 g/L, NFCPext= 2,10
+ 0,10 ¢/L), devido a presenca desse composto na pectina da farinha da casca do
Maracuja da Caatinga, decorrente da etapa de extracdo. Isto promove a maior

concentracdo e menor necessidade para adicao de acidificantes.

Na Figura 5.6 observam-se as concentracdes médias de sacarose no inicio e no

final do estoque das bebidas e seus consumos.
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Figura 5.6 - Concentracdes iniciais e finais de sacarose (g/L) e seu respectivo consumo por L.
rhamnosus ATCC 7469 durante o periodo de estoque refrigerado (4 °C) para as quatro
condicdes: (FCP) Fermentado com pectina comercial, (NFCP) N&o fermentado com pectina
comercial, (FCPext) Fermentado com pectina extraida e (NFCPext) Ndo fermentado com

pectina extraida. Diferentes letras mintsculas diferem significativamente (P < 0,05) para a
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sacarose durante o tempo (inicial e final) na mesma condicéao; Diferentes letras maitsculas

diferem significativamente (P < 0,05) durante o tempo para as diferentes condigdes.

O consumo de sacarose nao apresentou diferenca significativa com reducao
média em suas concentracdes de 27,39 % para as quatro bebidas funcionais. As
concentracOes de sacarose alcangaram os valores 60,18 g/L e 53,63 ¢/L, para FCP e
NFCP aos 56 dias de estoque e 66,71 g/L e 62,93 g/L para FCPext e NFCPext aos 28

dias de estoque.
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CONCLUSOES

e A farinha da casca do Maracuja da Caatinga se mostrou uma fonte barata e
acessivel para a extracdo de pectina de baixo grau de esterificacdo quando
associado as condicdes de extragdo utilizadas no presente trabalho, sendo
necessarias condi¢des adequadas para formacao de gel por esse tipo de pectina,
como formacdo de ions de Célcio, o que ndo foi observado no presente estudo;

e A vantagem na utilizacdo de pectinas com baixo grau de esterificagdo, assim
como a obtida da farinha da Casca do Maracuja da Caatinga, para o
desenvolvimento de bebidas funcionais consiste na maior rapidez com que essas
sdo fermentadas em detrimento do menor nimero de metilagdes existentes em
sua estrutura, tendo assim efeito mais rapido do que as de algo grau de
esterificacao;

e Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 ndo foi capaz de consumir pectina. Dessa
maneira, a associacdo desse micro-organismo com pectina ndo apresenta
capacidade de originar cultura simbiotica. Ou seja, a pectina adicionada a bebida
contendo L. rhamnosus ATCC 7469 provavelmente serd fermentada no
intestino, contribuindo assim com o crescimento das bactérias benéficas

existentes nessa regiao.

e A adicdo de sacarose nas bebidas probidticas ndo fermentadas melhorou a
sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 na simulacdo das condicOes
gastrointestinais, diferentemente do observado para a bebida fermentada. Porém,
independente da fermentacdo a adicdo de pectina extraida potencializa a
sobrevivéncia do micro-organismo. Ou seja, as bebidas probidticas contendo
esses componentes valorizam o Maracuja da Caatinga pela utilizacdo da pectina
extraida e podem ter maiores indices de aceitabilidade devido a presenga de
sacarose.

e A fermentacdo ndo influenciou a sobrevivéncia do micro-organismo na
simulacgdo das condic¢des gastrointestinais, antes e ap0s estoque refrigerado. Por
sua vez, a pectina extraida pode ser utilizada tanto para bebida probidtica
fermentada quanto ndo fermentada, com estoque de 28 dias.

e A concentracdo de 4cido latico permaneceu constante nas bebidas fermentadas

durante 28 dias de estoque, permitindo que essas fossem consideradas mais
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estaveis do que as ndo fermentadas. Por outro lado, o fato do consumo de
sacarose ndo ter apresentado diferenca significativa permitiu que as quatro
bebidas probioticas apresentassem o mesmao teor caldrico.

e A bebida fermentada contendo a pectina extraida (FPext) apresentou um maior
potencial para o consumo devido a maior sobrevivéncia do micro-organismo nas
condicBes simuladas do trato gastrointestinal no final do periodo de estoque,

além de conter &cido latico, que € um agente antimicrobiano.
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