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RESUMO

A juncéo de probioticos e prebioticos configura um simbiotico. A elaboracgéo de bebidas
simbidticas com matrizes alimentares ndo lacteas enfrenta desafios quanto a eficacia do produto
e tempo de prateleira. Isso ocorre devido a viabilidade ser dependente de alguns fatores, como
a composicdo do meio de cultura e o tipo de linhagem utilizado. Logo, o objetivo deste trabalho
foi verificar a influéncia das concentracdes da polpa e da pectina do maracuja da Caatinga BRS
sertdo forte (Passiflora cincinnata Mast.) na producdo de bebidas fermentadas por
Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469. A extracdo da pectina da farinha da casca do
maracuja da Caatinga foi realizada com acido citrico (0,75 M) em incubadora rotativa (50 °C e
150 rpm). Posteriormente foram produzidas as bebidas simbidticas, de acordo com um
planejamento fatorial, variando as concentra¢des da polpa do maracuja (20, 35 e 50% v/v) e da
pectina (5, 12,5e 20 g/L). A viabilidade, o pH, as concentrag¢Ges de frutose, glicose, acido latico,
compostos fendlicos e acglcares redutores totais (ART) foram determinadas tanto apds as
fermentacdes, quanto com 28 dias de estoque refrigerado. A sobrevivéncia as condigdes
gastrointestinais simuladas também foi determinada. O rendimento da pectina extraida foi de
70%, sendo a casca do maracuja um potencial fonte para producdo de pectina comercial. As
bebidas formuladas com 20% v/v de polpa apresentaram maior crescimento celular, alcancando
uma viabilidade de 8,7 Log (UFC/mL), maior concentracdo de acido latico (9,22 g/L) e pH
menor que 4,5. As maiores concentracdes (35 e 50% v/v) apresentaram um crescimento
reduzido, porém ainda assim maior que 7 Log (UFC/mL), podendo estar relacionado a maior
concentracdo de substancias fenolicas (24,1 e 28,3 mg GAE/100g, respectivamente). Todavia,
a condicdo central (35% v/v) apresentou valores de &cido latico e pH de 6,42 g/L e 4,8,
respectivamente, constituindo um bom veiculo. Durante o estoque refrigerado, a viabilidade e
0 pH mantiveram-se constantes em todas as condicdes, sendo observado que as concentragdes
de polpa e de pectina ndo apresentaram efeito significativo na sobrevivéncia. Em resposta ao
planejamento fatorial, o consumo de ART durante o estoque foi afetado pelas concentragoes de
polpa e de pectina, sendo a condi¢gdo com maior consumo a com 50% (v/v) de polpa e 20 g/L
de pectina. Com relacdo a simulacdo gastrointestinal, a bebida com 35% (v/v) de polpa
apresentou maior sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 (43,45%), e revelou ser a
condicdo ideal para insercdo dos probidticos. Esses resultados trazem um respaldo cientifico

para otimizar as preparacGes de bebidas simbidticas ndo lacteas.

Palavras-chave: Prebio6tico; Probiético; Bebida fermentada.



ABSTRACT

The combination of probiotics and prebiotics sets up a symbiotic. The development of
symbiotic beverages with non-dairy food matrices faces challenges in terms of product
effectiveness and shelf life. This is due to the viability being dependent on some factors, such
as the composition of the culture medium and the type of strain used. Therefore, this work
aimed to verify the influence of pulp and pectin concentrations from passion fruit from Caatinga
BRS sertdo forte (Passiflora cincinnata Mast.) on the production of fermented beverages by
Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469. passion fruit from the Caatinga was performed with
citric acid (0.75 M) in a rotating incubator (50 °C and 150 rpm). Subsequently, the symbiotic
drinks were produced, according to a factorial design, varying the concentrations of passion
fruit pulp (20, 35 and 50% v/v) and pectin (5, 12.5 and 20 g/L). Viability, pH, fructose, glucose,
lactic acid, phenolic compounds and total reducing sugars (ART) concentrations were
determined both after fermentations and after 28 days of refrigerated storage. Survival to
simulated gastrointestinal conditions was also determined. The yield of pectin extracted was
70%, with passion fruit peel being a potential source for commercial pectin production.
Beverages formulated with 20% v/v pulp showed higher cell growth, reaching a viability of 8.7
Log (CFU/mL), higher concentration of lactic acid (9.22 g/L) and pH lower than 4.5 . The
highest concentrations (35 and 50% v/v) showed a reduced growth, but still greater than 7 Log
(CFU/mL), which may be related to the higher concentration of phenolic substances (24.1 and
28.3 mg GAE/ 100g, respectively). However, the central condition (35% v/v) presented lactic
acid and pH values of 6.42 g/L and 4.8, respectively, constituting a good vehicle. During
refrigerated storage, viability and pH remained constant under all conditions, and it was
observed that pulp and pectin concentrations had no significant effect on survival. In response
to factorial design, ART consumption during storage was affected by pulp and pectin
concentrations, with the highest consumption condition being with 50% (v/v) pulp and 20 g/L
pectin. Regarding the gastrointestinal simulation, the beverage with 35% (v/v) of pulp showed
higher survival of L. rhamnosus ATCC 7469 (43.45%), and proved to be the ideal condition for
the insertion of probiotics. These results provide scientific support for optimizing non-dairy

symbiotic beverage preparations.

Keywords: Prebiotic; Probiotic; Fermented drink.
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1. INTRODUCAO

Estudos demonstram que 0 bem-estar humano esta intimamente relacionado com o tipo
de dieta e estilo de vida de cada individuo (CRUZ et al., 2007). Dessa forma, o interesse por
produtos alimenticios saudaveis, nutritivos e de grande aproveitamento tem aumentado
consideravelmente, o que resulta em diversos estudos sobre probioéticos (MISHRA et al., 2021).
Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidade adequada,
conferem uma serie de beneficios a salde, incluindo controle de infeccbes intestinais,
estimulagdo da motilidade intestinal e melhor absor¢do de nutrientes (SAAD, 2006;
ASHAOLU, 2020). A prop6sito, atualmente, com a pandemia do COVID-19, a acdo dos
probidticos no sistema imunoldgico e respiratdrio tem sido o foco de muitas pesquisas
(KHALED, 2021; DI PIERRO, 2020; TRINCHIERI et al., 2022).

Para um microrganismo ser considerado probidtico, deve ser um habitante normal do
trato gastrointestinal, ndo ser patogénico, sobreviver a passagem através do estbmago, e manter
sua viabilidade e atividade metabdlica no intestino (ANVISA, 2020; HYUN & SHIN, 1998;
COLLADO et al., 2009; CARICILLI & SAAD, 2013). No caso de formulacdes alimentares,
esses microrganismos, majoritariamente, sdo incorporados em produtos a base de leite, sendo
este um fator limitante, visto que 60% a 70% da populacdo brasileira apresenta algum nivel de
intolerdncia a produtos lacteos (BEVILACQUA et al.,, 2013; MISHRA et al., 2021;
INSTITUTO NOA, 2017). Bebidas a base da polpa de frutas representam uma alternativa para
esta populacdo por serem nutricionalmente ricas, constituindo um veiculo ideal para culturas
probidticas (MIN et al, 2019). A linhagem de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 tem
sido relatada por adequar-se bem a matrizes de polpas de frutas (SANTOS et al., 2017;
ANDRADE et al., 2019).

O maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) é um exemplo de fruta que pode
servir como veiculo para esses probidticos. Também chamado de maracuja do mato, 0 maracuja
da Caatinga é uma espécie que € rica em minerais e vitaminas, principalmente vitamina C,
compostos bioativos, fibras e possui um potencial para alimento funcional (SANTOS et al.,
2021). Na casca do maracuja da Caatinga pode ser encontrado um polissacarideo natural
complexo chamado de pectina, o qual aumenta o valor nutricional do fruto devido as suas
caracteristicas e estrutura quimica, possuindo agdo prebiotica (MENDES et al., 2021). Os
prebidticos sdo polimeros que atuam modulando a atividade e composi¢do microbiana do
intestino, gerando beneficios ao organismo humano (ROBERFROID et al., 2010). Alguns

estudos alegam que sua presenca em conjunto com probidticos, auxilia na manutencéo da



15

viabilidade celular durante periodo de armazenamento e passagem pelo trato gastrointestinal,
sendo um ingrediente interessante na formulacdo de alimentos funcionais (IRAPORDA et al.,
2019; VALERO-CASES & FRUTOS, 2017; LARSEN et al., 2018). A acdo sinérgica de
probidtico e prebiotico configura um simbiotico (CENCIC & CHINGWARU, 2010).

A utilizacdo de polpas de frutas como matrizes para insercdo de probidticos enfrenta
diversos desafios, sendo a viabilidade desses microrganismos dependente de alguns fatores,
como tipo de linhagem, pH e substancias no meio de cultura (LILLO-PEREZ et al., 2021).
Identificar fatores que possam auxiliar na manutencéo da viabilidade dos probioticos nessas
matrizes vegetais durante armazenamento e passagem pelo trato gastrointestinal é de grande
importancia para garantir a eficacia desses alimentos funcionais e prolongar o tempo de
prateleira. Além disso, a utilizacdo de residuos vegetais, como cascas de frutas, para gerar
produto de valor agregado é uma étima alternativa de minimizar o descarte incorreto desses
materiais. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo verificar os efeitos das
concentragdes da polpa e da pectina do maracuja da Caatinga na producéo da bebida simbidtica,
observando aspectos fisico-quimicos e a sobrevivéncia do probiotico L. rhamnosus ATCC 7469

durante estoque refrigerado e simulacdo gastrointestinal.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Verificar a influéncia das concentrac6es da polpa e da pectina do maracuja da Caatinga
(Passiflora cincinnata Mast.) na producgdo da bebida simbi6tica, observando aspectos fisico-
quimicos e a sobrevivéncia do probidtico L. rhamnosus ATCC 7469 durante estoque

refrigerado e simulacédo gastrointestinal.

2.2.  Objetivos especificos

o Obter a farinha das cascas do maracujé da Caatinga;

o Determinar umidade das cascas e da farinha do maracujg;

o Extrair a pectina da farinha das cascas do maracuja;

o Determinar o rendimento gravimétrico da extracdo da pectina;

o Produzir bebidas fermentadas utilizando diferentes concentracfes da polpa do maracuja;
o Analisar pH, viabilidade, compostos fendlicos, metabdlitos e concentracfes de aclcares

durante processo fermentativo;

o Elaborar, a partir das bebidas fermentadas, bebidas simbi6ticas pela adi¢do de diferentes
quantidades da pectina extraida;

o Verificar a influéncia das diferentes concentracdes de polpa e pectina sobre a
sobrevivéncia do probidtico durante estoque refrigerado, através do planejamento fatorial;

o Analisar o pH, as concentrac6es dos acidos citrico e latico e dos agucares redutores totais
nas bebidas simbioticas durante estoque refrigerado;

o Verificar sobrevivéncia do microrganismo ap0s simulacdo gastrointestinal das bebidas.



17

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Maracuja da Caatinga e suas propriedades

O maracuja pertence a familia Passifloraceae e € amplamente cultivado nas regides dos
trépicos e regides temperadas, sendo o Brasil um dos territorios que apresentam um maior
namero de espécies (FALEIRO et al., 2011; PEREIRA et al., 2015). O pais € o principal
produtor e consumidor do maracuja do mundo, sendo 90% da producgéo nacional de maracuja
amarelo (SANTOS et al., 2021). No entanto, no quesito sensorial e nutricional, outras espécies
tém se destacado e se mostrado promissoras na area comercial, como €é o caso do maracuja da
Caatinga (P. cincinnata Mast.) (Figura 1). Essa espécie é conhecida por ser uma fruta rica em
minerais e vitaminas, principalmente vitamina C, € muito utilizada na fabricacdo de sucos
devido ao sabor caracteristico e destaca-se por apresentar alta tolerancia a estresse hidrico e um
ciclo longo de produgio (EMBRAPA, 2016; JESUS et al., 2017; ARAUJO et al., 2019). Santos
et al (2017) observaram que em 100g de polpa do fruto continha 52% de &cido ascorbico, 3,83%
de lipideos, 0,84% de proteinas e o0 aclcar dominante era a frutose com 1,79%.

O fruto possui maior ocorréncia na regido semiarida do Nordeste brasileiro, sendo
relatada sua distribuicio por estados como Pernambuco, Bahia, Ceara e Goias (ARAUJO et al.,
2008; LIMA & CUNHA, 2004). A agricultura familiar faz uso da espécie para gerar renda,
porém em algumas areas semiaridas o fruto encontra-se escasso ou destinado ao
desaparecimento (ARAUJO & FALEIRO, 2020). Para suprimir esses problemas, sistemas
alternativos de cultivo podem auxiliar nessas areas com limitacdo de agua e ajudar 0s
agricultores locais a manter o comércio ativo. O cruzamento entre populagdes da espécie foi
utilizado para gerar uma nova cultivar hibrida, a BRS sertdo forte (BRS SF), que suporta um
maior estresse hidrico e possui maior qualidade (RINALDI et al., 2022). Além disso, o cultivo
de BRS SF gera um maior rendimento de frutos (ARAUJO et al., 2019). Na Bahia, por exemplo,
a produtividade média do fruto é de 17 toneladas hectare/cultura, podendo chegar a 30 toneladas
por hectare (SANTOS et al., 2021). As estrategias de agregacao de valor € um exemplo de acéo
que fortalece a base econdmica da agricultura familiar (ARAUJO & FALEIRO, 2020). Dessa
forma, a transformac&o da polpa, da casca ou das sementes do maracuja do mato em produtos
como sucos, geleias, suplementos, sorvetes e licores sdo de grande relevancia para melhorar a
vida de agricultores locais.

Por ser um fruto rico em nutrientes, tanto na polpa quanto na casca, os frutos do género
Passiflora apresentam muitos efeitos terapéuticos, como ter acdo cicatrizante,

anticonvulsionante, anti-inflamatéria e ansiolitica (COQUEIRO et al, 2016). Além disso,
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alguns estudos tém mostrado potenciais beneficios a salde devido as suas propriedades
antibioticas, anti-hipertensiva e sedativa (SIEBRA et al., 2018; SOUZA et al., 2014). Em sua
casca ha a presenca de polissacarideos complexos, como a pectina, que possuem diversas
propriedades, como ja relatado anteriormente. A pectina pode ser extraida e utilizada de
diversas formas, ndo podendo ser classificada mais como residuo industrial (CORDOVA et al.,
2005). Tendo isso em vista, a exploragéo voltada para a extracdo da pectina da casca de frutas
tropicais, como 0 maracujad do mato, tem sido relatada em alguns estudos (SANTOS et al.,
2017; MENDES et al., 2021).

Figura 1 — Fruto do Maracuja da Caatinga BRS SF (Passiflora cincinnata Mast.).

Fonte: Autora (2022).

No albedo, parte branca da casca do maracuja, é onde se encontra a pectina e outras
substancias como niacina, ferro e calcio. A niacina auxilia na producdo de hormdnios e os
minerais atuam na prevencao de doengas como anemia e no fortalecimento de 0ssos. A farinha
obtida da tamisacdo da casca do maracuja da Caatinga pode apresentar cerca de 55% de pectina
em sua composicdo, semelhante ao do maracujd amarelo, podendo se tornar uma fonte
comercial de pectina (SANTOS et al, 2017; MENDES et al., 2021). Em alguns estudos, outros
frutos apresentaram um rendimento inferior em comparacéo ao apresentado pelo maracuja da
Caatinga, como em Roma (23,87%), uva (32,3%) e toranja (26,74%) (MOORTHY et al., 2015;
MINJARES-FUENTES et al., 2014; XU et al., 2014). Visto isso, € perceptivel o potencial deste
fruto no desenvolvimento de alimentos, sendo interessante a sua incorporacdo em produtos

probidticos.
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3.2.  Lacticaseibacillus rhamnosus e seu potencial probidtico

Os probioticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude. O conhecimento acerca dos beneficios causados pela
ingestdo de probioticos € bastante difundido. A utilizacdo desses microrganismos na prevencao
de algumas doengas, como a COVID-19, tem sido cada vez mais estudado (SINGH & RAO,
2021; BOTTARI, CATELLONI e NEVIANI, 2021; KURIAN et al., 2021). Pham et al. (2021)
observaram em estudo utilizando camundongos, que a ingestdo de L. rhamnosus EH8 e micélio
contribuiu na reducao de secrecdo pulmonar ocasionada pelo virus SARS-CoV-2.

Bactérias do género Lactobacillus sdo bastante utilizadas em formulagdes probioticas,
devido a capacidade de fermentacdo e aos beneficios a satde associados (TACHEDJIAN et al.,
2017). Séo bactérias de caracteristicas acido lacticas, Gram-positivas, de morfologia bacilar e
anaerdbias aero tolerantes (BERNARDEU et al.,, 2008). Segundo Wang et al. (2021),
Lactobacillus possui um metabolismo homofermentativo (ou homolético), gerando como
produto da fermentacdo apenas acido latico (Figura 2). No processo fermentativo onde se é
gerado apenas acido latico, as bactérias fazem uso da glicose disponivel no meio, como fonte
de carbono, produzem piruvato por meio da glicélise que, posteriormente, é convertido em

acido latico pela acdo da lactato desidrogenase (WANG et al., 2021).

Figura 2 — Esquema da fermentacdo homolatica e heterolatica.
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Fonte: Autora (2022).
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Vérias espécies de Lactobacillus sdo conhecidas por suas propriedades probi6ticas, um
exemplo é Lacticaseibacillus rhamnosus, um dos microrganismos mais utilizados nas
formulacGes alimentares funcionais em virtude de seu potencial em promover a saude do
hospedeiro (MINJ et al., 2020; HOJSAK et al., 2010; JORJAO et al., 2015; VANDENPLAS
et al., 2015). Alguns autores descrevem L. rhamnosus como uma espécie heterofermentativa
(ou heterolatica) facultativa, ou seja, dependendo da condi¢do proposta € capaz de gerar mais
de um produto na fermentacdo, ndo apenas acido latico, mas também etanol, acido acético e
CO2(COSTA, 2006, BURITI & SAAD, 2007; MADIGAN et al., 2010; FONSECA et al., 2021)
(Figura 2).

E relatado em artigos que L. rhamnosus tem um potencial em combater infecgdes por
Escherichia coli, modular ou estimular a resposta imune por macrofagos, tratar gastroenterite
pediatrica e prevenir infecgdes no trato respiratorio, e gastrointestinal (HOJSAK et al., 2010;
JORJAO et al., 2015; VANDENPLAS et al., 2015). Montorsi et al. (2016) relatam a eficacia
na utilizacdo de L. rhamnosus em conjunto com vitamina C no tratamento de infeccdo urinaria
em mulheres, as quais apresentaram auséncia de sintomas apds uso do suplemento. Essa espécie
pode reduzir o numero de bactérias patogénicas, produzir compostos bioativos, além de
facilmente aderir-se & membrana das células epiteliais intestinais, promovendo um aumento da
resposta imune (MINJ et al., 2020).

A aplicabilidade desses microrganismos em alimentos ndo lacteos é bastante difundida,
sendo um bom exemplo a linhagem L. rhamnosus ATCC 7469, a qual é encontrada na
formulacdo de bebidas fermentadas (FARIAS et al. 2016; NEMATOLLAHI et al., 2016;
SANTOS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019). A fim de potencializar viabilidade desses
probidticos, prolongar tempo de prateleira e garantir eficacia, a juncdo de microrganismos
probidticos a ingredientes prebidticos tem se mostrado no foco de muitos estudos para otimizar

a formulacdo de alguns alimentos funcionais, surgindo a partir disso os alimentos simbi6ticos.

3.3.  Prebioticos

Os prebidticos sdo moléculas complexas que atuam modulando a atividade e
composicdo microbiana do intestino, gerando beneficios ao organismo humano
(ROBERFROID et al., 2010). Essa modulagdo ocorre porque essas substancias poliméricas
servem de fonte de energia para microbiota do célon e ao serem degradadas liberam &acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) no meio. Essa liberagdo ocasiona uma alteracdo no pH intestinal

e, por consequéncia, prejudica a permanéncia de microrganismos sensiveis ao meio &cido e
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favorece a sobrevivéncia de bactérias benéficas produtoras de acidos organicos (DAVANI-
DAVARI et al., 2019). Dessa forma, o prebidtico ideal é aquele que resiste aos estresses do
trato gastrointestinal, que ndo é absorvido durante passagem por estdmago e intestino e que €
facilmente degradado pela microbiota intestinal benéfica (MISHRA et al., 2018).

O tipo de produto gerado a partir da fermentacdo dos prebidticos vai depender da
estrutura da molécula e da composi¢do microbiana intestinal (DAVANI-DAVARI et al., 2019).
Existem bactérias que conseguem degradar uma ampla quantidade de carboidratos e existem
bactérias mais restritas, as quais conseguem quebrar substratos particulares, consideradas
espécies-chave. As bifidobactérias conseguem metabolizar mais facilmente carboidratos de
baixo peso molecular, em contrapartida, os de alto peso molecular sdo mais facilmente
degradados por membros do género Bacteroides (SANDERS et al., 2019). Dessa forma, a acdo
prebidtica pode trazer efeitos diferentes para o organismo humano, podendo trazer melhorias
na funcdo intestinal, no sistema imunoldgico, na regulacdo do apetite, entre outros
(CUNNINGHAM et al., 2021).

Existem variados tipos de prebidticos, como frutooligossacarideos (FOS),
galactooligossacarideos (GOS) e frutanos. Esse ultimo séo os polimeros de frutose, sintetizados
em vegetais, que atuam como reserva de carbono para as plantas. A pectina, polissacarideo
encontrado em boa parte das frutas, se encaixa nesse grupo, possui uma estrutura complexa e é
bastante utilizada nas induastrias farmacéuticas e alimenticias (RODRIGUES et al., 2015). Essa
ampla atuacdo da pectina nas industrias se deve, ndo apenas a sua acao prebidtica, mas também
por conta de outras propriedades que séo fornecidas por essa molécula, como por exemplo o
seu poder de geleificagéo.

3.3.1. Pectina

A pectina é um carboidrato ndo digerivel encontrado na parede celular de frutos e
vegetais, possui uma estrutura complexa e que, devido a isso, enzimas do corpo humano néo
conseguem metabolizar (CANTERI et al., 2012). Em contrapartida, algumas bactérias que
estdo presentes no coélon possuem enzimas especificas que auxiliam na degradacdo dessas
moléculas. A pectina € um frutano que possui mais de 20 tipos de ligagdes quimicas diferentes
em sua estrutura e que apresenta como principal caracteristica uma composi¢cdo com cerca 65%
de acido galacturénico (CHRISTIAENS et al., 2016; TIAN et al., 2017; ROPARTZ & RALET,
2020; LIANG et al., 2020). Na estrutura pectinolitica € possivel identificar trés tipos distintos
de regides: (1) regido homogalacturonana (HG), (2) regido ramnogalacturonan 1 (RG1) e (3)
regido ramnogalacturonan 2 (RG2) (Figura 3) (CHEN et al., 2015).
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Figura 3 — Esquema da estrutura da pectina demonstrando os trés dominios: HG

(homogalacturonana), RG1 (Ramnogalacturonana 1) e RG2 (Ramnogalacturonana 2).
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Fonte: Autora (2022).

A parte HG é uma regido homopolimera, composta por moléculas de acido D-
galacturénico (D-GalA) unidas por ligagdes a-(1 — 4), que tornam a estrutura linear. Essa
regido € principal constituinte da pectina e pode conter esterificacdes, sendo carboxilas
metilesterificadas ou acetiladas. A regido RG1 representa cerca de 35% da pectina, possui uma
alta quantidade de ramificagdes e a cadeia principal € composta por dissacarideos repetidos D-
GalA e L-ramnose [— 4-a-D-GalA- (1 — 2) -a-L-Ram-(1 —], (ALBA & KONTOGIORGOS,
2017). No dominio RG1, por conter moléculas diferentes, ha uma perda na linearidade da cadeia
principal e as ramificacGes podem variar em tamanho e composicdo de actcares (TIAN et al.,
2017). A RG2, por sua vez, equivale a 10% da pectina e é a regido mais conservada, contendo
no maximo nove residuos de D-GalA e cadeias de residuos laterais traseiras com até 12 tipos
diferentes de agucares (CHRISTIAENS et al., 2016).

As pectinas podem apresentar algumas diferencas estruturais a depender da fonte de
onde sdo extraidas e a funcionalidade desses polimeros pode diferenciar dependendo da
quantidade de esterificagfes que a molécula possua (CHRISTIAENS et al., 2016; ALBA et al,
2019). Dessa forma, de acordo com o grau de esterificagéo (GE), que representa a porcentagem

de metoxilas na molécula, as pectinas podem ser classificadas em: de alto GE (grau de



23

esterificacdo acima de 50%) e de baixo GE (grau de esterificacdo abaixo de 50%). Geralmente,
o0 que diferencia uma pectina de outra é a composicao de seus aglcares, comprimento da cadeia
e grau de esterificacdo. As pectinas que tém uma quantidade menor de esterificacdes sdo mais
rapidamente fermentadas, estimulando o crescimento seletivo de linhagens probidticas, por isso
séo bastante requeridas nas formulac6es de alimentos funcionais (PAYLING et al., 2020).

O teor desses polissacarideos pécticos pode ser superior a 15%, em peso seco, em alguns
produtos agricolas, como polpa de beterraba, polpa de tomate, casca de banana, bagaco de
maca, casca de maracuja, casca de manga e albedo citrico (SANTOS et al, 2017; GRASSINO
et al.,, 2016; SEIXAS et al., 2014; WANG et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016
ALMOHAMMED et al., 2017; DRANCA, 2019; CANTERI et al., 2012). Porém, é importante
ressaltar, que mesmo com uma boa quantidade péctica em contetdo nutricional, nem todo
produto vegetal pode ser fonte comercial, pois as propriedades podem diferir entre os frutos.
Tendo isso em vista, € importante analisar ndo apenas o teor péctico presente nesses vegetais,
mas também as propriedades oferecidas pela pectina extraida e as propriedades requeridas por
guem a extrai. Existem metodologias de extracdo que garantem um bom rendimento de pectina,
sendo ja observado um rendimento de 55% apds extracdo em casca do maracuja da Caatinga
(SANTOS et al., 2017).

A aplicacgdo da pectina é bastante ampla, visto que é abundante e de baixo custo, sendo
vastamente utilizada na formulacdo de alimentos como sucos probidticos, iogurtes e geleias,
devido as propriedades geleificantes (SANTOS et al, 2017; ESPIRITO-SANTO, 2013). Seu
efeito prebidtico vem sendo destacado em varios estudos, pois potencializa o efeito probidtico
das bactérias que estdo no célon, melhorando, por exemplo, a adesdo desses microrganismos a
mucosa intestinal (TARIFA et al., 2021). Alguns estudos alegam que sua presenca em conjunto
com probioticos, auxilia na manutencédo da viabilidade celular durante estoque e passagem pelo
trato gastrointestinal, isso porque existem pectinas com propriedades emulsificantes e
geleificantes que auxiliam na estabilidade intracelular (GEREZ et al ,2012; LARSEN et al.,
2018; ZHANG et al., 2016).

As metodologias utilizadas para verificar os efeitos positivos em microrganismos na
presenca de pectina sdo variadas, podendo ser por suplementagdo péctica em meios de cultura
apropriados, andlise das fezes de individuos que consomem o prebiotico, simulagédo
gastrointestinal para analisar producdo de AGCC ou analise de meios fermentados contendo
pectina, através de CLAE (MIGUEZ et al., 2020). Em estudos in vitro foram visualizados
efeitos positivos da presenca de pectina, estimulando géneros como Lactobacillus, melhorando

a viabilidade em meios com pH &cidos, principalmente L. rhamnosus, seja por encapsulamento
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ou juntos em solucdo (GEREZ et al ,2012; PRANDI et al., 2018; SANTOS et al, 2017).
Segundo Chotiko & Sathivel (2016), a pectina pode atuar retardando a penetracéo de fluidos na
célula, através da formacédo de hidrogel, e servir como barreira de protecdo para as células
bacterianas.

Além da acgdo prebidtica, a pectina ja foi relatada atuando na diminuig&o de colesterol e
promovendo saciedade, sendo um fator interessante para sua introducdo em alimentos
funcionais, junto aos probioticos (ESPINAL-RUIZ et al., 2016; L1 et al., 2014). No entanto,
sdo requeridos mais estudos sobre sua estrutura e sobre 0s microrganismos que possam degrada-
la. A andlise gendmica para identificar possiveis genes que séo ativados, quando na presenca
de pectina, e que expressam enzimas degradadoras do biopolimero é de grande importancia. O
entendimento e melhor formulagéo dos produtos alimenticios &, também, de grande relevancia,
visto que ndo se quer a quebra desses prebioticos durante estoque, ja que promovem mudancas
nas caracteristicas sensoriais, € sim protecdo contra possiveis estresses e manutencdo da
viabilidade (FILHO et al., 2019; TERPOU et al., 2019; BARBOSA et al., 2016).

3.4.  Microbiota intestinal e alimentos funcionais

Os microrganismos estdo presentes em praticamente todos os ambientes e existem
varios tipos de consorcios microbianos, sendo um deles 0 que estd presente no intestino
humano. A microbiota gastrointestinal inclui uma densa quantidade de microrganismos,
ocorrendo uma predominancia de bactérias. Essa colonizacdo do célon se da a partir do
nascimento de um individuo, e varidveis, como alimentagdo e estilo de vida, influenciam na
composicdo e atividade da microbiota (GOMES, 2020). Cada individuo possui uma microbiota
Unica, a qual pode ser modificada e otimizada quando hd um favorecimento de espécies
benéficas (LOPEZ-LEGARREA, 2014).

A microbiota intestinal permite que o hospedeiro se beneficie do metabolismo
bacteriano através dos metabodlitos formados (PAYLING et al., 2020). Dessa forma, esses
organismos que vivem no intestino, utilizam os componentes presentes na dieta do individuo,
como carboidratos complexos, e fermentam, liberando produtos que modulam a saude e
funcionalidade da microbiota existente (FLINT et al., 2017). No interior do célon, um
microrganismo faz uso do residuo gerado por um outro organismo, ocorrendo o gque se chama
de alimentagéo cruzada, ao qual mantém esse consorcio microbiano funcionando (SMITH et
al., 2019). Dependendo do tipo de microrganismo e da alimentagéo do hospedeiro, essa rede de
interacdo cruzada pode trazer inumeros beneficios, favorecendo a saude e bem-estar do ser

humano.



25

A maior fracdo de compostos da dieta que chegam ao c6lon para serem fermentados séo
os carboidratos. Carboidratos complexos, como os frutanos, podem sofrer fermentacéo e gerar
acidos graxos de cadeia curta, os quais podem ser absorvidos pela mucosa do hospedeiro
trazendo muitos beneficios ao intestino. E importante frisar que, o entendimento sobre a
ecologia da microbiota intestinal é limitado, no entanto, sabe-se que a dieta alimentar esta
diretamente relacionada com os microrganismos que compdem esse ambiente (PAYLING et
al., 2020). Quando h& uma otimizacdo dessa microbiota, ha, por exemplo, a formacdo de um
escudo contra os patdgenos e um melhoramento no sistema imunoldgico.

Os alimentos funcionais podem auxiliar nessa otimizagédo. Eles sdo semelhantes aos
alimentos convencionais, sendo consumidos como parte de uma dieta normal, no entanto, sao
conhecidos por melhorar a saide do hospedeiro (GUL et al., 2016). Os alimentos funcionais
podem ser divididos em vaérias categorias, estando os alimentos suplementados com
probidticos, ingredientes alimentares derivados, como prebioticos, e simbidticos (juncdo de
prebidtico e probidtico) inseridos nessa classificacdo (MISHRA et al., 2018). A preocupacéao
por uma alimentacdo mais saudavel vem sendo bastante frequente, aumentando a preferéncia
dos consumidores por produtos ricos nutricionalmente e que auxiliem no combate as doencas e
infeccOes (SILVA et al., 2019).

A juncdo e acdo sinérgica entre probioticos e prebidticos que proporcionam beneficios
a saude do hospedeiro configura um simbiético (CENCIC & CHINGWARU, 2010). Para o
desenvolvimento de um simbiotico é necessario: (1) selecionar o probiético de acordo com a
aplicacdo do simbidtico, (2) selecionar um residuo vegetal e extrair a fibra com potencial
prebidtico, (3) unir linhagem probidtica e fibras alimentares, (4) verificar sobrevivéncia e
viabilidade de probidticos na formulacdo simbidtica, e (5) verificar se o produto atende aos
padrdes e se estd pronto para ser comercializado (MISHRA et al., 2021). De acordo como
ocorre essa combinacdo, existem dois tipos de simbidticos: os complementares e 0s sinérgicos.
O simbi6tico complementar é aquele em que o probidtico e o prebidtico podem promover a
salde de maneira independente, onde o probioético pode ou nédo utilizar o substrato disponivel,
e 0 simbi6tico sinérgico, por sua vez, é quando 0 microrganismo e o substrato ndo fornecem
beneficios individualmente, sendo necessario o consumo do prebidtico pelo probidtico utilizado
(SWANSON et al., 2020).

A suplementagdo com simbidticos pode ocorrer através da ingestdo de alimentos ou
capsulas. Alguns microrganismos probidticos como Lactobacilos e Bifidobactérias sdo
comumente utilizados em formulagdes simbiéticas, enquanto alguns carboidratos complexos

como frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS) e inulina s&o as principais
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substancias prebidticas utilizadas em simbidticos (KAZEMI et al., 2021). Probidticos e
prebidticos atuam principalmente na modulacdo da microbiota intestinal. No entanto, existem
outros beneficios que podem ser fornecidos quando essa combinacao € ingerida. O consumo de
simbioticos e outras formas microbianas aumenta a taxa de secrecdo de IgA salivar,
imunoglobulina que é responsavel pela defesa imune nas membranas mucosas, que é Gtil para

prever infeccBes do trato respiratorio superior (KAZEMI et al., 2021).

3.5.  Alimentos probidticos em matrizes vegetais

Comumente as matrizes alimentares usadas para incorporar 0s probiéticos sdo lacteas,
como iogurtes, queijos e sorvetes (BEVILACQUA et al., 2013). Esses produtos lacteos ndo sdo
adequados para alguns grupos de consumidores, visto que cerca de 65% da populacdo mundial
possui problemas com intolerancia a lactose e uma outra parte possui dietas restritas
(MANTZOURANI et al., 2019). Além disso, existem proteinas que possuem acao inflamatdria
no organismo humano que advém do leite bovino. O leite de vaca possui dois tipos de B-caseina,
Al e A2, e ja foi relatado que a B-caseina Al estd associada ao aumento da inflamacéo
gastrointestinal, fluxo intestinal atrasado e reducdo na precisdo do processamento cognitivo
(JIANQIN et al., 2015). Diante desse contexto, um grupo de alimentos ndo lacteos vem
ganhando espaco e se destacando na formulacéo de alimentos veganos e livres de alérgenos, 0s
probidticos a base frutas, legumes e cereais (BAKR, 2015; COSTA et al., 2013; MARTINS et
al., 2013).

O mercado mundial de bebidas vegetais tem crescido continuamente e tem-se estimado
que até 2025 movimentara cerca de 36,7 milhGes de dolares (MARKETS & MARKETS, 2020).
Além disso, 0 uso de produtos probidticos de origem ndo lactea tem crescido desde 2013,
atingindo 15% (ao ano) até o ano de 2018 (LILLO-PEREZ et al., 2020). Esses veiculos se
destacam na formulacdo de alimentos funcionais, pois sdo ricos nutricionalmente, fonte de
compostos antioxidantes e antitumorais, vitaminas e fibra alimentar. Além disso, fornecem
produtos com baixo teor de colesterol, previnem e inibem a deterioracdo e o crescimento de
patogenos (MIN et al., 2019).

No entanto, a manutencdo da viabilidade de probidticos em matrizes de sucos de frutas
e vegetais é dependente de varios fatores, como tipo de linhagem, temperatura, nivel de
oxigeénio, substancias do meio de cultura e componentes antimicrobianos (LILLO-PEREZ et
al., 2021). Além disso, visto que boa parte dos probidticos séo isolados de fontes lacteas, manter
a viabilidade em matrizes diferentes é um desafio. As polpas e sucos de frutas apresentam

disponibilidade de nutrientes diferentes, pH desfavoravel e falta de capacidade tamponante
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(RASIKA et al., 2021; SHARMA et al., 2021). O processamento para inser¢do na matriz
vegetal também é um dos problemas enfrentados, além dos que ja foram mencionados em
topicos anteriores, que podem afetar a sobrevivéncia e a viabilidade (TERPOU et al., 2019).
Todavia, diversos estudos relatam a capacidade de algumas matrizes vegetais de manter a
viabilidade de probidticos, pelo conteudo lipidico e nutrientes especificos da planta que podem
proteger as células das condi¢des gastrointestinais e outros estressores (ARIOLI et al., 2018;
PERJESSY et al., 2021; LILLO-PEREZ et al., 2021)

Para que uma base alimentar ndo lactea seja considerada um bom veiculo, sua
composicdo tem que ser capaz de manter uma boa viabilidade dos probidticos e favorecer seu
crescimento (RANADHEERA et al., 2010). O desenvolvimento e andlise de bebidas
probidticas em matrizes ndo lacteas tem sido foco de muitos estudos recentes, tendo sido
relatado boa viabilidade em sucos de cenoura e laranja, bebidas de cereja com farelo de trigo,
suco de laranja com hibisco e oligofrutose e bebidas de frutas vermelhas (VALERO-CASES &
FRUTOS, 2017; IRANDA et al., 2019; BERNAL-CASTRO et al., 2019; MANTZOURANI et
al., 2020). Em bebida probidtica formulada a partir da jaca, por exemplo, foi observado um
aumento de 6 Log UFC/mL para 8,2 Log UFC/mL de L. casei ATCC334 durante fermentacéo
de 24h a 37°C (MUHIALDIN et al., 2021).

Bactérias probioticas em matrizes de sucos vegetais podem atuar na biotransformacao
de polifendis em compostos fendlicos que possuam maior acessibilidade e bioatividade durante
o tempo fermentativo e melhorar a capacidade antioxidante (VALERO-CASES et al., 2020).
Li et al. (2019) verificaram que a fermentagdo com L. plantarum ATCC 14917 a 37°C durante
24 horas melhorou a capacidade antioxidante ao aumentar teores de quercetina e floretina,
compostos fendlicos. Ja foi relatado também que esse efeito antioxidante pode contribuir para
um efeito prebidtico em bactérias comensais (VALERO-CASES et al., 2017). Além disso,
alguns desses compostos fenolicos pode ter acdo antimicrobiana e prevenir a disbiose intestinal
inibindo patégenos (CUEVA et al., 2010).

A utilizacdo de polpas de frutas tem sido considerada uma 6tima alternativa, pois além
de possuirem boas caracteristicas sensoriais, possuem uma gama de elementos em sua
composicdo que podem ser consumidos diariamente, sem a presenca de alergénicos
(RANADHEERA et al., 2010; RIVERA-ESPINOZA & GALLARDONAVARRO, 2010). Natt
& Katyal (2022) relataram uma boa aceitabilidade de uma bebida com 50% de polpa de goiaba
e 15% de in6culo de L. acidophilus, e que apresentaram, apds 5 semanas de estoque refrigerado,
uma contagem de células dentro dos limites aceitaveis. Um outro estudo relatou que as

concentragOes de polpas de manga podem influenciar na aceitabilidade por consumidores,
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sendo as com 50% (v/v) de polpa do fruto as que apresentaram melhores resultados sensoriais
(MWANZIA et al., 2022). O processo fermentativo em frutas e vegetais melhora sua qualidade
organoléptica e nutricional e retém os nutrientes e pigmentos coloridos, como mencionado
anteriormente na geracao de compostos fenolicos mais acessiveis (CASTRO et al., 2019). Esses
alimentos destacam-se pelas caracteristicas sensoriais atrativas e tem gerado boa aceitacéo por
diversos consumidores.

Além disso, é importante destacar que oferecer um destino alternativo para
determinadas partes de frutas, as quais séo consideradas residuos pelas industrias, € de grande
valia diante dos diversos impactos ambientais gerados pelo mal descarte dos residuos sélidos
organicos. As industrias de processamento de hortalicas e frutas que produzem sucos e polpas
sdo as que mais geram esse tipo de material com alto potencial bioativo e as que mais sdo
utilizadas como fonte de substancias prebidticas, pois ha uma grande quantidade gerada e os
custos para obtencdo sdo minimos (MISHRA et al., 2021). O reaproveitamento desse material
rejeitado e o desenvolvimento de tecnologias que visam agregar valor ao mesmo geram retorno
financeiro para o produtor, geracdo de emprego e um desenvolvimento econdémico sustentavel
(CHAVAN et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469: Preservacao e Reativacao

A linhagem probidtica de L. rhamnosus ATCC 7469, adquirida da American Type
Culture Collection (ATCC, USA) manteve-se preservada em glicerol a 10 % (v/v) a -20°C
(LIEW et al, 2005; CHANG E LIEW, 2013). Para a reativagdo do microrganismo, um volume
de 2 mL da suspensdo, mantida em glicerol a -20°C, foi inoculado em 50 mL de caldo MRS (de
Man, Rogosa e Sharpe) em frasco de Erlenmeyer e, posteriormente, a cultura foi incubada a 37
°C por 18 horas (Figura 4).

Figura 4 — Esquema do processo para reativacdo de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC
7469 em caldo MRS a 37°C por 18 horas.

L. rhamnosus ATCC :

- -——
7469 (inativado) em

glicerol =

350 mL - MRS o M L. rhamnosus
e B ATCC 7469

37°C-18h (ativado) em MRS

Fonte: Autora (2022).

4.2.  Maracuja da Caatinga

O maracuja da Caatinga (P. cininnata Mast.) BRS SF foi obtido por doacdo da Embrapa
Semiarido. Os frutos foram colhidos no Campo Experimental da Caatinga, pertencente a
Embrapa Semiario e localizado em Petrolina (PE). O envio foi realizado um dia apds a coleta e
esperou-se em torno de uma semana para que os frutos alcancassem o estagio intermediario de
maturacdo. Apos isso, foram higienizados e lavados com agua corrente e sabéo liquido, para

que, em seguida, a polpa e a casca pudessem ser utilizadas.

4.2.1. Obtencédo da polpa do maracuja
A extracdo de polpa dos maracujés foi feita por meio de uma faca de ago inoxidavel

para cortar o fruto e de uma peneira para separar as sementes. As polpas foram homogeneizadas,
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acondicionadas em frascos de vidro anteriormente esterilizados e conservadas em freezer a -
20°C.

4.2.2. Obtencdo da farinha da casca do maracuja

A obtencdo da farinha da casca do maracuja da Caatinga foi realizada de acordo com o
procedimento utilizado por Santos et al. (2016). Apds a remogdo da polpa, as cascas foram
cortadas em pequenos pedacos (Figura 5a), foi verificada a umidade, e posteriormente secas em
estufa (NT514, Novatecnica) a 55 °C overnight. As cascas secas (Figura 5b) foram trituradas e
tamisadas em moinho de faca (Marconi) (Figura 5¢) no Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA). A farinha obtida (Figura 5d) foi devidamente embalada e armazenada em geladeira (4 £

1 °C) até a utilizacdo.

Figura 5 — Esquema da obtengdo da farinha da casca do maracuja.

Fonte: Autora (2022).

O rendimento de farinha a partir das cascas secas do maracuja da Caatinga foi obtido
através da Equacédo 1, onde Y representa o rendimento de farinha, MF representa a massa da
farinha da casca (em gramas) e MC a massa da casca seca (em gramas).

Y = (E) (Eq. 1)

MC

4.2.3. Extracao da pectina da farinha da casca

A pectina foi extraida da farinha da casca do maracuja, segundo metodologia proposta
por Santos et al. (2016). Foram pesadas 2,5g da farinha da casca do fruto em um Erlenmeyer
de 250 mL e nele foram adicionados 125 mL de &cido citrico a 0,75 M. Em seguida, o frasco
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foi colocado em um incubador rotativo (TE-422, Tecnal) a 50 °C e 150 rpm, durante 2 horas.
Foi realizada uma filtracho da suspensdo utilizando-se papel de filtro qualitativo.
Posteriormente, o filtrado foi acondicionado em geladeira (4 £ 1 ° C) durante 24 horas. Apos
este periodo, o filtrado foi submetido a um processo de coagulacdo durante 1 hora, pela adigédo
de etanol a 96 % (v/v).

Para que ndo houvesse perdas do material coagulado no momento da filtracdo, foi
retirada a maior parte liquida com auxilio de uma pipeta graduada e o material obtido pela
coagulacao foi filtrado em peneira com furos de didmetro de 1 mm e, em seguida, lavado em
trés etapas. A lavagem inicial foi com 15 mL de etanol 70 % (v/v) e 0,5 % (v/v) de HCI, em
seguida com 15 mL de etanol a 70 % (v/v) para neutralizar o pH e, por fim, com 15 mL de
etanol a 96 % (v/v). O material resultante foi submetido ao processo de secagem em estufa
(NT514, Novatecnica) a 50 °C por 4 horas. O esquema da etapa de extracdo da pectina pode ser

visualizado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema da extracdo da pectina da farinha da casca do maracuja.

] \ Incubador rotativo (2h;
I 50°C; 150 rpm

Farinha da casca |
Acido citrico

(0,75M)

Filtracdo com papel

Remogao da parte liquida

com pipeta o2
Filtragdo do coagulado e
lavagem com etanol Etanol 96% (v/v) — Processo Geladeira (4°C; 24h)
de coagulag3o (1h) .
l DUUI I ey

Secagem em estufa (4h)

Parte liq!lida

Fonte: Autora (2022).

O rendimento gravimétrico da pectina extraida da farinha do maracuja (Y) foi
determinado de acordo com a Equacdo 2, onde MP é a massa seca de pectina (em gramas) e
MF a massa seca da farinha da casca do maracujé (em gramas).
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4.3.  Producéo das bebidas probioticas
4.3.1. Meio de cultura

O meio de cultura foi preparado pela diluicdo da polpa do maracuja da Caatinga,
utilizando-se agua destilada. Foram preparados trés meios de cultura diferindo apenas na
concentracdo da polpa: 20, 35 e 50 % (v/v) da polpa. A escolha dessas concentracGes deve-se a
auséncia de estudos que utilizam concentracdes acima de 20% (v/v) da polpa do maracuja da
Caatinga na formulacg&o de alimentos probidticos (SANTOS et al., 2017; FARIAS et al., 2016).
O pH foi ajustado para 6 com NaOH (2M) utilizando um potenciémetro (P62000, Gehaka). Em
seguida, foi realizada a pasteuriza¢do em banho maria (TE-084, Pyrotec) durante 35 minutos a

67 + 2 °C, com posterior resfriamento em banho com gelo (FARIAS et al., 2016).

4.3.2. Producdo de bebidas probidticas fermentadas e planejamento fatorial

Para elaborar as bebidas, o microrganismo probiético foi reativado como descrito no
item 4.1, e um indculo de 10% v/v (SANTOS et al., 2017) foi transferido para frasco de
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL do meio de cultura composto apenas da polpa do
maracuja (item 4.3.1). O frasco de Erlenmeyer foi acondicionado em estufa (SP-101/216,
LABOR) 37°C para a fermentacdo. O rendimento de acido latico a partir de consumo por
substrato (glicose ou frutose) foi determinado pela Equacdo 3, onde o Yp/s € o coeficiente de
rendimento, AP ¢ a variagdo de produto durante o tempo de fermentacdo e AS ¢ a variagao de

substrato.
AP
Yp/s ~ s (Eq. 3)

Apos as 24 horas de fermentacdo, foram adicionadas pectina e sacarose (10% m/V). A
concentracdo de pectina variou de acordo com a Tabela 1. Como pode ser visto nesta tabela, as
bebidas foram produzidas com diferentes concentracbes de pectina e de polpa. As
concentracdes de pectina utilizadas foram definidas com base nos trabalhos de Santos et al.
(2017) e Parkar et al. (2010). A Tabela 2 apresenta as condi¢des dos ensaios de acordo com um
planejamento fatorial 22 com trés replicatas no ponto central. As amostras foram retiradas para

a determinacéo de pH, viabilidade, &cidos organicos (citrico e latico) e agtcares redutores totais.
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Tabela 1 — Fatores e niveis do planejamento fatorial.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Concentracéo de Pectina (g/L) 5 12,5 20
Concentracéo de polpa (v/v) 20 35 50

Fonte: Autora (2022).

Tabela 2 — Matriz de planejamento para elaboragédo das bebidas.

Amostra Pectina Polpa
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Fonte: Autora (2022).

Dessa forma, foram elaboradas sete bebidas utilizando a pectina extraida, tendo a
sobrevivéncia (Eq. 4) como resposta do planejamento. A sobrevivéncia (S) pode ser calculada
utilizando o valor de viabilidade ao final do estoque (vf) e viabilidade no inicio do estoque (vi).
As bebidas foram acondicionadas na geladeira a 4°C por 28 dias. Os ensaios (1 a 4) foram

realizados em duplicata.

S = (?) x 100 (Eq. 4)
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4.4.  Resisténcia de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 as condicdes de simulacéo
gastrointestinal

A avaliacdo da viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469 em condi¢Oes gastrointestinais
simuladas foi realizada seguindo a metodologia descrita por (CHARTERIS et al., 1998), sendo
a adicdo de enzimas e alteracdo de pH realizadas na prdpria bebida. Inicialmente, foi utilizado
um volume de 20 mL de cada amostra contendo as células da linhagem probiética. O pH foi
ajustado para 2,0 com solucdo de HCI 5M e colocada uma massa equivalente a 3 g/L de pepsina.
Posteriormente, a mistura foi transferida para um Erlenmeyer de 250 mL estéril que foi
colocado em um incubador rotativo (TE-422, Tecnal) com agitacdo de 150 rpm e temperatura
de 37°C, durante 2 horas. Apds este periodo, as amostras tiveram seu pH ajustado inicialmente
para 5,0 com solucdo alcalina (NaOH e NaH>PO42H>0) e em seguida foi adicionado
pancreatina na concentracdo de 1 g/L. Foram colocados na incubadora rotativa, nas mesmas
condigdes por 2 horas. Em seguida, o pH da solugéo foi ajustado para 7,0 utilizando novamente
a solucdo alcalina e a concentracdo de pancreatina foi reajustada para 1 g/L, devido a variagdo
no volume das solucdes decorrente do ajuste do pH. Foi realizada uma ultima incubacéo nas

mesmas condi¢Ges anteriores por 2 horas.

Figura 7 — Esquema da simulacdo gastrointestinal para verificacdo da resisténcia de

Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469.

Fase Gastrica Fase Entérica
Incubagdo Incubacio Incubagao
150 rpm, 37°C, 2h 150 rpm, 37°C, 2h 150 rpm, 37°C, 2h
Viabilidade
—— —
final (Vf)
30mL pH 2 pHS pH T
Pepsina (3 g/L) Pancreatina (1 g/L) Pancreatina (1 g/L)

Viabilidade
inicial (Vi)

Fonte: Autora (2022).

A viabilidade de L. rhamnosus foi determinada em UFC/mL no inicio da fase gastrica
e no final da fase entérica, e a partir disto, foram calculados os indices de sobrevivéncia da

linhagem probidtica nas condi¢des de simulagdo gastrointestinal, a partir da Equacgéo 4 descrita
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no tdpico anterior, no entanto o Vf utilizado foi o valor pds fase intestinal e Vi a viabilidade no

inicio da fase gastrica.

4.5.  Metodos analiticos
4.5.1. Determinacdo do pH

Para as situacGes em que foram necessarios ajuste e/ou determinacédo de pH, foi utilizado
um potenciémetro digital (P62000, Gehaka).

4.5.2. Determinacdo da umidade
Para a determinacdo da umidade da casca, da farinha da casca do maracuja e da pectina

extraida, foi utilizado um analisador de umidade (MOCG63u, Shymadzu).

4.5.3. Determinacéo da viabilidade celular

A viabilidade celular, expressa em Unidades Formadoras de Col6nia por mililitros
(UFC/mL) foi determinada apds o plagueamento spread plate em meio caldo MRS, contendo
20 g/L de &gar, das diluicbes seriadas de cada bebida, em solucdo salina (0,9 % m/V - NaCl).
Apos inoculacdo, as placas foram acondicionadas em estufa (SP 101/216, Labor) a 37°C

durante 48 horas.

4.5.4. Determinacdo das concentracBes dos acidos organicos

As determinacdes dos acidos citrico e latico foram realizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Foi utilizada uma coluna de troca i6nica (Aminex® HPX-87H, Bio-
Rad, EUA), H2SO4 (5 mM) como fase mdvel e vazdo 0,6 mL/min. O detector utilizado foi o de
arranjo de diodos (DAD) e a temperatura da coluna foi 35 °C. O software utilizado para
aquisicéo de dados foi 0 LC Solution, fabricado por Shimadzu Corporation (Kyoto, Japdo). Para
a quantificacdo das concentracdes foram construidas curvas de calibracdo para cada acido. As

curvas apresentaram coeficiente de determinagéo maiores que 0,998.

4.5.5. Determinacdo dos agucares redutores totais

Com relacdo a determinacdo dos acgucares redutores totais foi utilizado o método
colorimétrico proposto por Miller (1959). Para determinacédo da concentragdo, 1 mL da amostra
da bebida foi adicionado em um tubo de ensaio e as moléculas de sacarose presentes foram
hidrolisadas com 1 mL de HCI concentrado a 67°C por 7 minutos, com posterior banho de gelo.

Em seguida, a mistura foi neutralizada com NaOH 6M, utilizando-se fenolftaleina como
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indicador. Em seguida, 0,5 mL dessa solucgéo foi adicionado em tubos de ensaio contendo 1 mL
de &cido dinitrosalicilico (DNSA). A mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos e depois
resfriada em banho de gelo. Por fim, foram adicionados 20 mL de &gua destilada a solucgéo e
realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro (VIS-2006, Gehaka) a 540 nm. A
concentracdo foi determinada utilizando uma curva de calibragdo com solugcbes padréo de

glicose com coeficiente de determinagdo maior que 0,98.

4.5.6. Determinacdo de compostos fendlicos totais

A andlise da quantidade de compostos fendlicos foi realizada antes e apos fermentacéao
e ao final do tempo de estoque refrigerado. O método colorimétrico utilizando o reagente Folin-
Ciocalteu foi usado para determinar os compostos fenolicos totais (SINGLETON et al., 1999).
Essa metodologia foi adaptada, onde as amostras foram misturadas com reagente de Folin-
Ciocalteu a 3% (v/v) e carbonato de sédio a 10% (m/v). Em seguida, foi verificada a
absorbancia das misturas no espectrofotdmetro (VI1S-2006, Gehaka) a 765nm. Uma solucéo
padrdo de acido gélico foi utilizada para construir a curva padrédo, a qual apresentou coeficiente
de determinacdo maior que 0,99, e os resultados foram expressos em mg equivalente de acido
gélico (GAE)/ 100 g da bebida.

4.6.  Analises do planejamento

As analises estatisticas tiveram como base os valores médios a partir de duplicatas
experimentais para todas as metodologias realizadas. Os dados obtidos foram analisados com
0 teste de variancia (ANOVA) do programa Statistic software e com o teste de Tukey a partir

do programa PAST software, ambos com nivel de significancia de 5 % (o < 0.05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Rendimento da pectina extraida da farinha da casca do maracuja

Apds a trituracdo e tamisacao das cascas secas, foi observado um rendimento de farinha
de 94,8% e rendimento gravimétrico médio da pectina extraida foi cerca de 70%z=2,4 (m/m),
calculado para as umidades da pectina, da farinha e da casca iguais a 63%, 5% e 81,46%,
respectivamente. Os desvios padrdo relativos foram menores do que 4 % em todas as medidas,
indicando alta precisdo dos valores. A partir disso, € possivel observar que a quantidade de
farinha necesséria para se preparar 1L de bebida simbidtica com 5, 12,5 e 20 g/L de pectina
seriade 7, 17,4 e 27,7 g, respectivamente, como pode ser verificado no exemplo da Figura 8. E
a quantidade de casca seca necessaria para se preparar essas bebidas seria um pouco mais que
0 peso da farinha, visto que 5% do conteddo vegetal é perdido durante a etapa de
processamento. Esses dados informam o quanto o maracuja da Caatinga € um fruto promissor
na geracao de pectina comercial e como a utilizacdo de residuos industriais, como as cascas,
podem ser utilizadas de forma a render uma boa quantidade de um produto de alto valor

agregado.

Figura 8 — Esquema para determinacdo de quantidade necessaria de farinha e casca de

maracuja da Caatinga na producéo da bebida fermentada.

Gerou
153,9g 146g
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Pectina seca
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Fonte: Autora (2022).

O método adequado para se obter pectina e o cuidado durante a técnica é de extrema
importancia para maximizar o rendimento da extracdo (MARIC et al., 2018). As técnicas

tradicionais, as quais fazem uso de acidos minerais, apresentam algumas desvantagens como
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perda de alguns compostos volateis e alta toxicidade (SEIXAS et al., 2014). Por outro lado, a
utilizacdo de acidos organicos, como &cido citrico, causa menos despolimerizacdo da pectina e
sdo menos prejudiciais ao meio ambiente (MARIC et al., 2018). Esse tipo de extracdo ja foi
utilizado para obter pectina da casca de maracuja, polpa de beterraba e outras bases vegetais
(LIEW et al., 2014; Ll et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016).

Raji et al. (2017) realizaram a extracdo da pectina da casca de mel&o utilizando &cido
citrico a 95 °C por 200 min e obtiveram um rendimento de 29,48% (m/m). J& Oliveira et al.
(2016) observaram um rendimento inferior a 12,67% (m/m) de pectina extraida das cascas do
maracujid amarelo por meio da utilizacdo de ultrassom e &cido nitrico. Essa diferenca no
rendimento também pode ser visualizada em Yang et al. (2018), onde observaram que a
utilizacdo de &cido citrico para extracdo de pectina em polpa de batata, ofereceu um rendimento
maior em comparacdo com 0s outros acidos utilizados (nitrico e cloridrico), em mesmas
condicOes de extragdo. Com relagdo ao rendimento, outros fatores sdo importantes durante a
obtencdo da pectina, como temperatura, tempo de extracdo e agitacdo. Logo, sdo necessarios
mais estudos para que se possa afirmar que o acido citrico, em comparacao com outros acidos,
como nitrico e cloridrico, € mais eficiente na extracdo desse polimero.

A pectina € um produto comercial, utilizado em diversos ramos industriais devido as
suas propriedades. Por isso, a pesquisa de possiveis fontes e métodos de extracdo que otimizem
o rendimento é de extrema relevancia para o mercado. O maracuja é um fruto que tem recebido
destaque por conta da quantidade de pectina presente em sua casca. Santos et al. (2016)
utilizaram &cido citrico e ultrassom por 90 minutos para a extracao péctica da farinha da casca
do maracuja amarelo e encontraram rendimento de 55% (m/m). Santos et al. (2017), que
utilizaram a mesma técnica do presente trabalho, isto é, realizaram a extracdo utilizando um
incubador rotativo e &cido citrico, obtiveram um rendimento de 54,5% (m/m) de pectina da
farinha da casca do maracuja da Caatinga.

Apesar de Santos et al. (2017) terem utilizado a mesma fruta e metodologia, com
excecdo do procedimento de filtragdo na ultima etapa, para obtencdo de pectina, o resultado
obtido no presente estudo demonstrou uma melhor extragdo. Enquanto estes autores usaram
gaze para separar 0 coagulado da parte liquida, no presente trabalho foi utilizada uma peneira,
como descrito no item 4.2.3. Além disso, a utilizacdo de pipeta para retirar a parte liquida, antes
da ultima filtracdo (Figura 6), provavelmente favoreceu uma separacdo e, consequentemente,
gerou um maior rendimento. O cuidado na etapa de filtracdo final é de grande importancia pois,
caso haja alguma agitagdo que promova uma desagregacédo do coagulado, a separacdo se torna

mais demorada e menos efetiva.
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5.2.  Bebidas fermentadas

Com relacdo a viabilidade, verificou-se que os ensaios com 20% (v/v) de polpa
apresentaram um aumento de 2,2 Log (UFC/mL) alcancando uma viabilidade de 8,7 Log
(UFC/mL) (Figura 9). J& os ensaios com 35% e 50% (v/v) de polpa apresentaram uma varia¢do
menor em comparagdo com os de 20% (v/v), aumentando em 1 e 1,1 Log (UFC/mL),
respectivamente. Todos 0s ensaios mostraram viabilidade maior que 7,5 Log (UFC/mL), e
segundo Lillo-Pérez et al. (2021), a quantidade minima de células probioticas exigida por
produto para garantir beneficios a microbiota intestinal é de 6 Log (UFC/mL), estando as

bebidas acima do minimo desejado.

Figura 9 — Viabilidade no inicio e final das fermentacdes (37°C, 24h) variando a
concentracédo da polpa. Para viabilidade/pH inicial e final de cada ensaio, diferentes letras
mindsculas demonstram diferenca estatistica (P < 0,05); e diferentes letras maiusculas
demonstram diferenga estatistica (P < 0,05) entre os diferentes ensaios. A analise estatistica

foi baseada nos valores médios das replicatas de experimentos de mesma condicao.
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Fonte: Autora (2022).

Com relacdo ao consumo diario, a ANVISA (2008), determina que produtos probidticos
devem conter um numero minimo de células viaveis entre 8 e 9 Log (UFC/mL) por dosagem
do produto e manter essa proporcdo durante o tempo de armazenamento. Apenas 0S ensaios
com 20% (v/v) de polpa apresentaram a quantidade minima exigida pela legislagdo no inicio

do estoque, de 8,7 Log (UFC/mL), podendo manter essa viabilidade durante o armazenamento
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refrigerado e continuar dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo. Ja foi observado
viabilidade semelhante (8 Log UFC/mL) apds fermentacdo de suco de uva, cidra de magéd e
suco de laranja com L. rhamnosus GR1 e em suco de beterraba (10 Log UFC/mL) também com
L. rhamnosus GR1 (WHITE & HEKMAT, 2018; DUNKLEY & HEKMAT, 2020). Logo, €
possivel perceber que esta espécie vem se mostrando promissora para a formulacdo de bebidas
probioticas vegetais, sendo capaz de manter boa viabilidade apds fermentacdo em variados tipos
de sucos.

Com relagédo ao pH, houve diminuicdo em todos os ensaios (Fig. 9), sendo aquele com
menor concentragdo de polpa o que apresentou maior variacdo (ApH = 1,9), apresentando um
pH final de 4,1. Os ensaios com 35 e 50% (v/v) de polpa atingiram o pH de 4,8 e 5,3,
respectivamente, sendo a bebida com maior concentracdo de polpa a que apresentou uma menor
variagdo no pH (ApH = 0,7). A reducdo no pH observada em todas as fermentacGes ocorre,
principalmente, devido a producdo de &cido latico, produto da fermentacdo latica, que, por
consequéncia, auxilia na conservagdo dos alimentos (FILHO et al., 2019). De acordo com
Panda et al. (2017), um meio em que o pH é menor que 4,5 tem a capacidade de inibir bactérias
patdgenas e, consequentemente, prolongar a vida util do alimento probidtico. Logo, uma
concentracdo de polpa de 20% (v/v) de maracuja da Caatinga oferece um produto mais seguro
com relacdo a qualidade higiénico-sanitaria e, consequentemente, gera um melhor
aproveitamento da matéria prima, gerando um lucro maior para quem produz. Ademais, a
condicdo com 35% v/v de polpa, mostrou um valor de pH baixo, préximo ao citado por Panda
et al. (2017), demonstrando ser uma matriz que também dificulta a permanéncia de patogenos.

E valido lembrar que as condigbes oferecidas no inicio da fermentacdo (pH ajustado
para 6) foram favoraveis ao microrganismo, visto que o género Lactobacillus é capaz de crescer
em meios levemente acidos a neutros. L. rhamnosus tolera estresses acidos e ja foi descrito que
0 pH 6 é o ideal para crescimento de L. rhamnosus ATCC 7469 em suco de Maracuja da
Caatinga (SUCCl et al., 2005; FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017). De acordo com 0s
dados encontrados, a menor concentragéo de polpa favoreceu o melhor desenvolvimento da
linhagem e atingiu 0 menor valor de pH. As concentragdes da polpa de maracujé da Caatinga
menor ou igual a 20%, para L. rhamnosus ATCC 7469, tem sido as mais utilizadas em estudos
(FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017). Farias et al. (2016) relataram que, com 20 horas
de fermentacdo, o nimero de células viaveis, que antes era de 8 Log (UFC/mL), atingiu um
valor de 10 Log (UFC/mL), utilizando uma concentracdo de polpa de 14,45% (v/v) e in6culo
de 2,91% (v/v). No presente estudo, a partir da comparacdo entre diferentes concentragdes, é

possivel observar certa sensibilidade da linhagem L. rhamnosus ATCC 7469 em meios mais
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concentrados com a polpa do maracuja da Caatinga. Do ponto de vista econdmico e produtivo,
isso é algo positivo, visto que altas concentragdes de polpa acarretariam em uma maior demanda
de matéria prima e, consequentemente, maiores gastos. No caso dos probioticos isso seria ainda
mais inviavel pelo fato de os microrganismos nao suportarem altas concentracGes de polpa.

Filho et al. (2019) demonstraram que a fermentacdo de agUcares esta relacionada com
tempo, substrato utilizado e tipo de linhagem. Dessa forma, pode-se inferir que concentragdes
de polpa menores do que 35% (v/v) podem ser uma preferéncia de L. rhamnosus ATCC 7469
e pode influenciar no tempo de fermentacdo e na viabilidade, assim como descrito por esses
autores. A utilizacdo de concentracfes entre 14,45 e 20% (v/v) de polpa do maracuji da
Caatinga na formulacéo de bebidas simbioticas fermentadas tem sido descrita como adequada
veiculo para L. rhamnosus ATCC 7469 (FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017).

Na Tabela 3 ¢ possivel verificar as concentracdes inicial e final de glicose e frutose nas
fermentacdes. O consumo de glicose foi de 87,9%, 81,2% e 42,9% nas fermentagcdes com
concentragdes de polpa de 20, 35 e 50 % (v/v), respectivamente. O consumo de frutose, por sua
vez, foi de 98,1% nos ensaios de 20% (v/v) de polpa, semelhante ao de glicose, sendo
consumido praticamente todo o aglcar. No entanto, nos ensaios com concentracdes maiores de
polpa, houve menor consumo da frutose presente no meio, sendo de 16,5% para as bebidas de
35% (v/v) de polpa e nenhum consumo nas fermentagdes com 50% (v/v) de polpa. Comparando
as bebidas com concentracGes maiores de polpa com as de 20% (v/v) de polpa, ndo houve
consumo total desses acUcares nas bebidas mais concentradas. Sendo coerente com 0s dados
obtidos de viabilidade, isto é, para um mesmo in6culo utilizado nas trés condicdes,
concentragdes maiores de polpa necessitariam, provavelmente, de um maior tempo de

fermentacao para que ocorresse consumo proximo daquele obtido com 20 % (v/v) da polpa.

Tabela 3 — Concentracgdes de glicose e frutose no processo fermentativo. Onde Gi: glicose
inicial; Gf: glicose final; Fi: frutose inicial; Ff: frutose final; e AL: 4cido latico.

Polpa (%)  Gi (g/L) Gf (g/L) Fi (g/L) Ff (g/L) AL (g/L)
20 4114015 050002  351+0,11  0,06+0,01 9,22 +0,76
35 7204114 1364001  656+111  548+0,06 6,42 +0,63
50 9,70+0,96 554030 8424047  84720,32 4,11 +0,00

Fonte: Autora (2022).

Segundo Filho et al. (2019), o metabolismo de carboidratos muda de acordo com o tipo

de microrganismo, estando a fermentacdo dos acgucares relacionada, ndo apenas as condicoes
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do processo, mas também a linhagem utilizada. Entre os agUcares fermentaveis simples, a
glicose e a frutose sdo os mais preferidos por Lactobacillus, porém a disponibilidade do
carboidrato no meio pode interferir na escolha e forma de obtencdo de energia
(KLONGKLAEW et al., 2021). A avaliacdo desse consumo de aglcar, assim como a
viabilidade, pode ser realizada em conjunto a producdo de &cido latico. Na Tabela 3, observa-
se uma maior concentracdo de &cido latico na concentracdo de 20% (v/v) de polpa, sendo
coerente com os resultados de viabilidade e pH. Tendo em vista que o acido latico aumenta
proporcionalmente ao crescimento e sua liberacdo altera 0 meio deixando-o mais acido, 0s
valores da concentracdo de &cido latico nos ensaios com 35 e 50% (v/v) de polpa foram de 6,42
e 4,11 g/L, respectivamente, e demonstraram coeréncia com as menores viabilidades e maiores
valores de pH encontrados nos respectivos grupos.

Os dados visualizados na Tabela 3, demonstraram que houve uma relacdo direta
significativa (P < 0,05) entre a concentragdo de polpa e producgdo de acido latico, onde um
aumento na concentracao da polpa resultou em um decaimento na producéo do composto &cido.
O coeficiente de rendimento do produto (Yrss) € uma medida baseada na quantidade de produto
formado e a quantidade de substrato consumido. Verificou-se que o Ypss, em relacdo ao
contetdo de acgucar total (glicose e frutose), foi maior na bebida com menor concentracéo de
polpa (20% v/v) e maior producéo de &cido latico, sendo Ypss = 1,3 g/g. Dessa forma, pode-se
dizer que o ensaio com menor concentracdo de polpa demonstrou, durante periodo de
fermentacao, um consumo equivalente de ambos os aclcares culminando em uma producéo de
acido latico maior, em comparagdo aos outros ensaios. Nos ensaios com 35% e 50% (v/v) de
polpa o rendimento foi menor em comparacéao ao de 20 % (v/v). Porém, o rendimento observado
na condicao de 50% ndo é levado em consideracdo, tendo em vista que ndo houve consumo de
frutose. Essa preferéncia pelo aglcar glicose € observada por Nguyen et al. (2022), onde a
fermentacdo por Lacticaseibacillus rhamnosus GG em pasta de pao contendo frutose e glicose,
a glicose foi esgotada e a frutose foi parcialmente utilizada.

A explicacdo para as melhores respostas terem advindo dos ensaios com menores
concentragdes de polpa podem ser devido ao aumento de compostos antimicrobianos com o
aumento de concentracdo de polpa. Tendo em vista que cada bebida possuia uma proporgéo
diferente de polpa, a composigao centesimal inicial dos ensaios era variavel, podendo alterar de
maneira diferente a viabilidade durante o tempo de fermentacdo. Dessa forma, podem haver
substancias antimicrobianas, como compostos fendlicos, presentes na polpa do maracuja da
Caatinga que, em grande quantidade, podem influenciar na sobrevivéncia desses
microrganismos (LEAL et al., 2020; COSTA et al., 2020).
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Segundo Othman, Sleiman e Abdel-Massih (2019), a depender da quantidade, 0s
polifendis podem atuar tanto como ativadores quanto como inibidores do desenvolvimento
bacteriano. Ja foi relatado que altas concentracdes de compostos fendlicos causam desnaturacéo
proteica e podem alterar a permeabilidade da membrana celular microbiana (TAJKARIMI et
al., 2010; HASSANIEN et al., 2014). Concentragc6es acima de 3 mM podem afetar a estrutura
da membrana e o pH (FILANNINO et al., 2014). Isso pode ocorrer devido ao fato de bactérias
Gram-positivas possuirem uma estrutura membranar menos resistente, ndo possuindo um
espaco periplasmatico que abriga enzimas que degradam componentes antimicrobianos, e
também pelo fato de os polifendis possuirem regiGes hidrofobicas que interagem com a
membrana lipidica, podendo integrar-se a ela e deixa-la mais instavel (MAI-PROCHNOW et
al., 2016; PIEKARSKA-RADZIK e KLEWICKA. 2021). Além disso, os acidos fenolicos
tornam mais lenta a degradacdo de carboidratos por bactérias acido laticas (RODRIGUES et
al., 2019).

As concentragdes de fendlicos totais nas bebidas demonstraram estar em quantidades
maiores nos ensaios com maiores concentracdes de polpa (35 e 50% v/v) e ndo apresentaram
variacdo significativa pos fermentacdo. Na Figura 9, observa-se que o ensaio com 20% (v/v),
em comparacdo com as outras bebidas, possuia a menor concentracéo inicial de fenolicos e
também ndo apresentou variag&o significativa ao final da fermentac&o. De acordo com Silva et
al. (2020), a cultivar BRS sertdo forte apresenta destaque na alta quantidade de compostos
fenolicos, apresentando um teor de 53,5 mg GAE/ 100g em polpa de frutos em estagio
intermediario de maturagdo, sendo a isoquercetina e acido caftarico os compostos em maior
concentracdo. Com o amadurecimento dos frutos ocorre a oxidacdo de compostos fendlicos,
havendo diminuicdo no conteddo dos mesmos (AMIRA et al., 2012). Os estagios de maturacao,
o tipo de cultivo, a quantidade de chuvas, podem influenciar na composicao centesimal desses
frutos sendo, dessa forma, dificil fazer uma correlacdo exata entre os frutos no aspecto de
composicdo. No entanto, as concentragdes de fenolicos obtidas no trabalho estavam dentro do
esperado, tendo em vistas que os frutos estavam em estagio intermediario e as bebidas
encontravam-se diluidas, estando todas, incialmente, com um contetdo fendlico abaixo de 53,5
mg GAE/ 100g (Figura 10).
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Figura 10 — Concentragdo de compostos fendlicos totais antes e apos 24 horas de
fermentacgdo. Para concentracéo de fendlicos inicial e final de cada ensaio, diferentes letras
minusculas demonstram diferenca estatistica (P < 0,05); e diferentes letras maiusculas
demonstram diferenga estatistica (P < 0,05) entre os diferentes grupos de concentracdes. As
letras A, B e C (mailsculas ou minusculas) representam os valores em ordem decrescente,

onde A é o maior valor, B € menor que A e C menor que B.
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Fonte: Autora (2022).

Como mencionado anteriormente, ha diferentes acdes dos compostos fenolicos a
depender de sua concentracdo (OTHMAN, SLEIMAN e ABDEL-MASSIH, 2019). J& foi
relatado, por exemplo, que o 4cido galico e a catequina nas concentracdes do vinho de uva
podem auxiliar no crescimento de Lactobacillus hilgardii, aumentando a taxa de consumo de
glicose e frutose e, também, servindo de substrato (ALBERTO et al., 2001). Por outro lado, Liu
et al. (2016) observaram que L. rhamnosus GG teve o crescimento suprimido por dois
compostos fenolicos, naringenina e quercetina, e que essa inibicao era dose dependente, sendo
a maior supressdo ocorrendo em meios com doses mais altas desses fendlicos, com 75 pm/mL
de quercetina e meios com 200 um/mL de naringenina. Silva et al. (2020) relatou a presenca
de dois principais fenolicos na polpa do maracuja da Caatinga, isoquercetina (quercetina 3-
glicosideo) e acido caftarico.

A inibicdo microbiana por compostos fendlicos ainda ndo é bem elucidada, sendo
grande parte dos estudos sobre L. plantarum (FILANNINO et al., 2014). Relacionando os

resultados observados durante o periodo fermentativo, observa-se que o pH tem um
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comportamento coerente com a quantidade de acido latico produzida e viabilidade, porém a
quantidade de acUcar total consumida é semelhante nas concentracdes de 20 e 35% (v/v) e baixa
na de 50% (v/v). Logo, a explicacao para esses fatos é de que, com o aumento da concentracéo
de polpa, a utilizacdo do acUcar presente no meio passa a ser utilizada em vias metabdlicas de
defesa contra os fendlicos (compostos antimicrobianos), resultando em uma quantidade de
acido latico final diferente nos ensaios com 20 e 35% (Vv/v) e pequena no de 50% (Vv/v), j& que
0 mesmo é produzido pela fermentacéo (via para obtencdo de energia). Ou seja, 0 consumo dos
carboidratos disponiveis ndo é voltado para crescimento da biomassa (gerando acido latico) e
sim para protecédo, culminando em uma redug&o no crescimento e baixa na producéo desse acido
organico. Logo, condi¢cdes com concentra¢des menores que 35% v/v de polpa apresentam maior
consumo de acucar durante fermentacédo e producéo de cido latico.

As estratégias de defesa podem ser evidenciadas por um conjunto de mecanismos
utilizados para driblar esses estresses causados a célula. Remocéo de prétons (H") através da
bomba ATPase, alcaliniza¢do do meio externo, alteracdo na composi¢do membranar e producao
de proteinas sdo alguns exemplos de mecanismos para auxiliar na sobrevivéncia (COTTER e
HILL, 2003). Enquanto houver esse controle de pH, a forma de reduzir a toxicidade desses
compostos fendlicos € pela descarboxilacdo atraves da acdo de enzimas que se expressam na
presenca dessas substancias antimicrobianas (BARTHELMEBS, DIVIES & CAVIN, 2000).
Dessa forma, a célula volta seu empenho para esses mecanismos de protecdo, culminando na

diminuicdo da producdo de cido latico e aumento da viabilidade.

5.3. Influéncia das concentracfes da polpa e da pectina sobre a viabilidade durante o
estoque

O planejamento fatorial 22 foi realizado para o periodo de estoque refrigerado de 28 dias
a fim de avaliar a influéncia das diferentes concentracdes de polpa e pectina nas variaveis de
viabilidade, sobrevivéncia, pH, concentracdo de &cido latico e ART. Apds tratamento dos
dados, foi verificado que os efeitos dos fatores ndo eram significativos frente a essas variaveis,
sendo apenas significativo o modelo obtido para estabelecer a variagdo de ART durante
armazenamento da bebida. A Tabela 4 apresenta os valores de viabilidade no inicio (Vi) e apds
28 dias (Vs) de estoque refrigerado. Como um dos pontos centrais apresentou valores fora do
esperado, ndo foi considerado nos calculos do programa Statistica.

Durante o periodo de estogue, a viabilidade permaneceu acima de 8,0 Log (UFC/mL)
nos ensaios 1 e 2, ambos com 20% v/v de polpa, e ficou acima de 7 Log (UFC/mL) nos ensaios

de 3 a 6 (bebidas com concentracdo de polpa acima de 35%). Para garantir uma estabilidade
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microbioldgica em bebidas probidticas € ideal que no inicio do tempo de estoque a viabilidade
inicial seja acima de 8 Log (UFC/mL) e, no momento do consumo, a concentracdo de células
probidticas deve estar entre 7 e 8 Log (UFC/mL) para que as perdas durante passagem pelo
trato gastrointestinal ndo influenciem na eficacia do produto (ANVISA, 2008; PANDA et al.,
2017; VALERO-CASES & FRUTOS, 2017). E possivel observar que houve uma reducio da
viabilidade em todos os ensaios durante o periodo em refrigeracdo, porém todas as bebidas

permaneceram em condic@es ideais para consumo, estando acima de 7 Log (UFC/mL).

Tabela 4 — Viabilidade inicial e final durante tempo de estoque (28 dias a 4°C).

Ensaio vi(Log UFC/mL) vi (Log UFC/mL)
1 8,7 £0,06 8,5 +0,03
2 8,7 £0,06* 8,4 £0,02*
3 7,5 +0,10 7,4 £0,32
4 7,5 +0,10 7,4 £0,13
5 7,5* 7,0*
6 1,7* 7,0*

*Valores com diferenga estatistica para P < 0,05. Fonte: Autora (2022).

Sabendo-se que a faixa de consumo diario por dosagem de produto fica entre 8 e 9 Log
(UFC/mL), é importante identificar o momento correto de interromper a fermentacéo, ou seja,
identificar 0 momento em que se atinjam valores esperados de viabilidade e pH, que
proporcionem as caracteristicas desejaveis ao alimento e que seja funcionalmente eficaz.
Recomenda-se que adultos consumam em torno de 10 Log UFC/mL/dia durante 5 dias para que
haja promocao da saide (MORAIS & JACOB, 2006). No entanto, de acordo com Holzapfel et
al. (1998) e Sanders (2003), tendo em vista que hd uma baixa capacidade de microrganismos
probidticos proliferarem e manterem a viabilidade, € importante, durante formulagdo, levar em
consideracdo a diluicdo fisioldgica no trato gastrointestinal, o tipo de linhagem utilizada, a
capacidade da linhagem sobreviver a passagem no trato gastrointestinal e o efeito desejado ao
organismo (BERTAZZONI et al., 2013).

Diante do exposto, para que as outras bebidas, com concentragdes maiores de polpa,
estivessem de acordo com a legislagdo, seria necessario que elas tivessem um volume maior.
Como a dosagem considerada no presente trabalho foi de 50 mL em todas as bebidas, para que
0s ensaios de 3 a 6 se encontrassem acima do minimo estabelecido pela legislagdo para consumo

diario, o volume teria que ser de, no minimo, 57,1 mL, sendo necessario um aumento o volume
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dos ensaios com 35 e 50% (v/v) de polpa. De acordo com a RDC 359 de 23 de dezembro de
2003, a porcédo considerada para sucos de frutas, soja e vegetais € de 200 mL, logo, todas as
condicdes, nessa porcdo, estariam acima do nimero minimo de células viaveis exigido pela
legislacdo da ANVISA (2008).

O recomendado € que durante o estoque refrigerado ndo haja aumento da viabilidade,
visto que o crescimento celular pode afetar as caracteristicas sensoriais do produto e viabilidade,
qguando ha grande liberacdo de &cido latico durante o consumo de agucar. Altas concentracdes
desse acido torna-o um agente antimicrobiano também para Lactobacillus, tendo em vista o
estresse acido causado (VALERO-CASES et al., 2020). No caso do L. rhmanosus ATCC 7469
ja foi observado tolerancia em pH até 3,5 (SANTOS et al., 2017). O ideal é que haja a
manutencdo da viabilidade, como observado no presente trabalho, onde a queda de células
viaveis ndo foi significativa, estando todos os valores de sobrevivéncia (Tabela 5) préximos a
100% (valor médio = 95,9 + 1,84% e coeficiente de variacdo de 4,52%). E possivel dizer que

ocorreu um comportamento de manutengao celular.

Tabela 5 — Sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 no estoque refrigerado por 28 dias.

Ensaio Pectina (g/L) Polpa (%0) Sobrevivéncia (%)
1 5 20 97,4
2 20 20 96,3
3 5 50 98,7
4 20 50 98,7
5 12,5 35 93,1
6 12,5 35 91,5

Fonte: Autora (2022).

A partir do conhecimento sobre o baixo valor do coeficiente de variagdo, calculado
utilizando-se a média das sobrevivéncias de todos os ensaios do planejamento fatorial, foi
possivel prever que os efeitos das concentracdes da pectina e da polpa ndo seriam significativos
sobre a resposta. Na Tabela 6 € possivel observar os efeitos e seus respectivos erros padrao e, a

partir desses dados, é possivel descobrir quais apresentam significancia.
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Tabela 6 — Efeitos dos fatores e erros padrdo do modelo relacionado a sobrevivéncia pos
periodo de estoque.

Efeito dos Erro padrao
fatores
Média 95,9 1,84
Pectina (g/L) (A) -0,55 4,52
Polpa (%) (B) 1,86 4,52
AB 0,54 4,52

Fonte: Autora (2022).

Nesse caso, como o0 numero de amostras € pequeno, o intervalo é determinado por meio
de um valor encontrado na tabela de distribuicdo Student. Dessa maneira, para 95% de
confianca, o valor do teste t (Student) é de 2,776. A partir da Equacédo 5, onde 1 corresponde ao
valor real do efeito, é possivel afirmar que os mesmos sdo significativos quando as estimativas
encontradas (n") forem superiores ao produto do erro padrdo (s) pelo valor t(student) tabelado
(BENICIO, SCARMINIO & BRUNS, 2001). Tendo isso em vista, s6 sera estatisticamente
significativo, com 95% de confianca, um efeito cujo valor absoluto for superior a
t(student) X s(efeito) = 2,776 x 4,52 = 12,5. Como estdo todos abaixo desse valor, ndo
houve significancia de nenhum dos efeitos encontrados. Ou seja, a variagao das concentragdes
de polpa e pectina, nos niveis do planejamento, ndo apresentaram influéncia na sobrevivéncia
de L. rhamnosus ATCC 7469 durante o periodo de estoque. Dessa forma, qualquer
concentracdo de pectina entre 5 e 20 g/L e concentracdo de polpa entre 20 e 50% (v/v) nao
influenciam na quantidade de células viaveis do microrganismo durante armazenamento

refrigerado de 28 dias.

77* - t(student) X S(efeito) <n < TI* + t(student) X S(efeito) (Eq 5)

A utilizagdo de concentracdes maiores de pectina na formulagéo de bebidas simbidticas
é algo positivo, ndo apenas do ponto de vista de seu efeito prebiotico, mas para aumentar o
valor agregado do produto. Segundo a RDC n° 54 de 12 de novembro de 2012, um produto
liquido contendo o minimo de 2,5 g de fibra por porcao (200mL) é considerado produto fonte.
Dessa forma, os ensaios com maior concentracdo de pectina utilizados no trabalho (20 g/L), séo
potenciais produtos fontes de fibra e ndo exercem efeitos negativos sobre a sobrevivéncia dos

microrganismos.
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Tendo em vista que existem duas condi¢cBes com concentracdo de pectina de 20 g/L, é
possivel dizer que baixas concentracfes da polpa do maracuja da Caatinga, baixas
concentragdes de polpa, do ponto de vista econdémico, configura um cenario interessante para
industrias alimenticias que querem ter um aproveitamento melhor da matéria prima, gerando
maior quantidade de produtos e garantindo um maior retorno financeiro. Do ponto de vista
sensorial, a utilizacdo de maiores concentragdes de polpa pode proporcionar uma maior
satisfacdo do consumidor quanto ao sabor, porém € necessario driblar a acdo antimicrobiana
dos compostos fendlicos. Uma alternativa seria aumentar o tempo de fermentacédo, a fim de
alcancar valores de viabilidade semelhantes aos ensaios com concentragdes com 20% (v/v) de
polpa. No entanto, esse maior tempo pode causar alteracdes indesejaveis no sabor da bebida,
pois 0 metabolismo dos acidos fenolicos gera compostos que afetam a qualidade do produto
(GAUR et al., 2020). Logo, a concentragdo de 20% de polpa do maracuja da Caatinga e 20 g/L
de pectina extraida constitui uma condigdo ideal para a formulagdo dos simbioticos, assim como

a condicdo com 35% v/v de polpa e 12,5 g/L de pectina.

5.4. Parametros fisico-quimicos: efeitos das concentracdes da polpa e da pectina
durante estoque

Um mesmo planejamento fatorial foi realizado para o periodo de armazenamento
refrigerado para avaliar a influéncia das concentrac@es de polpa e pectina no pH, acido latico e
concentragOes de ART. Os fatores analisados influenciaram apenas o consumo de ART.

As concentracdes de acido latico nos ensaios 1 e 2 (20% v/v de polpa), antes e apo6s o
estoque, ndo apresentaram diferenca significativa, assim como nos ensaios com 35% (v/v) de
polpa (5 e 6). Em contrapartida, foi visualizado que o nos ensaios com 50% v/v de polpa houve
varia¢do na concentracdo de &cido latico durante o estoque, mas que foi significativa apenas
para o ensaio 3 (5 g/L de pectina). Essa variacdo pode ser explicada pela maior concentragao
de substrato disponivel, visto a pouca utilizacdo do mesmo durante periodo fermentativo e
melhor adaptacdo das células frente a grande quantidade de fendlicos. De maneira geral, 0s
ensaios 5 e 6 (35% v/v de polpa) constituiram valores intermediarios, estando entre os ensaios

com 20 e 50% (v/v) de polpa, podendo esses valores serem visualizados na Figura 11.
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Figura 11. Concentracdo de acido latico e pH durante o periodo de estoque. Para os valores
de 0 dias e 28 dias de cada ensaio (para concentracdo de acido latico e pH), diferentes letras

minusculas apresentam diferenca estatistica (p < 0,05).

m Acido Lético (inicial) = Acido Lético (final) ~ mpH (inicial) pH (final)
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N
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Fonte: Autora (2022).

Ao final do estogue, observou-se que os valores de pH apresentaram variagdo
significativa apenas nos ensaios 2, 3, 5 e 6. Nos ensaios 2, 5 e 6, a variagdo foi menor, coerente
com os resultados de acido latico, os quais permaneceram constantes durante o estoque. No
entanto, o ensaio com 50% (v/v) de polpa e 5 g/L de pectina (ensaio 3) apresentou aumento no
conteddo latico e diminuicdo no pH, e como mencionado anteriormente, pode ter sido resultado
de uma adaptacdo das células ao meio, culminando na producdo de acido latico e reducdo no
pH. Santos et al. (2017) observaram em bebida fermentada, contendo 20% (v/v) da polpa do
maracuja da Caatinga, 20 g/L de pectina e L. rhamnosus ATCC 7469, uma estabilidade no pH
durante periodo de estoque refrigerado (28 dias), em torno de 3,7. Esse valor de pH observado
no estudo de Santos et al. (2017) foi semelhante ao encontrado no presente trabalho, nas bebidas
com mesma proporcao de polpa. O pH inicial do estoque foi de 4,1 +0,02, 4,8 0,05 e 5,3 £0,2
para os ensaios com 20, 35 e 50% (v/v) de polpa, respectivamente, ndo havendo diferencga
significativa entre os ensaios com concentracdes distintas de pectina, de acordo com o teste de
Tuckey (p <0,05).
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Com relago aos agucares redutores totais (ART), na Tabela 7 é demonstrado o consumo
de ART (AART) durante estoque refrigerado de 28 dias. E importante lembrar que, antes de
seguir para estoque, foi adicionado em todos 0s ensaios uma quantidade de sacarose em uma
concentracdo de 10% da bebida. Logo, os ensaios com 20% (v/v) de polpa, que ao final da
fermentagdo continham uma concentracdo abaixo de 0,06 g/L de acucar residual, possuiam no
inicio do armazenamento uma quantidade de aglcar para consumo durante esse periodo. Na
Tabela 7, verifica-se que houve consumo de ART em todos os ensaios. Farias et al. (2016),
utilizando um ino6culo de 2,91% (v/v) e concentracdo de polpa de maracuja da Caatinga de
14,45% (v/v), observaram que, durante o estoque, a concentracdo de ART né&o sofreu alteracdes
significativas, permanecendo em torno de 14 g/L. Isso pode ser explicado pela concentragéo do
indculo ser menor em comparagdo com o inoculo utilizado no presente estudo. Por sua vez,
Pereira et al. (2013) observaram em suco probidtico de caju, apos adicdo de sacarose, uma
reducdo no teor de agucares redutores totais em torno de 30% durante 42 dias de armazenamento
a 4°C. Assim como esses Ultimos autores, no presente estudo, as alteracdes observadas podem
ser explicadas pela manutencédo do contetdo celular através da utilizacdo do aclcar disponivel,

todavia, uma variacdo maior é observada no ensaio 4.

Tabela 7 — Percentual utilizado de ART durante o periodo de estoque refrigerado.

Ensaio Pectina (g/L) Polpa (%) ART inicial (g/L) ART final (g/L) AART (%)

1 5 20 19,7 11,8 28,2
2 20 20 19,1 12,0 25,4
3 5 50 21,2 14,4 24,2
4 20 50 24,9 14,5 37,1
5 12,5 35 21,4 13,0 30,0
6 12,5 35 21,4 13,2 29,1

Fonte: Autora (2022).

A utilizagdo de agucares redutores totais revela a atividade microbiana no alimento e
consequente estabilidade na viabilidade, considerado algo importante na producao de alimentos
probioticos. Nas presentes condicdes, é observado que aquela que demonstrou maior variacdo
no conteudo de ART foi a que possuia maior quantidade de polpa e maior quantidade de pectina
(ensaio 4). Esse resultado em conjunto com os dados obtidos a partir das analises de viabilidade,
pH e concentracdo de &cido latico, demonstram que, nesse caso, ndo houve utilizagao do agucar

nas vias de fermentagdo, pois ndo houve alteracdo significativa nas varidveis citadas. Para
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melhor entendimento desse resultado, os efeitos dos fatores e seus respectivos erros padrao sao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Efeito dos fatores e erros padréao relacionados ao AART durante estoque.

Efeito dos Erro padréo
fatores
Média 29,01 0,31
Pectina (g/L) (A) 5,02 0,76
Polpa (%) (B) 3,89 0,76
AB 7,84 0,76

Fonte: Autora (2022).

Utilizando o valor do teste t (student) (2,776) para nivel de significancia de 95%, é
possivel afirmar que todos os efeitos apresentam significancia frente aos resultados da variacao
de ART, visto que o produto do erro padrdo pelo teste t tabelado € 2,1, valor menor que os dos
efeitos estimados. Isso implica dizer que as concentracgdes de polpa e pectina exercem influéncia
no consumo de ART durante estoque refrigerado. Ou seja, dependendo da concentragdo de
polpa e pectina utilizadas na producéo da bebida simbidtica o consumo de ART pode variar.
Um modelo linear polinomial foi obtido, de acordo com os resultados experimentais, para
estabelecer o AART (Equacéo 6).

A

¥ =29,01 4 251X, + 1,95X, + 3,92X, X, (Eq. 6)

Tabela 9 — Analise de variancia (ANOVA) para modelo polinomial de AART.

Fonte de Soma Graus de Média
variacao quadratica  liberdade guadratica
Regresséo 101,9218 3 33,9739
Residuos 1,1575 2 0,5788
Falta de ajuste 0,8003 1 0,8003
Erro puro 0,3572 1 0,3572
Total 103,0793 5 20,6158

Fonte: Autora (2022)

O Teste-F foi utilizado para avaliar o nivel de significancia do modelo. Para isso, as
médias quadréaticas (MQ), demonstradas na Tabela 9, foram obtidas pela razdo entre as somas
quadraticas e os graus de liberdade e utilizadas em conjunto com o valor do Teste-F. A razédo

entre a MQ da regressao (MQR) e a MQ residual (MQy) precisa ser maior que o valor do Teste-
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F tabelado (Ftab) para 95% de significancia (Ftan = 19,16). Nesse caso o valor encontrado para
MQr/MQ: foi de 58,70 e foi maior que 0 Frn, conferindo significancia a regresséo. J& o valor
da razéo entre a MQ por falta de ajuste (MQ+.) e MQ pelo erro puro (MQep) foi de 2,24, o qual
deve ser menor que o valor do Teste-F tabelado (Fwn = 161,4) para que ndo haja significancia
dos erros. O coeficiente de determinacéo (R?), por sua vez, foi de 0,9888, demonstrando que o
modelo polinomial representou de forma adequada as varidveis escolhidas para o estudo.

Os efeitos das variaveis foram significativos e o modelo gerado € capaz de representar
uma relacdo entre as mesmas. Essa relacdo é melhor observada na Figura 12, que representa a
superficie de resposta, onde é possivel observar o comportamento da AART em funcdo das
variaveis independentes (concentracfes de pectina e polpa). Um aumento na concentracdo da
polpa e na concentracdo de pectina gera um aumento no consumo de ART. Ou seja, quando as
concentragdes sao proximas aos niveis +1 (20 g/L — pectina e 50% v/v de polpa) ha uma maior

utilizacdo do agUcar presente.

Figura 12. Superficie de resposta obtida para a variacdo de ART em funcdo das
concentragdes de polpa e pectina do maracuja da Caatinga durante periodo de estoque

refrigerado das bebidas.
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Fonte: Autora (2022)



54

O controle do consumo de agucar durante o periodo de estoque € de suma importancia,
tendo em vista que uma grande deplecdo nesses compostos pode afetar o sabor do produto.
Mesmo que as vias de utilizacdo dos carboidratos ndo sejam para producdo de cido latico e
sim para descarboxilacdo dos compostos fenolicos, 0s componentes gerados por essas reacoes
afetam as propriedades organolépticas e diminuem a aceitacdo pelo consumidor. Logo, um
consumo abaixo de 30%, como visualizado por Pereira et al. (2013), é ideal para manutencéo
celular e garante a estabilidade do produto. Essas informacbes enfatizam que maiores
concentracdes de polpa em conjunto com maiores concentracdes de pectina podem auxiliar na
permanéncia dos microrganismos durante estoque refrigerado, mas ndo configuram um

potencial produto com qualidade e caracteristicas sensoriais atrativas.

5.5. Influéncia das concentracdes de polpa e pectina na sobrevivéncia de

Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 na simulag¢éo das condigdes gastrointestinais

Para avaliar os efeitos das concentracfes de polpa e pectina na viabilidade final e na
sobrevivéncia do probiotico apds simulacdo de condicdes gastrointestinais (TGI), foi aplicado
0 planejamento fatorial. Os efeitos ndo apresentaram significancia quanto a sobrevivéncia
(Tabela 10). Observa-se que o0s ensaios com 20 e 35% (v/v) de polpa (ensaios 1, 2, 5 e 6)
apresentaram decaimento significativo desse parametro tendo viabilidade final acima de 3 Log
UFC/mL. Nos ensaios com 50% (v/v) de polpa ndo houveram bactérias viaveis ap0s passagem
pelas condicBes gastrointestinais simuladas. A sobrevivéncia observada ap6s simulacéo
gastrointestinal pds periodo de estoque na concentracdao de 35% (v/v) foi a maior, sendo de
43,45%, proximo ao valor encontrado por Santos et al. (2017), que foi de 53,59% (Viabilidade
Inicial: 4,70 Log UFC/mL; Viabilidade Final: 2,52 Log UFC/mL). Porém, os resultados
apresentados no presente estudo demonstraram valores de viabilidade ap6s armazenamento e

teste gastrointestinal maiores, comparados ao de Santos et al. (2017).
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Tabela 10 — Viabilidade apds passagem por simulacéo gastrointestinal.

Ensaio Pectina Polpa (%) Viabilidade (Log UFC/mL) Sobrevivéncia

(/L) %%)
: ° 20 36 43,0
2 20 20 35 41,1
3 S5 50 0 0.0
4 20 50 0 00
S 12,5 35 3 43,6
6 12,5 35 31 433

Fonte: Autora (2022).

E possivel observar diante dos dados apresentados que, quando ocorre um aumento na
concentracédo de polpa de 20 para 50 % (v/v), a sobrevivéncia reduz a zero, independente da
concentracdo de pectina. Da mesma forma, quando aumenta-se a concentracad de pectina de 5
para 20 g/L, a sobrevivéncia ndo sofre alteracdo, independente da concentracad de polpa. Logo,
apos a analise estatistica do planejamento, os efeitos das concentracdes de polpa e de pectina
sobre a sobrevivéncia ndo sao significativos. Na Tabela 11, verifica-se os efeitos dos fatores e
os erros padréo relacionados a viabilidade final.

Tabela 11 — Efeito dos fatores e erros padréao relacionados a viabilidade de L. rhmanosus
ATCC 7469 apds simulacdo gastrointestinal.

Efeito dos Erro padrao
fatores
Média 2,03 0,20
Pectina (g/L) (A) -0,10 0,47
Polpa (%) (B) -3,55 0,47
AB 0,10 0,47

Fonte: Autora (2022)

Um modelo linear também foi obtido para a viabilidade pds simulacdo gastrointestinal
nos ensaios, com coeficiente de determinagdo R? de 0,9061 (Equagcéo 7). A analise de variancia
apresentada na Tabela 12 demonstrou que 0 modelo foi capaz de representar uma relacdo com
as variaveis estudadas. O valor da razdo de MQr/MQ: foi de 19,30, sendo maior que 0 Ftab
(4,76), conferindo significancia ao modelo. No entanto, a relacdo MQ./MQep apresentou um

valor de 867, sendo maior que o valor do Teste-F tabelado (Ftan = 6,61) e demonstrando uma
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significancia dos erros, mais especificamente de falta de ajuste. Dessa forma, ndo houve erro

experimental, e sim falta de ajuste ao modelo.

Y = 2,03 -0,05X; — 1,78X, + 0,05X, X, (Eq.7)

Tabela 12 — Andlise de variancia (ANOVA) para modelo polinomial da viabilidade pds

simulacéo gastrointestinal.

Fonte de Soma Graus de Media
variacao quadréatica  liberdade quadrética
Regressao 25,2450 3 8,4150
Residuos 2,6160 6 0,4360
Falta de ajuste 2,6010 1 2,6010
Erro puro 0,0150 5 0,0030
Total 27,8610 9 3,0956

Fonte: Autora (2022)

Apesar do modelo linear ndo esta bem ajustado, a analise dos efeitos mostra que o
aumento da concentracdo de polpa diminui a sobrevivéncia na simulacdo gastrointestinal.
Contudo, é importante frisar que, ainda assim, a concentracdo de 35 % poderia ser utilizada,
uma vez que a sobrevivéncia é praticamente a mesma dos ensaios 1 e 2, isto é, quando a polpa
é 20% (Vv/v). E possivel perceber que ha uma influéncia da etapa de fermentac&o nas respostas
observadas, pois concentracfes menores de polpa favoreceram o melhor desenvolvimento do
microrganismo. CondicGes com 20 e 35% (v/v) de polpa demonstraram um consumo de agUcar
total (glicose e frutose) semelhante pelos microrganismos e 0 Yps obtido foi semelhante em
ambas. Além disso, observa-se que ao contrario da etapa de fermentacdo, em que o maior
crescimento foi evidenciado apenas pela condicdo com 20% (v/v) de polpa, a analise de TGl
demonstrou semelhanca entre as condi¢des de 20 e 35% (v/v) quanto a sobrevivéncia.

Nesse caso, qualquer quantidade de pectina, entre 5 e 20 g/L, nessas menores condigdes
de concentracdo de polpa, pode ser utilizada na produgdo da bebida probidtica que a
concentracdo da mesma ndo vai influenciar na viabilidade. Recebendo destaque a condicéo do
ponto central (35% Vv/v de polpa e 12,5 g/L de pectina), pois possui maior quantidade de polpa,
maior quantidade de pectina e apresenta caracteristicas potenciais de qualidade, funcionalidade
e sensorial para consumo do produto. E importante frisar que Santos et al. (2017) observaram
que a presenca de pectina (20 g/L) em bebidas com 20% de polpa de maracuja da Caatinga
forneceu uma protecdo aos microrganismos durante simulacdo gastrica e intestinal em

comparagdo com bebidas na auséncia do prebidtico. Além disso, Santos et al. (2017) notaram,
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apos simulacdo gastrointestinal, que a pectina extraida garantia uma maior sobrevivéncia ao L.
rhamnosus ATCC 7469 em comparagdo com a pectina comercial. Todavia, o presente estudo
trouxe uma concentracdo maior de polpa com respostas ideais de viabilidade final, pH e
sobrevivéncia.

O efeito protetivo das pectinas aos microrganismos durante simulacdo do trato
gastrointestinal é conferido devido a estimulacdo de proteinas de pH acido que podem estar
correlacionadas a resisténcia ao estresse (NAZARRO et al., 2012). Com relacdo a concentracédo
dessa biomolécula complexa no meio nutritivo, Parkar et al. (2010) observaram que o aumento
na concentracdo de pectina citrica no meio afetava negativamente a sobrevivéncia de L.
rhamnosus em condic¢des simuladas do trato gastrointestinal, sendo o limite para sobrevivéncia
de 5 g/L. Dessa forma, existe uma importancia em se encontrar a concentracdo ideal de pectina,
para que a mesma tenha efeito protetivo, confira alto valor nutricional ao alimento, mas que
uma grande quantidade ndo afete negativamente a sobrevivéncia de probidticos quando na
passagem por estresses.

Diante dos dados observados, pés TGI, a condicdo com 35% (v/v) de polpa
apresentaram melhores resultados, proporcionando uma sobrevivéncia de quase 50% de L.
rhamnosus, podendo isso ser explicado pelo menor estresse sofrido frente a baixa concentracao
de compostos fenolicos na bebida. Essa condi¢do do ponto central, continha 12,5 g/L de pectina
gue ndo afetaram negativamente a sobrevivéncia dos microrganismos durante estresses, e
apresentam uma quantidade que eleva o produto a categoria de fonte de fibra. Além disso o
sabor do maracuja do mato serd mais evidenciado devido a maior quantidade de polpa, em
comparacdo com a condi¢do de 20%. A condi¢cdo com maior concentracdo de polpa, por sua
vez, apresentou um meio mais estressante, que pode ter colaborado para que as células

probidticas ndo suportassem a simulacéo pelo trato gastrointestinal.
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6. CONCLUSOES

A casca do maracuja da Caatinga BRS SF € uma fonte de pectina promissora, visto que
o0 rendimento obtido na extragé&o foi maior comparado aos observados em outros frutos, estando
relacionado ao cuidado durante a etapa final de filtragdo do coagulado péctico. Logo, como
apresentou um bom rendimento, a quantidade de casca constitui uma fonte capaz de gerar uma
alta quantidade de produto de valor agregado. Além disso, a utilizacdo de residuos
agroindustriais, como cascas de frutos, no desenvolvimento de produto de valor agregado, como
a pectina, € de grande relevancia atualmente, devido ao descarte inadequado desses materiais

que culminam em um impacto ao meio ambiente.

Uma maior viabilidade foi observada ao utilizar baixas concentracfes da polpa do
maracuja da Caatinga durante a fermentacao, podendo estar relacionado a menor quantidade de
substancias fendlicas presentes na polpa do maracuja. A alta concentracdo de compostos
fenolicos, durante periodo de fermentacdo, pode ter afetado o crescimento de L. rhmanosus
ATCC 7469 nas bebidas com concentragdes de polpa acima de 35% (v/v), porém mais estudos

s80 necessarios para se comprovar essa hipotese.

A producdo de acido latico e consumo de glicose e frutose durante processo
fermentativo foi melhor visualizada nas bebidas com menores concentrac6es de polpa, estando
coerente com os resultados de viabilidade. Dessa forma, as concentragdes de 20 e 35% (v/v) de
polpa constituiram uma matriz ideal na fermentacdo por L. ramnosus ATCC 7469, o qual
produziu &cido latico em quantidades significativas, apresentando um pH final 6timo para

conservacao do produto em estoque.

Durante o estoque, a viabilidade de L. rhamnosus se manteve estavel e em valores
aceitaveis pela legislacdo, ndo sofrendo influéncia das concentracfes de polpa e pectina. A
concentracdo de acido latico durante periodo de estoque ndo sofreu alteragdes significativas,
ndo afetando na viabilidade. O pH, por sua vez, permaneceu constante na maioria das bebidas,
e ndo afetou a viabilidade durante os 28 dias em nenhuma das condi¢Ges. Dessa forma, as
diferentes condi¢des do planejamento ndo apresentaram significancia, configurando um bom
resultado, levando em consideracdo que as determinadas variagdes de polpa e pectina nao
afetaram a qualidade do produto. No entanto, os ensaios com 20 e 35% (v/v) de polpa
destacaram-se, pois, apresentaram pH ideal durante o periodo de 28 dias, promovendo baixas

condicBes para a permanéncia de microrganismos patdgenos.
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O planejamento demonstrou que ambos os efeitos das concentragdes de polpa e pectina
foram significativos no consumo de ART durante periodo de estoque. A quantidade de ART
sofreu maior reducdo na condi¢do com maior concentracdo de polpa e pectina. Isso demonstrou
que uma maior quantidade de acUcar disponivel e maior concentracdo de pectina favorece um
maior consumo de agUcar, o qual auxilia na sobrevivéncia e protecdo contra as condicoes

adversas durante periodo de 28 dias.

As bebidas ap6s estoque e simulacdo gastrointestinal apresentaram decaimento no
namero de células viaveis. Esse dado demonstrou influéncia da etapa de fermentagdo, na qual
as menores concentragdes de polpa favoreceram um crescimento celular em conjunto com Y s
semelhantes e apresentaram, por consequéncia, maior sobrevivéncia apds os estresses no pH.
Mesmo que a viabilidade e sobrevivéncia tenham gerado modelos sem significancia estatistica,
foi possivel observar um impacto da concentracdo de polpa na sobrevivéncia, sendo a condi¢do
de 20 e 35% (v/v) de polpa as que apresentaram melhores resultados.

Logo, a bebida fermentada com 35% (v/v) da polpa destacou-se como potencial produto
simbidtico devido a viabilidade do microrganismo, pH durante o periodo de estoque refrigerado
e maior sobrevivéncia pés TGI. Além de ser um potencial produto fonte de fibra, pela
guantidade de pectina, apresenta maior quantidade de polpa, 0 que o torna mais atrativo
sensorialmente frente a concentracdo de 20% v/v. Esses resultados trazem um respaldo
cientifico para a melhor utilizacdo de polpas nas preparacdes de sucos probidticos, sendo algo

importante do ponto de vista econdmico, higiénico-sanitério, nutricional e sensorial.
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