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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das concentragdes de inulina e xilitol na
sobrevivéncia de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469, em suco probiotico e
fermentado de manga. Inicialmente, o suco foi fermentado (55 % de polpa de manga) e
apos esta etapa quatro bebidas foram elaboradas: sem adi¢éo de inulina ou xilitol (SC),
com adicdo de inulina (SI) ou de xilitol (SC) e com adicdo de ambos (SIX). As
concentracbes de inulina e xilitol foram, 5 g/L e 10 g/L, respectivamente. Os sucos
fermentados e acrescidos ou ndo dos aditivos foram mantidos sob refrigeracéo (4 °C)
durante 60 dias. Na segunda etapa do estudo foi aplicado um planejamento fatorial 22
com duplicata no ponto central, variando a concentragéo de inulina (2, 3,5 e 5 g/L) e xilitol
(5, 7,5 e 10 g/L) no suco SIX (SIX2). Esses sucos foram armazenados como na etapa
anterior, mas por 28 dias. Em ambas as etapas, foram determinados viabilidade celular
e pH. A partir da viabilidade foi calculada a sobrevivéncia do probidético durante o estoque.
Apesar de ndo ser esperado ocorrer crescimento celular durante o estoque refrigerado,
foi observado que a sobrevivéncia aumentou nas quatro bebidas e a adi¢cdo de inulina
elou xilitol prolongou esse crescimento por um tempo maior do que 15 dias, como
observado no suco SIX. Na avaliacdo do suco probiético e fermentado de manga, apés
a adicao das diferentes concentracdes de inulina e xilitol (S1X2), a sobrevivéncia diminuiu
durante o estoque, apenas quando a concentracdo de xilitol estava no nivel mais baixo
(5 g/L), independente da concentracdo de inulina. As concentracdes dos aditivos no ponto
central, 3,5 e 7,5 g/L de inulina e xilitol, respectivamente, foram os valores mais
adequados para a obtencdo de um suco simbiético de manga menos calérico, uma vez
que ndo seriam necessarios utilizar maiores concentracées para obter sobrevivéncia
maior do que 100% (9,2 Log UFC/mL), durante o estoque refrigerado. As produtividades
das viabilidades obtidas na fermentacéo e durante o estoque alcancaram valores, em
média de 0,38 Log UFC/mL.h e 0,001 Log UFC/mL.h, respectivamente. Logo, o aumento
da sobrevivéncia celular ndo caracterizou uma mudanca brusca no alimento, o que

também foi observado pela diminuicdo do pH, que foi de 3,6 para 3,2, em média.

Palavras-chave: alimento funcional, edulcorante, fermentacdo, prebiético, sucos de
frutas



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of inulin and xylitol concentrations on
the survival of Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469, in probiotic and fermented
mango juice. Initially, the juice was fermented (55% mango pulp) and after this step four
drinks were prepared: without addition of inulin or xylitol (SC), with addition of inulin (SI)
or xylitol (SC) and with addition of both (SIX). Inulin and xylitol concentrations were 5 g/L
and 10 g/L, respectively. The fermented juices with or without additives were kept under
refrigeration (4 °C) for 60 days. Factorial design was applied? with a duplicate at the central
point, varying the concentration of inulin (2, 3.5 and 5 g/L) and xylitol (5, 7.5 and 10 g/L)
in the SIX juices (SIX2). These juices were stored as in the previous step, but for 28 days.
In both steps, cell viability and pH were determined. Based on viability, the survival of the
probiotic during storage was calculated. Although cell growth was not expected to occur
during the refrigerated storage, it was observed that survival increased in the four drinks
and the addition of inulin and/or xylitol prolonged this growth for a time longer than 15
days, as observed in the SIX juices. In the evaluation of probiotic and fermented mango
juice, after the addition of different concentrations of inulin and xylitol (SIX2), survival
decreased during storage, only when the xylitol concentration was at the lowest level (5
g/L), regardless of juices inulin concentration. The concentrations of the additives at the
central point, 3.5 and 7.5 g/L of inulin and xylitol, respectively, were the most adequate
values to obtain a less caloric symbiotic mango juice, since it would not be necessary to
use larger amounts. concentrations to obtain survival greater than 100% (9.2 Log
CFU/mL) during refrigerated storage. The productivity of viability obtained in fermentation
and during storage reached values, on average, of 0.38 Log CFU/mL.h and 0.001 Log
CFU/mL.h, respectively. Therefore, the increase in cell survival did not characterize a
sudden change in food, which was also observed by the decrease in pH, which went from

3.6 to 3.2, on average.

Key Words: Fermentation, fruits juices, functional food, prebiotic, sweetener
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1 INTRODUCAO

Os alimentos que possuem uma riqueza nutricional maior e sdo mais saudaveis,
como por exemplo, as bebidas probidticas fermentadas, vem chamando atencgéo
mundialmente. Esses alimentos séo conhecidos como alimentos funcionais, isto &, além
de suas fungbBes basicas nutricionais, podem exercer funcbes metabdlicas e/ou
fisiol6gicas no organismo humano, favorecendo a saude dos consumidores (SILVA et al.,
2016; JARDIM e MENDES, 2022).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude dos hospedeiros (FAO/WHO,
2001). No entanto, grande parte dos alimentos probidticos encontrados no mercado atual
s&o produtos lacteos. E possivel observar, em todo o mundo, um aumento no nimero de
pessoas que ndo consomem produtos lacteos, em decorréncia de intolerancia a lactose,
alergia a proteina do leite e dietas restritivas para alimentos de origem animal (RIBEIRO
et al., 2019), ou ainda, diabéticos e obesos. Dessa maneira, a utilizacdo de sucos de
frutas € uma alternativa para que essas pessoas possam obter os beneficios dos
alimentos funcionais e de seus constituintes.

A manga é uma fruta rica em acucares (REDDY et al., 2015), minerais, acidos,
fibras dietéticas e insoluveis (ACEVEDO-MARTINEZ et al., 2018), carotendides, acido
ascoérbico e compostos fendlicos (HU et al., 2018; ALIZADEH et al., 2020), além de
possuir caracteristicas sensoriais marcantes, 0 que a caracteriza como meio promissor
para a incorporacao de probidticos.

Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 é considerado um dos microrganismos
probidticos mais utilizados em iogurtes, bebidas de frutas e bebidas de soja (CHANG e
LIEW, 2012). Esta espécie & conhecida por apresentar tolerancia aos acidos e a bile,
além de ser capaz de sobreviver no trato gastrointestinal, favorecendo sua aplicacdo em
alimentos (MATHIPA-MDAKANE e THANTSHA, 2022).

Sucos de frutas, como a manga e maracuja amarelo (SANTOS et al., 2022),
maracuja da Caatinga (FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017), goiaba (ANDRADE

etal., 2019) e acerola (BARROS et al., 2021), foram utilizados como veiculos carreadores
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de L. rhamnosus ATCC 7469 e resultados promissores quanto a sobrevivéncia do
microrganismo durante estoque refrigerado foram obtidos.

Em alimentos funcionais, além do emprego de probidticos, pode-se notar a
presenca de outros compostos que podem agregar maior valor nutricional e
funcionalidades aos alimentos, como os prebiéticos e adocantes. Os prebibticos séo
ingredientes alimentares ndo digeriveis pelo trato gastrointestinal humano, entretanto,
fermentdveis pela microbiota intestinal (DUNCAN e FLINT, 2013), o que salienta sua
aplicacdo em alimentos probidticos. Um grande exemplo de prebi6tico aplicado em
alimentos é a inulina, um dos mais conhecidos e utilizados na producéo de alimentos.

Além da inulina, outro ingrediente funcional que pode ser empregado em produtos
alimenticios funcionais, é o xilitol. O xilitol, um edulcorante, confere sabor doce aos
alimentos e vem sendo amplamente usado na produc¢éo de alimentos (SATO etal., 2016),
pois é nutritivo e apresenta baixo valor calo6rico, sendo 6timo substituto do acucar
convencional (sacarose). Seu emprego na producdo de alimentos é baseado em
propriedades tecnoldgicas, como por exemplo, maior estabilidade quimica, resisténcia a
cristalizacao e afinidade por 4gua (MAIA et al., 2008).

Perante o exposto, o objetivo deste presente trabalho foi desenvolver sucos
probioticos e fermentados de manga, avaliando os efeitos da adicao inulina e xilitol na

sobrevivéncia de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 durante estoque refrigerado.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adicao de inulina e xilitol durante estoque refrigerado do suco

probiotico e fermentado de manga (Mangifera indica L.).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir suco probiético de manga, fermentado por Lacticaseibacillus rhamnosus
ATCC 7469;

e Elaborar sucos simbioticos, pela adicao de inulina apos a fermentacao;

e Adicionar xilitol aos sucos e armazenar sob refrigeracéo;

e Determinar a viabilidade celular, bem como o pH dos sucos probiéticos e fermentados,
durante o estoque refrigerado;

e Determinar a sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 nos sucos com e sem adi¢ao
de inulina e/ou xilitol;

e Avaliar os efeitos das variagcdes das concentracbes de inulina e xilitol sobre a

sobrevivéncia de L. rhamnosus, a partir da aplicacdo de um planejamento fatorial.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PROBIOTICOS

O termo probiotico é derivado de uma palavra grega que significa “para vida”,
usado para definir organismos ndo patogénicos e seus efeitos benéficos no hospedeiro
(PANDEY et al., 2015). Elie Metchnikoff caracterizou os probioticos por volta do ano de
1900, quando percebeu que a vida longa e saudavel dos camponeses bulgaros era o
resultado do consumo de produtos lacteos fermentados (TRIPATHI e GIRI, 2014).

Ao longo dos anos, diversos conceitos probioticos foram desenvolvidos. No
entanto, atualmente ha uma definicdo aceita internacionalmente, que classifica os
probidticos como microrganismos ndo-patogénicos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2001;
HILL et al., 2014).

Os microrganismos probioticos pertencem a diversos géneros, tanto de bactérias
quanto de leveduras, sendo as bactérias acido laticas, as mais utilizadas e conhecidas,
por afetar beneficamente a salde dos hospedeiros. Como muitas bactérias podem ter
um impacto no equilibrio microbiano do intestino, apenas as espécies e cepas de
bactérias com efeitos positivos confirmados no hospedeiro podem ser selecionadas como
probidticos, sendo as espécies mais encontradas nos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus e Enterococcus (ZUNTAR et al., 2020).

As bactérias acido-laticas (BALs) sdo um grupo de microrganismos Gram-positivo,
catalase negativa, produtores de acido latico como produto da fermentacdo primaria, com
morfologia de cocos ou bastdes, ndo formadores de esporos, sem motilidade, anaerdbios
facultativos ou microaerdfilos e tolerantes a acidos (HUANG et al., 2018; PEREIRA,
SANTANA e SANTOS, 2020).

As BALs estdo entre os microrganismos probiéticos mais importantes na producao
de alimentos fermentados e, geralmente, estdo associadas ao trato gastrointestinal
humano (BURULEANU et al.,, 2013), onde podem desempenhar diversos efeitos
benéficos. Os beneficios dos probidticos a saude humana tém sido investigados e
incluem: aumento das funcdes da barreira intestinal, producdo de substancias

antimicrobianas, competicdo por nutrientes, aumento da resisténcia a patdégenos e da
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imunidade, inibicdo da adeséo de patdgenos na mucosa intestinal, modulacdo da flora
intestinal e efeito anticarcinogénico (BAJAJ et al., 2015; SALAS-JARA et al., 2016).
Outras fungBes metabdlicas e fisiologicas estdo associadas ao consumo regular de
probiéticos, como por exemplo: aumento da digestado da lactose e regulacdo da funcéo
intestinal (COSTA et al., 2013).

Dentre as bactérias acido-laticas, o género Lactobacillus se destaca como o grupo
de bactérias probidticas mais usado na producao de alimentos funcionais (BUJNA et al.,
2017), visto que, € o maior género dentro do grupo de bactérias &cido laticas com mais
de 220 espécies validadas (SEDDIK et al., 2017), e em termos de robustez, séo
geralmente mais fortes que outras bactérias (TRIPATHI e GIRI, 2014).

No mundo todo a venda de produtos contendo probiéticos cresceu amplamente e
deve aumentar mais ainda, rendendo quase 20 bilhdes de ddlares para este setor
alimenticio até 2023 (TRUSH et al., 2020). No Brasil, o consumo de probioticos
representa 52% de todo o consumo no mercado latino-americano (GRUPO KERRY,
2018). Os probidticos sdo empregados principalmente para fermentar alimentos que sé&o
consumidos em uma dieta usual, como sucos de frutas, iogurtes, queijos, sorvetes, leites
e carnes. Além disso, podem aumentar o valor nutricional dos alimentos (ZUNTAR et al.,
2020).

Para a incorporacdo dos probidticos aos alimentos € necessario que a cepa
probiética possua propriedades tecnoldgicas adequada para resistir e sobreviver as
condicbes durante a elaboracdo, processamento, armazenamento e transporte dos
produtos alimenticios, além de ter um nivel de viabilidade no momento do consumo
(BAJAJ et al., 2015).

Alguns critérios foram estabelecidos como sendo “critérios desejaveis para a
selegdo de probidticos em aplicagbes comerciais”, séo eles: 1 — Critérios de Seguranca
(patogenicidade, infectividade, viruléncia e origem); 2 — Critérios Tecnoldgicos
(geneticamente  estaveis, viabilidade desejada durante processamento e
armazenamento, e boas propriedades sensoriais); 3 — Critérios Funcionais (tolerancia ao
acido gastrico, tolerancia a bile e adesdo a superficie da mucosa); 4 — Critérios

Fisiolégicos (Imunomodulacéo, atividade antagonista, antimutagenicidade, propriedades
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anticarcinogénicas e atuacdo no metabolismo do colesterol e lactose) (TRIPATHI e GIRI,
2014).

Alguns estudos nos ultimos anos vém estabelecendo diversos outros critérios,
exigéncias e definicbes para assegurar o uso, certificacdo e aplicacdo de probioticos,
mas, € importante ressaltar que a devida comprovacdo e investigacdo dos efeitos
positivos e negativos dos probioticos, devem ser feitas a partir de estudos e evidéncias
cientificas. No Brasil, a ANVISA aprovou o regulamento técnico de alimentos funcionais
pela Resolugdo RDC n° 2, 07 de janeiro de 2002, que aprova o uso de probidticos
isolados com alegacéao de propriedades funcional e ou de satude (ANVISA, 2002a).

Para exercer efeitos benéficos a saude do hospedeiro, 0s microrganismos
probiéticos devem manter um nivel terapéutico minimo de viabilidade, cerca de 6 a 7 Log
UFC/mL por grama de alimento carreador, no momento do consumo, além de possuir a
capacidade de tolerar as condi¢cdes gastrointestinais (TRIPATHI e GIRI, 2014;
RANADHEERA et al.,, 2017). De maneira diferente, outros autores afirmam que a
quantidade de probidticos necessaria para exercer efeitos benéficos ao hospedeiro deve
ser de 8 a 9 Log UFC/mL (RAMOS et al., 2017). No entanto, essa quantidade de
probioticos requerida, pode variar de espécie para espécie, e até mesmo, de linhagem
para linhagem de uma mesma espécie (BARBOSA e GALLINA, 2017).

Na RDC n° 241, de 26 de julho de 2018, a ANVISA dispde sobre o0s requisitos para
a comprovacao da seguranca e dos beneficios a salde dos probiéticos para uso em
alimentos, na qual se enquadra alguns microrganismos aprovados no ambito do registro
de produtos ou como ingredientes, dentre 0s quais esta a espécie Lacticaseibacillus
rhamnosus ATCC 7469 (ANVISA, 2018).

3.1.1 Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469

Encontrados naturalmente em alimentos fermentados tradicionais, os lactobacilos
sao mais resistentes ao baixo pH e apresentam adaptacdo ao leite e outros substratos
alimentares (TRIPATHI e GIRI, 2014). A alta demanda dos consumidores por produtos
probidticos tem aumentado, e numerosas espécies de bactérias acido laticas tém sido

usadas em polpas de frutas para produzir bebidas probiéticas (KIM et al., 2012; FARIAS
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et al., 2016, SANTOS et al.,, 2017; ANDRADE et al., 2019, BARROS et al., 2021,
MENDES et al., 2021).

Proposto em 1901, o género Lactobacillus tem se expandido até abranger 261
espécies, na qual resultou no aumento da heterogeneidade entre as espécies
pertencentes ao género, tanto em aspectos genotipicos, fenotipicos e ecologicos
(ZHENG et a., 2020). De acordo com Buriti e Saad, (2007), a divisdo classica dos
lactobacilos é baseada em suas caracteristicas fermentativas, podendo ser: 1 -
obrigatoriamente homofermentativos; 2 — obrigatoriamente heterofermentativos; e 3 —
facultativamente heterofermentativos. Lacticaseibacillus rhamnosus, € um microrganismo
facultativamente heterofermentativo, sendo usado pela primeira vez nos estudos em
1990, no qual foi considerado benéfico a saude das criancas (NASEF et al., 2020).

No entanto, recentemente, a partir da aplicacédo de diversas técnicas, a fim de se
manter agrupados 0s organismos com maior afinidade, ficou comprovada a necessidade
de realizar uma nova organizacdo taxondmica, a qual reclassificou alguns
microrganismos, dentre eles o Lactobacillus rhamnosus, que na nomenclatura atual foi
renomeado para Lacticaseibacillus rhamnosus (ZHENG et al., 2020).

Lactobacillus € um género composto de microrganismos nutricionalmente
fastidiosos, com sua viabilidade e crescimento influenciado por fatores como formulacéo
do meio, pH, temperatura e concentracdo de indculo (CHANG e LIEW, 2012; FARIAS et
al., 2016). A maioria das espécies do género Lactobacillus ndo fermentam pentoses e
nenhum dos organismos codifica genes para a via pentose-fosfato ou a enzima PFL —
piruvato formato-liase (ZHENG et al., 2020).

No quadro 1 estdo apresentados os microrganismos aprovados no ambito do
registro de produtos ou como ingredientes funcionais, apds a publicacdo da Resolucdo
RDC n° 241, de 2018, com as respectivas nomenclaturas atuais (ANVISA, 2021).
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Quadro 1. Nomenclatura antiga e atual de algumas espécies do género Lactobacillus sp.

NOMECLATURA ANTIGA NOMECLATURA ATUAL
Lactobacillus acidophillus Sem alteracdo

Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus corynniformis Loigolactobacillus coryniformis
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum
Lactobacillus gassevi Sem alteragdo

Lactobacillus helveticus Sem alteracao

Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus

Fonte: Adaptado de (https://www.gov.br/anvisa/pt-br/centraisdeconteudo/publicacoes/alimentos/per

guntas-e-respostas-arquivos/Altera cao-taxonomica-de-linhagens-lactobacillus_1a-versao.pdf)

A espécie L. rhamnosus possui um estilo de vida ndmade e foi isolada de uma
ampla gama de habitats, incluindo produtos lacteos, carnes fermentadas, peixes,
vegetais e cereais, esgoto, humanos (oral, vaginal e intestinal), hospedeiros
invertebrados e fontes clinicas (ZHENG et al., 2020). Esta espécie cresce em uma
temperatura que varia de 15 a 45 °C, produz o isdbmero do acido L-latico e fermenta
carboidratos como arabinose, celobiose, esculina, ribose, sorbitol e sacarose (IBRAHIM,
2016). Além dessas caracteristicas, L. rhamnosus pode tolerar alta acidez e sais biliares,
altas concentragcdes de sacarose, suportar temperaturas tdo altas quanto 55 °C
(MATHIPA-MDAKANE e THANTSHA, 2022) e melhora a resposta imune e o catabolismo
do triptofano (MINDUS et al., 2021).

Alguns lactobacilos sdo conhecidos como microrganismos probidticos que
exercem diversos efeitos benéficos, promovendo a salude do hospedeiro, como resultado

de um efeito combinado de acidificagdo do ambiente local e exclusdo competitiva


https://www.gov.br/anvisa/pt-br/centraisdeconteudo/publicacoes/alimentos/perguntas-e-respostas-arquivos/Altera%20cao-taxonomica-de-linhagens-lactobacillus_1a-versao.pdf
https://www.gov.br/anvisa/pt-br/centraisdeconteudo/publicacoes/alimentos/perguntas-e-respostas-arquivos/Altera%20cao-taxonomica-de-linhagens-lactobacillus_1a-versao.pdf
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(POLAK-BERECKA et al., 2014). L. rhamnosus por exemplo, apresenta eficacia em
aderir-se a camada epitelial intestinal, inibindo o crescimento e aderéncia de patégenos
(MATHIPA-MDAKANE e THANTSHA, 2022) e formagao de biofilmes (SALAS-JARA et
al., 2016).

O maior desafio para as industrias de alimentos probidticos € manter a viabilidade
dos microrganismos durante as etapas de producdo e estoque dos alimentos
suplementados com a cultura probidtica. Para que L. rhamnosus cres¢ca em um meio, €
necessario cumprir alguns requisitos, como por exemplo: a presenca de vitaminas,
incluindo &cido fdlico, niacina, acido pantoténico e minerais, além da temperatura e pH
ideal (VALIK et al., 2008). Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 é considerado um
dos microrganismos probidticos mais utilizados em iogurtes, bebidas de frutas e bebida
de soja, entre outros (CHANG e LIEW, 2012).

3.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Algumas doengas como diabetes, cancer, hipertensdo e obesidade vém
aumentando nas ultimas décadas, como consequéncia de uma ma alimentacdo e modo
de vida sedentario. A dieta, a partir de uma alimentacédo saudavel, € o principal fator para
a prevencdo e promocao da saude humana, evitando e controlando essas doencas
(RAIZEL et al., 2011).

O consumo de alimentos funcionais pode se tornar uma tendéncia mundial, devido
aos beneficios que esses alimentos podem trazer aos consumidores. O desenvolvimento
de alimentos funcionais iniciou-se a partir de um programa do governo japonés, na
década de 1980, que visou gerar alimentos saudaveis e com propriedades medicinais,
visando aumentar a expectativa de vida de uma populacdo que envelhecia mais rapido
(ANJO, 2004).

Hoje em dia, os alimentos funcionais possuem diversos objetivos, que além de
satisfazer a fome e fornecer os nutrientes necessarios para o ser humano, promovem um
estado de bem-estar fisico e mental, melhorando a saude, prevenindo e reduzindo
doencas relacionadas a nutricdo (PERRICONE et al., 2015). Os exemplos mais bem

conhecidos de alimentos funcionais sdo aqueles que contém ou sdo preparados com
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diferentes compostos bioativos e/ou ingredientes funcionais (PERRICONE et al., 2015),
em especial fibras alimentares e probidticos (MORAES e COLLA, 2006).

Os alimentos funcionais, segundo Roberfroid (2002), devem se enquadrar em uma
das seguintes condic¢des: alimento natural; que um componente tenha sido adicionado;
gue um componente tenha sido removido; onde a natureza de um ou mais componentes
tenha sido modificada, ou ainda; formado pela combinacdo de quaisquer alternativas
anteriormente citadas. Hoje em dia, esses produtos estdo presentes em varios paises,
adequados em suas legislacdes especificas.

No Brasil, as regras foram instituidas a partir de 1999. A legislacéo brasileira, sob
a responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), define a

alegacéao de propriedade funcional ou de saude, como sendo:

O alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saude pode,
além de fun¢des nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente, produzir
efeitos metabdlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a salude, devendo ser
seguro para consumo sem supervisdo médica (ANVISA, 1999).

Entretanto, vale salientar, que os alimentos funcionais ndo podem ser descritos ou
mencionados como alimentos que curam ou como drogas. De acordo com a ANVISA,
esta proibida qualquer alegacdo que indique que o produto possui propriedades
medicinais ou terapéuticas, como também, esta proibido o aconselhamento do seu
consumo como estimulante, para melhorar a saude, prevenir doencas ou acao curativa
(ANVISA, 2002b).

Com base no exposto acima, alinhados em uma so6 vertente, a maior perspectiva
de vida, maior conscientizacdo da populacdo sobre o consumo de alimentos funcionais,
em especial os alimentos probiodticos, maior aceitacdo dos novos produtos e maior poder
aquisitivo, sdo fatores que tém contribuido muito para o desenvolvimento de novos

insumos.

3.2.1 Manga (Mangifera indica L.)

O consumo de frutas tem aumentado nos ultimos anos, em decorréncia da maior
consciéncia dos consumidores sobre a importancia da escolha de alternativas saudaveis
para reducao de doengas e melhoramento da qualidade de vida (FARAONI et al., 2012).

As frutas sdo alimentos saudaveis e os seus efeitos benéficos estao relacionados ao seu
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alto conteudo de nutrientes, podendo ser consumidas por pessoas de todas as idades e
classes.

Além de contribuir na promogé&o e manutencdo da salde humana, as frutas podem
aumentar a perspectiva de vida, pois séo fontes importantes de vitaminas e minerais que
ajudam no controle metabdlico e na reducdo de radicais livres que aceleram o
envelhecimento e prejudicam a longevidade (SOARES e JOSE, 2013).

A manga (Mangiferaindica L.) pertencente a familia Anacardiaceae, € considerada
a rainha das frutas e uma das mais populares frutas das regides tropicais (ABBASI et al.,
2015; MEGHA et al., 2022). A mangueira € uma arvore gque possui alta capacidade
adaptativa em regides tropicais e subtropicais, facilitando assim a sua dispersédo e
consumo (NETO e CUNHA, 2000; GUPTA et al., 2022). Esta fruta € uma das mais
procuradas no mundo, podendo ser consumida in hatura ou como polpas simples, sucos,
sorvetes, geleias e compotas (FONSECA et al., 2006), a partir de métodos de
conservacao que foram desenvolvidos para aumentar a oferta das frutas.

O Brasil € um dos dez maiores produtores de manga do mundo, possuindo uma
producdo maior que 1 milhdo de toneladas por ano, sendo a maior parte desta producéo
concentrada na regido nordeste. No Brasil, o estado da Bahia e Pernambuco sdo os
maiores produtores de manga no pais. De acordo com o censo realizado pelo IBGE em
2020, a manga foi a espécie de maior valor econdbmico da familia Anacardiaceae,
ultrapassando uma producao de 1,5 milh&o de toneladas e rendendo mais de 1,7 milhdo
de reais para o pais (IBGE, 2020).

Dentre os subprodutos elaborados a partir da manga, a polpa é um dos mais
procurados, pois é uma excelente fonte para a producéo de bebidas funcionais, contendo
vitamina C, carotenoides (SOARES e JOSE, 2013; OLIVEIRA et al., 2020), vitaminas do
complexo B, como B1, B3, B5, B6 (BRAGA et al., 2019), aléem de atuarem como 6timo
meio carreador de probiéticos (ACEVEDO-MARTINEZ et al., 2018). Além disso, ndo
possuem proteinas alérgicas e sdo uma escolha saudavel em relacdo aos produtos
lacteos para adicéo de probioticos (ADEBAYO-TAYO et al., 2021).

A manga apresenta diversos compostos bioativos como &cidos fendlicos,
galotaninos, flavonoides, catequinas, benzofenonas, carotendides, tocoferdis e

xantonoides, que podem atuar com efeitos fitoterapicos (GUPTA et al., 2022). Segundo
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Abbasi et al, (2015), os compostos polifenolicos sdo importantes agentes antirradicais,
antimutagénicos e anticarcinogénicos, capazes de atuar na reducdo de doencas
cronicas. A atuacdo desses compostos na reducdo do risco de doencas crénicas esta
relacionada a sua efetividade, seguranca e presenca de grupos hidroxila.

A composicao quimica de Mangifera indica pode variar de acordo com a cultivar,
aplicacdo de agrotoxicos, estagio de maturacdo (ALANON et al., 2019), local de
producédo, condi¢bes climaticas e estagio de maturacdo (GUPTA et al., 2022). Em seu
estudo, Gupta et al. (2022), reuniu dados de diversos artigos sobre a composi¢ao quimica
da manga e, segundo os autores, a polpa de manga pode conter cerca de 0,36-0,40 g de
proteinas, 0,30-0,53 g de lipideos, 16-18 g de carboidratos, 0,8-1,0 g de fibras dietéticas
e 13-92 mg de Vitamina C.

Deste modo, devido a versatilidade e potencial desta fruta para a producédo de
alimentos, a manga se mostra uma excelente opcdo para a producdo de bebidas
probiodticas fermentadas, pois, como mencionado anteriormente, possui composi¢cao

nutricional e quimica adequadas para a adequacéao de probidticos.

3.2.2 Bebidas probioticas fermentadas a base de frutas

O processo de fermentacéo de alimentos vem sendo utilizado desde os tempos
antigos com objetivo principal a preservacéo dos alimentos, além de oferecer diferenciais
no sabor, aroma, textura e reduzir o pH, impedindo a contaminacdo por patégenos
(SWAIN et al.,, 2014). A fermentacdo é uma etapa essencial para a adequacédo do
probidtico ao meio e melhorar o seu crescimento nas bebidas a base de frutas (SILVA e
ANDRADE, 2021), além disso, pode simplificar a tecnologia de producao e reduzir custos
em comparacao com os alimentos nao fermentados (DIMITROVSKI et al., 2015).

Segundo Worku et al. (2019), alimentos probidticos representam cerca de 60-70%
dos alimentos funcionais, ou seja, este alto indice de consumo e procura por alimentos
contendo bactérias benéficas, fortalece o mercado e a industria alimenticia, ampliando a
acessibilidade a esses alimentos. Ainda mais, as bebidas que contém probidticos fazem
parte da categoria mais ativa de alimentos probiéticos, devido ao aumento da demanda

dos consumidores (BARBOSA e GALLINA, 2017). No entanto, geralmente na producao
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de alimentos probioticos fermentados, 0s microrganismos sao incorporados em
compostos lacteos, como leites, queijos, iogurtes, entre outros.

Para tal, a utilizacdo de meios ndo-lacteos, como os sucos de frutas, é uma
alternativa para que as pessoas com intolerancias e/ou restricbes possam obter os
beneficios desses alimentos e de seus constituintes, sem apresentar reacdes alérgicas
aos alimentos. O desenvolvimento de bebidas fermentadas a base de frutas pode ser a
proxima categoria de alimentos em que as bactérias probidticas deixardo sua marca, visto
que muitos paises tém conduzido pesquisas e desenvolvendo bebidas probidticas
fermentadas com diversas linhagens probidticas e de diversas origens, especialmente
frutas e vegetais (CHEN et al., 2018).

As frutas sdo tdo essenciais para a dieta humana quanto para os probioticos, pois
elas apresentam altas concentracdes de acucares, no qual sdo requeridas para o
crescimento dos microrganismos (COSTA et al., 2013; WORKU et al., 2019). De acordo
com Bernal-Castro et al. (2019), as bebidas a base de frutas séo excelentes meios para
suplementacdo com uma grande diversidade de ingredientes funcionais, tais como
probidticos e prebidticos.

Os sucos de frutas sdo frequentemente complementados com ingredientes
eliminadores de oxigénio, como o0 acido ascorbico, promovendo assim condicfes
anaerobicas que facilitam a adicdo dos probidticos nos sucos (KUMAR et al., 2015).
Entretanto, vale salientar, que no suco de manga nao se faz necesséaria a adicao de
compostos antioxidantes, devido a sua alta concentracdo de carotendides, compostos
fendlicos, vitaminas A e C, que possuem propriedades antioxidantes (REDDY et al., 2015;
ACEVEDO-MARTINEZ et al., 2018).

Contudo, o desenvolvimento de bebidas probiéticas fermentadas a base de frutas
pode ser um pouco desafiador, mesmo que essas possuam excelentes propriedades
nutricionais e quimicas. Segundo Perricone et al. (2015), diversos parametros, como: pH,
alta concentracdo de &cidos e oxigénio dissolvido, temperatura de incubacédo e de
armazenamento, materiais das embalagens, cepa microbiana utilizada e proporcao de
indculo, podem influenciar na estabilidade e qualidade dos alimentos, tdo quanto na

sobrevivéncia dos microrganismos.



28

Diante do exposto, metodologias e estratégias podem ser utilizadas, a fim de
melhorar a estabilidade dos microrganismos e a qualidade das bebidas probidticas
fermentadas desde a producdo e armazenamento até o consumo. Alguns estudos
publicados nos ultimos anos buscaram desenvolver sucos de frutas probidticos que
contivessem boas atribui¢cdes nutricionais e sensoriais, obtendo bons resultados (FARIAS
et al., 2016; ACEVEDO-MARTINEZ et al., 2018; KHEZRI et al., 2018; ANDRADE et al.,
2019; BARROS et al., 2021; SANTOS et al., 2022).

3.2.3 Xilitol

Cada vez mais tem sido impulsionada a producdo de alimentos que néo
contenham ingredientes prejudiciais & saude humana, devido as mudancas no estilo de
vida e maior conscientizacdo dos consumidores. No entanto, o consumo de alimentos
ricos em acucares € um dos principais fatores para o aumento de obesidade e diabetes
mellitus (BORDIER, et al., 2022).

Nesse sentido, 0 uso de adocgantes de baixo valor cal6rico, baixo indice glicémico
e alto nivel de docgura, pode ser uma alternativa promissora na formulacdo de novos
alimentos de carater funcional que visam melhorar a saude dos consumidores. Para
tanto, o xilitol se torna uma excelente opcao, pois € um edulcorante que pode facilmente
substituir a sacarose por apresentar sabor doce.

O xilitol € um poliol (acucar-alcool) de cinco carbonos (CsH120s) com massa molar
de 152,15 g/mol (BORDIER et al., 2022), que pode ser encontrado naturalmente em
frutas e vegetais (SANTOS et al., 2022). O xilitol vem sendo amplamente usado nas
industrias de alimentos, pois apresenta 2,4 kcal/g (MOHAMAD et al., 2015), enquanto
que a sacarose apresenta 4,0 kcal/g, isto significa que a utilizacéo do xilitol pode resultar
numa diminuicdo de 40% do valor calérico do alimento ao qual é adicionado (DOSSIE
EDULCORANTES, 2013). No entanto, o xilitol ndo é absorvido completamente, mas
guando ingerido além de gerar uma sensacao de saciedade, pode ser fermentado por
bactérias presentes no célon (MEYER-GERSPACH et al., 2021).

No Brasil, o uso do xilitol foi regulamentado pela Resolu¢gdo RDC n° 18, de 24 de

marco de 2008, regulamento esse que autoriza 0 uso de aditivos edulcorantes em
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alimentos. Este aditivo edulcorante é capaz de adocar o alimento, uma vez que este nao
afeta a identidade e a genuinidade dos alimentos. Ainda mais, o xilitol pode ser usado em
alimentos e bebidas para controle do peso corporal, controle da ingestdo de acucares,
restricdo do consumo de acgucares ou complementacgdo nutricional, devendo ser usado
na quantidade necessaria para se obter o efeito desejado “quantum satis” (ANVISA,
2008).

Entretanto, vale salientar, que quando ingerido em quantidades elevadas, o xilitol
pode ocasionar em problemas intestinais, produzindo efeito laxativo (MUSSATO e
ROBERTO, 2002). No organismo humano, cerca de 5 a 15 gramas de xilitol sao
formadas, porém, doses superiores a 30 g/dia podem causar diarreia em adultos que o
utilizam pela primeira vez, apesar do aparelho digestivo tolerar até 200 g a 300 g por dia,
quando ja é acostumado.

Além de ser utilizado como ingrediente alimentar, o xilitol possui varias aplicacées
clinicas, sendo indicado para tratar diabetes devido ao seu metabolismo independente
da insulina, desordem no metabolismo de lipideos, lesbes renais e parenterais
(MUSSATTO e ROBERTO, 2002), além de estar presente em alimentos direcionados
para obesos e pessoas preocupadas em manter uma boa satude. Segundo Mohamad et
al. (2015), o beneficio mais importante do xilitol € suas propriedades anticariogénicas,
ajudando na reducéo de caries e formacao de placas dentarias.

Em seu estudo, Grembecka (2015), destacou o xilitol como um composto que
aumenta a producao de saliva, melhora o odor do halito, reduz infec¢Bes na boca, possui
baixas calorias e indice glicémico, diminui a concentragéo de acidos graxos livres e ajuda
a manter a funcéo intestinal saudavel através da inibicdo do crescimento de leveduras.

Portanto, observa-se que a utilizacdo do xilitol na producédo de alimentos e
bebidas, € uma alternativa bastante promissora, mas pouco explorada, sendo
necessarios mais estudos voltados para a utilizacdo de xilitol em alimentos, em especial,

0S que contém probidticos.
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3.2.4 Inulina

Os prebitticos sdo compostos que agregam valor nutricional ao alimento e fun¢des
fisiologicas para o hospedeiro. Estes compostos séo ingredientes alimentares dietéticos
nao digeriveis que ao passarem pelo célon, beneficiam o hospedeiro ao estimular
seletivamente o crescimento e atividade das bactérias benéficas in situ (NAZZARO et al.,
2008).

A inulina, um dos prebi6ticos mais conhecidos, é um polissacarideo soluvel da
familia dos frutanos, do tipo | Glicose a1-2 [B Frutose 1-9], podendo ser encontrada em
diversas espécies de plantas, na qual se destaca, a raiz da chicéria (Cichorium intybus),
a maior fonte vegetal deste prebiotico (ADITIVOS e INGREDIENTES, 2018; RUBEL et
al., 2021). Além da raiz da chicoria, a inulina esta presente no alho, tomate, cebola,
banana, alcachofra, centeio, cevada, trigo, mel e na cerveja (ANJO, 2004).

Os frutanos do tipo inulina sdo os Unicos prebidticos que possui comprovacao
cientifica quanto a resisténcia a acidez gastrica, a hidrélise pelas enzimas
gastrointestinais e & absorcéo gastrointestinal (CAPRILES e AREAS, 2012), podendo
exercer efeitos fisioldgicos benéficos (RUBEL et al., 2021). Além dessas propriedades, a
inulina pode ser fermentada pelas bactérias benéficas do intestino, estimulando
seletivamente o crescimento e atividade desses microrganismos.

Com grau de polimerizagdo de 2 até 60 unidade de mondmeros, a inulina é
formada por varias unidades de frutose ligadas por ligagdes B-(2-1) frutosil-frutose
(DRABINSKA et al., 2018). A configuracéo B é responsavel pela resisténcia do prebiético
a atividade hidrolitica das enzimas no trato digestivo superior humano (MORREALE et
al., 2019), ficando disponiveis para fermentacdo da microflora, e assim, aumentam o
poder de acéo desses microrganismos (NAZZARO et al., 2012; ALIZADEH et al., 2020).

A acdo dos prebidticos se da por meio da estimulacéo do crescimento ou atividade
das bactérias benéficas intestinais (SOUZA et al., 2010), em especial, os lactobacilos e
as bifidobactérias (GUIMARAES et al., 2020). Nos alimentos, a presenca das fibras
alimentares como a inulina € crucial para empregar maior funcionalidade aos produtos

gue chegam nas mesas dos consumidores.
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Os prebidticos, como a inulina, sdo compostos fundamentais para a industria
alimenticia, pois, apresentam caracteristicas emulsificantes, estabilizantes, gelificantes e
edulcorantes, favorecendo a sua utilizagdo como substituto de gorduras e agucares
(FIGUEROA, 2017). Na literatura, ha diversos trabalhos que ao utilizar a inulina como
aditivo em sucos probidticos fermentados de frutas, mencionam o seu potencial prebiotico
sobre as bactérias probidticas e melhoria nas caracteristicas sensoriais dos alimentos
(AMANDA e CHOO, 2018; ANDRADE et al., 2019).

Segundo a ANVISA (2016), a inulina pode ser utilizada na producgéo de alimentos,
desde que, o produto forneca no minimo 5 g de inulina. Contudo, o consumo de inulina
nao pode exceder o valor de 30 g, uma vez que, 0 consumo deste produto em
concentracdes elevadas, pode trazer risco a saude e ao bem estar dos consumidores.
Altas doses de fibras dietéticas podem causar desconforto ou flatuléncia devido a
formacdo de gases como resultado da fermentacdo microbiana no intestino (RUBEL et
al., 2021).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MICRORGANISMO

A cultura comercial de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 foi adquirida da
Plast Labor (Rio de Janeiro, Brasil) e foi preservada em glicerol a 10 % (v/v) (CHANG e
LIEW, 2012) no Laborat6rio de Bioprocessos e Bioprodutos da Universidade Federal de
Pernambuco (LABBIO — UFPE). A reativagcdo do microrganismo ocorreu pela adicdo de
2 mL da suspenséo de L. rhamnosus ATCC 7469 em 50 mL de meio seletivo para
Lactobacillus (MRS — MAN, ROGOSA e SHARPE) durante 24 horas a 37 °C em estufa
para cultura bacterioldgica (LABOR).

4.2 POLPA DE MANGA

A polpa de Manga (Mangifera indica L.) da marca Santa Amélia foi adquirida em
comércio local e foi armazenada a - 20 °C em freezer (Electrolux, FE 22) até posterior
uso. Ao longo do processo de producdo das bebidas, observou-se o prazo de validade

para o uso correto do produto.

4.3 PRODUCAO DO SUCO PROBIOTICO FERMENTADO DE MANGA

Para a elaboracdo do suco probidtico de manga, foram utilizados 55 % V/V de
polpa de manga. Apos a diluicdo em agua destilada, o pH da bebida (3,4 — 3,7) foi
ajustado para 6,0 com NaOH 2M, seguindo para o processo de pasteurizacdo lenta a 67
°C + 2 °C por 35 minutos, com subsequente choque térmico em banho com gelo por 5
minutos (FELLOWS, 2009; FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017).

A fermentacado de todos os sucos foi conduzida em Erlenmeyer de 125 mL, com
cada frasco contendo 45 mL de suco de manga pasteurizado. Todos sucos foram
inoculados com 10% (V/V) de suspenséo bacteriana de L. rhamnosus ATCC 7469 e
posteriormente tamponados com algodéo e incubados em estufa bacteriologica (LABOR)
a 37°C por 24 horas (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma de elaboracéo das bebidas probiéticas fermentadas de manga.

Elaboragéo das bebidas Ajuste do pH para 6 Pasteurizagéo Adig&o do probiotico
(55% (viv) de polpa) (NaOH 2M) (67 °C por 35 min) 10% (viv)
Armazenamento . - . Fermentagéo
(45C) Adicdo de inulina e xilitol (37 °C por 24h)

Fonte: Autor (2022).

4.4 CONDICOES DE ESTOQUE REFRIGERADO

Apos o periodo de fermentacdo, os sucos foram prontamente adicionados de
inulina e xilitol para avaliar a influéncia desses aditivos durante o estudo de vida de
prateleira. A concentracdo de inulina foi selecionada a partir do trabalho realizado por
Andrade et al. (2019). A concentragdo de xilitol foi selecionada com base no estudo
realizado por Santos et al., (2017). A inulina e o xilitol foram adquiridos da empresa
ROVAL na cidade do Recife — PE.

O estudo da influéncia da inulina e xilitol na sobrevivéncia da linhagem probiética
foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa, foram realizados quatro ensaios (Tabela
1): suco controle sem adic&o de inulina ou xilitol (SC); suco com adi¢do apenas de inulina
(SI) ou de xilitol (SX); suco com adicdo de ambos (SIX). Apds a adicdo dos ingredientes
funcionais, as bebidas probidticas fermentadas de manga foram armazenadas em
frascos de vidro tamponados e mantidos sob refrigeracéo a 4°C por até 60 dias. Durante
o periodo de armazenamento, 0os sucos foram analisados quanto a viabilidade celular e
pH. A partir da andlise da viabilidade foi calculada a sobrevivéncia do probidtico ao

estoque refrigerado.



Tabela 1. Concentrag¢des de inulina e xilitol adicionadas aos sucos probiéticos fermentados.

Ensaios Inulina (g/L)  Xilitol (g/L)
SC 0 0
Sl 5 0
SX 0 10
SIX 5 10

Fonte: O Autor (2022).
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Na segunda etapa do estudo foi aplicado um planejamento fatorial 22 com duas

foi calculada.

(SIX2).
Ensaios Inulina (g/L) Xilitol (g/L)
E1l 2 5
E2 5 5
E3 2 10
E4 5 10

ES 3,5 7,5

replicatas no ponto central para avaliar a variagdo das concentracfes de inulina e xilitol
(Tabela 2). Como na primeira etapa, ap6s a fermentacéo, foram adicionados inulina e
xilitol (SIX2). Os sucos probitdticos e fermentados, acrescidos dos aditivos foram
armazenados por 28 dias sob refrigeracdo (4 °C). Nesta etapa, também foram analisados

a viabilidade celular e o pH. A sobrevivéncia do microrganismo durante o estoque também

Tabela 2. Concentrac¢des de inulina e xilitol utilizadas na elaboracao dos sucos simbiéticos fermentados
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EG6 3,5 7,5

Fonte: O Autor (2022).
4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Analise da Viabilidade Celular

A determinacédo da viabilidade celular para os sucos elaborados na primeira etapa
foi realizada nos intervalos de 0, 15, 30, 45 e 60 dias de estoque. Na segunda etapa do
estudo, a viabilidade celular de L. rhamnosus foi determinada com 0 e 28 dias de estoque
refrigerado.

A viabilidade celular foi expressa em Log UFC/mL (Unidade Formadora de Col6nia
por mililitro), e foi determinada em triplicata através de diluicbes seriadas e técnica de
espalhamento de 0,1 mL de cada amostra diluida em placas de Petri contendo MRS Agar.
As placas de Petri foram incubadas em estufa bacteriolégica (Labor) a 37°C por 48 horas.
ApOs o periodo de incubacéo foi contado o nimero de colbnias viaveis em contador de
colénias manual (PHOENIX CP 602).

4.5.2 Determinacéo do pH

A determinacédo do pH foi realizada utilizando-se potenciémetro digital (JENWAY
3510, Meter). Antes de realizar qualquer andlise, o potencidmetro foi calibrado com
solugdes tampéo (Buffer) de pH 7,0 = 0,02 e solucdo tampéo (Buffer) de pH 4 + 0,02.

4.5.3 Determinacédo da Sobrevivéncia

A determinacdo da sobrevivéncia bacteriana foi realizada utilizando-se as
viabilidades iniciais (Vi) e finais (Vr) do microrganismo nos sucos probioticos e

fermentados de manga sob refrigeracéo (Eq. 1).

§ =Lx100 (Eq. 1)

14

S = Sobrevivéncia (%);
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Vs = Viabilidade Final (Log UFC/mL);
Vi = Viabilidade inicial (Log UFC/mL)

4.5.4 Tratamentos dos dados

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, com excec¢édo dos ensaios do
ponto central da segunda etapa do estudo, que foram em duplicata. As médias, desvios
padrdo e coeficientes de variacdo foram determinados no Excel, como também, foi
utilizado para a construcdo dos graficos e tabelas. As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o Software Statistica 7.0.
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5 RESULTADOS
5.1 INFLUENCIA DA ADICAO DE INULINA E XILITOL NO SUCO PROBIOTICO
FERMENTADO DE MANGA

A viabilidade de L. rhamnosus em suco fermentado de manga sem nenhum aditivo
foi cerca de 8,2 Log UFC/mL, com uma produtividade celular média de 0,10 Log
UFC/mL.h, com 24 horas de fermentacéo.

A Figura 2 apresenta o estudo cinético da viabilidade, das quatro formulagdes,

obtidas pela adicao de inulina (SI), xilitol (SX), ambos (SIX) ou ainda sem aditivos (SC).

Figura 2. Viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469 nos sucos fermentados de manga durante estoque

refrigerado.
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Fonte: O Autor (2022).

Com base na Figura 2, ap6s 60 dias, a viabilidade final foi maior do que 7 Log
UFC/mL para as condi¢gboes SC, SX e SIX, e de 9 Log UFC/mL para a condi¢ao Sl.

A Figura 3 apresenta os valores da sobrevivéncia de L. rhamnosus nas quatro
formulagcbes de suco probiodtico fermentado de manga durante 60 dias de estoque
refrigerado.



Figura 3. Sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 durante estoque refrigerado das quatro

formulacdes.
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Fonte: O Autor (2022).
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Todas as condi¢cdes apresentaram sobrevivéncias acima de 80%, apds o periodo

de estoque refrigerado. Os valores de pH das quatro formulacdes (SC, SI, SX e SIX)

durante 60 dias de armazenamento estdo apresentados na Figura 4.

Figura 4. Perfil de pH para os sucos probiéticos fermentados de manga estoque refrigerado.
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Fonte: O Autor (2022).

O pH variou entre aproximadamente 3,2 e 3,6, isto &, praticamente este parametro

manteve-se constante durante o tempo de estoque. Apés 30 dias de estoque, foi possivel
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observar uma maior variacdo nos valores de pH para as formulacfes, exceto para a

condicdo SC, que se manteve constante.

5.2 APLICACAO DO PLANEJAMENTO FATORIAL PARA AVALIAR OS EFEITOS DA
ADICAO DE INULINA E XILITOL

Os valores da viabilidade celular nos ensaios do planejamento fatorial, dos sucos
simbidticos fermentados (SIX2), no inicio e com 28 dias de estoque refrigerado, sdo

apresentados na Figura 5.

Figura 5. Viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469 nos sucos simbiéticos fermentados de manga, com 28

dias de estoque refrigerado.
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Fonte: O Autor (2022).

A viabilidade celular final de L. rhamnosus nos sucos probiéticos de manga, variou
de 8 Log UFC/mL a 9 Log UFC/mL, ap0s 28 dias de estoque.

A partir da Figura 6 é possivel observar que as sobrevivéncias de L. rhamnosus
ATCC 7469, assim como as viabilidades, foram dependentes da concentracdo dos

aditivos empregados na formulagéo dos sucos probidticos de manga (SIX2).
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Figura 6. Sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 nos sucos simbidticos fermentados, com 28 dias

de estoque refrigerado.
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Fonte: O Autor (2022).

Todos os valores de sobrevivéncia apds 28 dias de estoque, foram maiores do que
90%, independente da concentracdo dos aditivos. Os ensaios E1 e E2, apresentaram
sobrevivéncia de 91,5% e 91,7%, respectivamente. Enquanto que nos demais ensaios,
as sobrevivéncias foram de, aproximadamente, 107%.

A Figura 7 apresenta os valores de pH dos sucos simbiéticos fermentados (SIX2),

com 28 dias de estoque refrigerado.

Figura 7. Valores de pH dos sucos simbi6ticos fermentados de manga adogados com xilitol no inicio e

final do estoque refrigerado.
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Fonte: O Autor (2022).

Apesar das variaveis ndo apresentarem estatisticamente efeitos significativos,
apos aplicacédo do planejamento fatorial, observou-se uma tendéncia de manutencao da
sobrevivéncia microbiana na presenca de concentracdes de xilitol acima de 7,5 g/L. Em
contrapartida, foi observado um comportamento diferente no que diz respeito a inulina,

nao demonstrando efeitos na sobrevivéncia.
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6 DISCUSSAO

Todas as viabilidades foram maiores do que o recomendado para alimentos
probiéticos fermentados (7 Log UFC/mL), durante 60 dias de estoque, independente da
adicdo de inulina e/ou xilitol (Figura 2). Os maiores valores de viabilidade (~10 Log
UFC/mL) foram encontrados para os sucos SC (15 dias), SIX (30 dias) e Sl (45 dias),
mas em diferentes tempos de estoque. O suco apenas com adi¢cao de xilitol (SX) foi o
que apresentou, de uma forma geral, resultados menos favoraveis.

Como pode ser observado na Figura 3, houve crescimento do probidtico nas
quatro bebidas, durante algum periodo do estoque, dependendo da formulacdo. Nos
sucos SX e SIX o crescimento ocorreu em 30 dias. Enquanto que no suco controle (SC)
e no suco com adicdo apenas de inulina (Sl), houve crescimento até 15 e 45 dias de
estoque, respectivamente. Apesar dos valores de viabilidade (Figura 2) terem sido os
menores no suco SX, a Figura 3 mostra que houve crescimento nos 30 primeiros dias do
estoque.

Durante o estoque refrigerado dos sucos probiéticos fermentados, nao é esperado
gue o microrganismo probidtico apresente crescimento celular, pois, ndo € uma condicao
adequada para esse fim, uma vez que sao utilizadas baixas temperaturas. Apesar de nao
ser a condi¢cdo ideal, alguns microrganismos apresentam a capacidade de crescer e
sobreviver em temperaturas mais baixas.

Em seu trabalho, Valik et al. (2008), observaram que L. rhamnosus GG apresentou
um aumento na viabilidade de 4,93 Log UFC/mL, com uma produtividade celular de 0,5
Log UFC/d, ap6s 10 dias sob uma temperatura de 8°C. O mesmo pode ser observado no
trabalho de Matejcekova et al. (2016), no qual a linhagem probidtica utilizada apresentou
crescimento apos um periodo de 23 dias a 8°C. Neste caso, a viabilidade variou de 2,97
para 3,14 Log UFC/mL, com produtividade celular de 0,007 Log UFC/d.

A partir dos dados apresentados nesses dois estudos, nota-se que € possivel
haver crescimento microbiano durante o estoque, porém de maneira lenta. Isto pode ser
explicado observando os valores de produtividade celular dos microrganismos

apresentados acima, no qual, foram maiores do que o0s encontrados neste presente
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trabalho. Isto indica que, provavelmente, os valores encontrados no presente trabalho
foram menores, porque a temperatura também foi menor do que 8 °C.

O estoque do SC foi 0 que apresentou menor intervalo de tempo de crescimento,
isto é, a adicdo tanto de inulina, quanto de xilitol proporcionaram valores de
sobrevivéncias maiores do que 100% (Figura 3), indicando que estes aditivos
prolongaram o tempo de crescimento no estoque. Entretanto, os valores de produtividade
celular sdo, em média, bem menores do que na fermentacdo. Isso ocorre devido a
temperatura do estoque (4 °C) ser bem abaixo da temperatura 6tima de crescimento (37
°C).

A maior variacdo de pH (Figura 4) foi observada entre 15 e 30 dias, com excecao
do suco controle (SC), que apresentou maior variagdo nos primeiros 15 dias. Isso
concorda com o comportamento da viabilidade neste meio (Figura 3), isto €, houve
crescimento no mesmo periodo. Os valores encontrados neste presente estudo, estao
de acordo com aqueles encontrados para o suco de manga fermentado por L. casei
(ACEVEDO-MARTINEZ et al., 2018).

Diferente da etapa anterior, na segunda etapa do estudo da influéncia dos aditivos
na sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469, 0s sucos permaneceram por apenas 28
dias em estoque refrigerado, pois a partir dos resultados da primeira etapa do estudo, foi
visto que a viabilidade e sobrevivéncia dos microrganismos no suco SIX ficaram
constantes até os primeiros 30 dias de estoque, e que apoOs esse periodo, elas
diminuiram, considerando esse tempo como o ideal para as analises.

Quando foi aplicado o planejamento fatorial (SIX2), a viabilidade de L. rhamnosus
foi, em média, de 8,9 + 0,34 Log UFC/mL (Figura 5). Quando a concentracao de xilitol
estava em sua menor concentragéo (5 g/L), independente da concentragéo de inulina (2
g/L ou 5 g/L), nos ensaios 1 e 2, houve diminuigdo na viabilidade. Entretanto, ocorreu
aumento da viabilidade, quando foi utilizada a maior concentracao de xilitol (10 g/L), e a
concentracéo de inulina aumentou de 2 para 5 g/L (ensaios 3 e 4). Nos ensaios do ponto
central (5 e 6), isto €, para concentracdes intermediarias de inulina e xilitol, 3,5 e 7,5 g/L,
respectivamente, também ocorreu aumento da viabilidade, com 28 dias de estoque. No
geral, o microrganismo apresentou uma produtividade celular média de 0,001 Log
UFC/mL.h.
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Os resultados apresentados acima so foram possiveis, em razdo do aumento na
concentracdo de xilitol nos ensaios 3 e 4, em comparacdo aos ensaios 1 e 2. Isto €, o
aumento da concentracéo de xilitol, para ambas as concentra¢des de inulina, favoreceu
aumento e estabilidade da viabilidade microbiana durante o estoque. O mesmo foi
observado para os ensaios do ponto central.

De acordo com Kojima et al. (2015), o xilitol possui potencial para funcionar como
prebiodtico, apoiando o crescimento e manutengcdo das culturas de lactobacilos, sem
incentivar o crescimento dos microrganismos patogénicos. Schmitt et al. (2021)
mencionam em seu trabalho que, assim como a inulina, o xilitol € um prebidtico que
estimula o crescimento e metabolismo de probioticos, especialmente os lactobacilos. No
entanto, o uso de xilitol em sucos de frutas probidticos ainda é pouco explorado, sendo
necessario mais estudos que avaliem a sua influéncia em preparacdes alimenticias.

Todos os valores de sobrevivéncia foram maiores do que 90%, independente da
concentracdo de inulina e xilitol (Figura 6). Nos ensaios E1 e E2 foram observadas
menores sobrevivéncias em relacdo aos demais ensaios, cerca de 91%. Enquanto que
nos ensaios E3 e E4, assim como no ponto central (E5 e E6) as sobrevivéncias foram de
aproximadamente, 107%. Diante disso, foi observado para a sobrevivéncia, 0 mesmo
perfil de comportamento da viabilidade.

Como o aumento da concentracdo de inulina ou de xilitol ndo exerceu efeito
significativo sobre a sobrevivéncia, é possivel utilizar concentracdes de 2 a5 g/L e de 5
a 10 g/L, de inulina e xilitol, respectivamente. No entanto, altas concentra¢cbes de ambos
os aditivos podem ser toxicos e/ou prejudiciais aos microrganismos probidticos e
consumidores. Segundo Parkar et al. (2010), a adesédo de L. rhamnosus as células
epiteliais do intestino foi reduzida quando doses de inulina acima de 5 g/L foram
utilizadas. Quanto ao xilitol, altas concentracdes de xilitol (> 12%) exerceram efeito
inibitério sobre a viabilidade de L. acidophillus (SCHMITT et al., 2021).

Para humanos, ndo se recomenda consumir uma quantidade acima de 30 g/dia de
inulina ou xilitol, pois 0 consumo exagerado de ambos os aditivos pode trazer risco a
saude dos consumidores (ADITIVOS e INGREDIENTES, 2016; ANVISA, 2016).

Os ensaios 1 e 2 foram 0s que apresentaram as menores variagdes no pH (Figura

7). Nos demais ensaios, a maior variagao de pH parece estar relacionada com o aumento
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da viabilidade (Figura 5). Em média, o pH dos sucos simbidticos fermentados variou de
3,6 a 3,9, com uma variacdo meédia de 0,6%, apds 28 dias de estoque refrigerado. Mesmo
com variagOes, todos os valores de pH ao final do estoque nao foram menores do que 3,
nem superiores a 4, estando de acordo com o observado em sucos probiéticos
fermentados de frutas (PANDA et al., 2016; ANDRADE et al., 2019; SANTOS et al.,
2022).

O baixo pH tem sido citado como um dos principais fatores associados a baixa
sobrevivéncia dos probidticos nos sucos de frutas (GARCIA et al., 2018). Neste presente
trabalho, mesmo com as oscilacdes no pH, Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 foi
capaz de sobreviver em todos os sucos, com ou sem aplicagcdo de um planejamento
fatorial, durante o estoque refrigerado.

Os resultados de viabilidade celular, sobrevivéncia e pH da primeira etapa para
SIX, foram similares aos resultados do ensaio 4 da segunda etapa. A viabilidade celular
e sobrevivéncia para os dois sucos em questao, estiveram acima de 9 Log UFC/mL e
100%, respectivamente, apos cerca de 30 dias em estoque refrigerado. O aumento da
viabilidade no SIX e no ensaio 4 foi acompanhado pelo declinio do pH dos sucos, ambos
apresentando a mesma faixa de variacdo. Diante do exposto, é possivel observar que
uma maior concentracao de xilitol pareceu favorecer o crescimento de L. rhamnosus no
suco SIX e ensaio 4 produzido na segunda etapa do estudo.

Além do ensaio 4, outros trés ensaios (E3, E5 e E6) apresentaram resultados
semelhantes entre si. Ou seja, independente da concentragdo de inulina e xilitol usada,
0S quatros ensaios se comportaram da mesma maneira, e isso levou a valores préximos
entre eles. Esses resultados sdo de extrema importancia quando nos referimos a
producdo em larga escala de sucos probiéticos fermentados, uma vez que foi
comprovado que uma concentracdo intermediaria de xilitol (7,5 g/L), exerceu 0s mesmos
efeitos positivos sobre a viabilidade e sobrevivéncia de L. rhamnosus, que a

concentragdo maxima (10 g/L).
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7 CONCLUSAO

O suco de manga foi um adequado substrato para o desenvolvimento de bebidas
probibticas e/ou simbidticas fermentadas, sendo uma opcdo de alimento para
pessoas veganas ou com intolerancia a lactose;

Todos os sucos podem ser considerados probiéticos, devido a concentracdo de
células viaveis no final do periodo de armazenamento, ter sido superior ao
recomendado para produtos probioticos (> 7 Log UFC/mL);

A formulacéo de suco simbi6tico foi possivel com a adicédo de inulina;

Ao aplicar o planejamento fatorial, 0 aumento na concentragéo de xilitol exerceu efeito
positivo sobre a sobrevivéncia de L. rhamnosus durante 28 dias de estoque;

Mesmo com variacao, todos os valores de pH estiveram entre 3 e 4, isto é, dentro do
recomendado para alimentos probiéticos fermentados;

A mudanca no pH dos sucos, foi acompanhada pelo aumento da viabilidade celular
e atividade metabdlica de L. rhamnosus ATCC 7469;

As concentracdes intermediarias de inulina e xilitol do ponto central (E5 e E6) sdo os
valores mais adequados para a producdo de sucos simbidticos fermentados de
manga, Visto que, ndo seriam necessarios adicionar maiores concentracdes dos
aditivos para obter sobrevivéncia maior do que 100%, durante estoque refrigerado;
Os sucos probiéticos e/ou simbiéticos fermentados adogcados ou ndo com xilitol,
podem ser considerados potenciais meios carreadores de L. rhamnosus ATCC 7469.
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