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RESUMO

A associacdo de microrganismos probiodticos com ingredientes prebidticos resulta em
produtos simbidticos. Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 € um bom exemplo
de linhagem probiotica com potencial na elaboracdo de bebidas simbidticas a base de
frutas, matrizes alimentares nao lacteas alternativas em substituicdo a produtos a
base de leite. O maracuja da Caatinga (MC) (Passiflora cincinnata) € um fruto de baixo
custo que permite um aproveitamento integral, onde polpa, casca e sementes podem
ser utilizadas. A pectina extraida da casca, € fonte de fibras sollveis e promove efeitos
fisiolégicos benéficos ao organismo humano devido a sua agao prebidtica. O objetivo
do estudo foi avaliar a viabilidade do processo de producdo de bebidas simbidticas,
usando o MC, L. rhamnosus ATCC 7469 como probidtico e a pectina extraida da
farinha de sua casca como prebidtico. Foram desenvolvidas 11 bebidas com as
mesmas concentracdes de polpa de maracuja (50%) fermentadas durante 24 horas,
posteriormente foram adicionadas pectina e sacarose de acordo com a aplicagéo de
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para determinacdo das
melhores condicdes em relacéo a sobrevivéncia do probidtico apos 28 dias de estoque
refrigerado. A extracdo da pectina da casca do MC para elaboracédo das bebidas foi
relizada utilizando acido citrico e seu rendimento foi de 70,4% (+ 2,4). De acordo com
o DDCR observou-se que a concentracdo de pectina foi uma variavel com efeito
positivo significativo na sobrevivéncia de L. rhamnosus e sua viabilidade foi mantida
em quantidade suficiente para atender aos requisitos preconizados pela legislacdo de
alimentos probidticos. As bebidas fermentadas contendo 5% de sacarose e 20g/L de
pectina (E3) e 10% de sacarose e 12,5 g/L de pectina (PC) foram submetidas ao teste
de simulagéo gastrointestinal e apresentaram sobrevivéncia de 68,8% e 66,1%
respectivamente. O maracuja da Caatinga se mostrou uma matriz ndo lactea favoravel
tanto para extragdo da pectina, quanto para a producdo de bebidas simbioticas,
mantendo estavel a viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469 durante estoque. A partir
dos resultados do DCCR foi possivel identificar que a pectina foi a variavel que
exerceu efeito positivo na sobrevivéncia, bem como as concentragdes que permitiram
manté-la acima de 90%. A linhagem probidtica também foi capaz de manter a
sobrevivéncia apés simulacdo das condi¢cdes do trato gastrointestinal, se mostrando
um excelente probidtico com boa capacidade de adaptacdo mesmo em matrizes

alimentares nao lacteas.



Palavras - chave: Lacticaseibacillus rhamnosus; Passiflora cincinnata; probidticos;
pectina, simbidticos.



ABSTRACT

The association of probiotic microorganisms with prebiotic ingredients results in
symbiotic products. Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 7469 is a good example of a
strain with potential in the development of fruit-based beverages, alternative non-dairy
food matrices to replace milk-based products. The passion fruit from Caatinga (PFC)
(Passiflora cincinnata) is a low-cost fruit that allows full use, where pulp, peel and
seeds can be used. Pectin extracted from the bark is a source of soluble fiber and
promotes beneficial physiological effects to the human body due to its prebiotic action.
The objective of the study was to evaluate the viability of the production process of
symbiotic drinks, using PFC, L. rhamnosus ATCC 7469 as a probiotic and pectin
extracted from its peel flour as a prebiotic. Eleven beverages were developed with the
same concentrations of passion fruit pulp (50%) fermented for 24 hours, later pectin
and sucrose were added according to the application of a Central Composite Rotatable
Design (CCRD) to determine the best conditions in relation to survival of the probiotic
after 28 days of refrigerated storage. The extraction of pectin from the PFC bark to
prepare the beverages was carried out using citric acid and its yield was 70.4% (+ 2.4).
According to the CCRD, it was observed that the pectin concentration was a variable
with a significant positive effect on the survival of L. rhamnosus and its viability was
maintained in sufficient quantity to meet the requirements established by the legislation
on probiotic foods. Fermented beverages containing 5% sucrose (E3) and 20% pectin
and 10% sucrose and 12.5% pectin (PC) were submitted to the gastrointestinal
simulation test and showed survival rates of 68.8% and 66.1% respectively. Caatinga
passion fruit proved to be a favorable non-dairy matrix both for pectin extraction and
for the production of symbiotic beverages, keeping the viability of L. rhamnosus ATCC
7469 stable during storage. From the results of the CCRD it was possible to identify
that pectin was the variable that had a positive effect, as well as the concentrations
that allowed to maintain the survival of L. rhamnosus above 90%. The strain was also
able to maintain survival after simulating adverse conditions in the gastrointestinal
tract, proving to be an excellent probiotic with good adaptability even in non-dairy food

matrices.

Keywords: Lacticaseibacillus rhamnosus; Passiflora cincinnata; probiotics; pectin;
symbiotics.
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1 INTRODUCAO

Na ultima década, um numero crescente de evidéncias estabeleceu a saude
intestinal como um dos mais importantes fatores relacionados ao surgimento de
doencas cronicas, incluindo sindrome metabdlica e obesidade. A composicdo da
microbiota intestinal é determinada por fatores genéticos e ambientais, sendo a dieta
um contribuinte critico para o seu equilibrio (ALJUTAILY et al., 2020). O uso de
culturas probioticas exerce influéncia positiva sobre o trato gastrointestinal humano, e
intervencdes dietéticas representam estratégias promissoras para a modulacdo da
microbiota, isto ocorre por meio do estimulo a multiplicacdo de microrganismos
benéficos e consequente inibicdo do desenvolvimento de bactérias potencialmente
prejudiciais, que reforca os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PAIXAO
& CASTRO, 2016; MAIA et al., 2018).

As bactérias probidticas podem ser entregues ao intestino por meio de
suplementos dietéticos ou através de fontes alimentares, incluindo produtos lacteos,
como iogurte e Kefir, no entanto; apesar dos produtos probidticos serem
majoritariamente incorporados em produtos a base de leite, € crescente a
necessidade do desenvolvimento de alimentos provenientes de matrizes alimentares
nao lacteas, visto que a incidéncia de problemas de saude relacionados ao consumo
de leite e derivados, bem como o estilo de vida vegano, é crescente (ALVES et al.,
2016; SANTOS et al., 2017; ALJUTAILY et al., 2020; MENDES et al., 2021).

Sucos de frutas sao excelentes opg¢des na formulacdo de produtos funcionais,
sobretudo quando associados a ingredientes prebioticos, resultando em bebidas
simbidticas (COSTA et al., 2020), no entanto; sua utilizacdo é mais desafiadora em
comparacao com produtos lacteos, devido ao seu perfil de nutrientes e pH que podem
acarretar em dificuldades de adaptacao por parte de alguns probiéticos (BARRERA et
al., 2019).

Entre as espécies com potencial de utilizacdo na elaboracdo de bebidas
probidticas e simbioticas esta Lacticaseibacillus rhamnosus, no qual estudos tém
demonstrado sua versatilidade, capacidade de crescimento e de manutencdo da
viabilidade em bebidas formuladas a partir de diferentes matrizes vegetais (CAMPOS
et al., 2019; MATHIPA-MDAKAME & THANTSHA, 2022).
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O Maracuja da Caatinga (MC) (Passiflora cincinnata Mast), € uma planta tropical
nativa do semiarido Nordestino, detentora de fruto com aroma caracteristico e sabor
exotico bastante apreciados por seus consumidores, que de acordo com estudos
recentes, apresenta composicdo favoravel de nutrientes para formulagdo de bebidas
probioticas ndo lacteas (SANTOS et al., 2017; MENDES et al., 2021). Além disso, &
uma fruta de baixo custo, que permite a sua utilizacdo tanto da polpa para diversas
aplicacdes como sucos, licores, geleias e outros, bem como da casca para extragao
da pectina, fibra solivel amplamente conhecida por suas propriedades gelificantes,

espessantes, estabilizantes.

A pectina presente nas cascas e bagaco de frutas, comumente descartadas pela
industria alimenticia, vem sendo bastante estudada por ser um ingrediente funcional
em decorréncia de suas caracteristicas prebioticas. Ademais, investigacdes anteriores
fazem referéncia a seus impactos na viabilidade, protecdo e manutencdo da
sobrevivéncia dos probioticos (SANTOS, et al., 2019; KHODAEI et al., 2020).

7

Neste contexto, € importante explanar de que forma a pectina contribui na
producédo de produtos simbiodticos e como a presenca deste ingrediente funcional pode
ser otimizada, tendo em vista a adicdo de outros carboidratos, como a sacarose por
exemplo, de forma que seja mantido o valor nutricional do produto. Além disso, quando
extraida de frutos como o maracuja da Caatinga, contribui para preservacao do meio
ambiente, diminuindo a geracéo de residuos industriais, bem como no incremento da

economia da regido semiarida Nordeste onde o fruto é produzido.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1MICROBIOTA HUMANA

O intestino humano é colonizado por um grande nimero de microrganismos,
incluindo bactérias, virus, fungos e parasitas, conhecidos como microbiota. Em
humanos, mais de 104 microrganismos vivem no trato gastrointestinal (TGI),
principalmente no intestino distal (AL-RASHIDI, 2021). O papel do intestino na saude
e nas doencas humanas tem sido historicamente negligenciado e foi atribuido
principalmente as funcdes digestivas e absortivas; no entanto, nas Gltimas duas
décadas, descobertas relacionadas a nutricdo humana e a interagao reciproca entre
microbiota intestinal e hospedeiro estabeleceram papel essencial na saude intestinal,

na patogénese de doencas crbnicas e no bem-estar geral (DEY et al., 2021).

A microbiota intestinal ndo é apenas um observador inerte, mas também afeta
dinamicamente diferentes fungbes do organismo, como metabolismo, resposta
nutricional, ritmicidade circadiana e imunidade. Além disso, controla diversos
processos fisioldgicos do hospedeiro que por sua vez, fornece nicho e nutrientes para
a sobrevivéncia dos microrganismos. Portanto, esta interagdo entre o sistema
imunolbgico e a microbiota é essencial para a homeostase intestinal (DEY et al.,
2021).

Os microrganismos apresentam funcBes variadas em diferentes partes do
intestino como participacdo do metabolismo de vitaminas, aminoacidos e acidos
graxos de cadeia curta, regulacdo do estado fisiolégico do corpo, entre outros. No
entanto, além do TGI, esta comunidade composta por trilh6es de microrganismos
habita praticamente todo o corpo humano e influencia positivamente em diversos
aspectos da fisiologia humana (THAISS et al., 2014; ATARASHI et al., 2017). Ao
contrario, mudancas no ecossistema da microbiota saudavel podem afetar o estado
de saude do individuo de maneira negativa, por isso é crucial ter uma compreenséo
completa da relagdo bidirecional entre a microbiota e a fisiologia do hospedeiro,
fornecendo uma viséo precisa de como a microbiota pode ser aproveitada como forma
preventiva ou terapéutica para varias doencas (HARACH et al., 2017; CHENG et al,;
2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/microbiota
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/homeostasis
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Estudos demonstram que o desenvolvimento da microbiota intestinal ocorre no
inicio da vida e esta relacionado a diversos fatores, entre o0s quais, 0S mais
importantes sdo a via de parto e o método de alimentacdo durante a infancia
(STEWART et al., 2018; AL-RASHIDI, 2021). No entanto, a coloniza¢cdo da microbiota
intestinal continua até a vida adulta, sendo relacionada com a capacidade de
aderéncia das bactérias nos receptores de adesao da mucosa intestinal. Além disso,
fatores como idade, sexo, genética, sistema imunoldgico e estado de salude ou doenga
do hospedeiro, uso de medicamentos terapéuticos, localizacdo geogréfica, fatores
socioeconémicos, como condi¢cdes de moradia e sanitarias também contribuem para
este processo (AL-RASHIDI, 2021). Ap6s completar essa colonizacdo, o trato
gastrointestinal passa a abrigar uma comunidade microbiana que é extremamente
densa e diversa, variando quantitativamente, qualitativamente e metabolicamente
(MORAES et al., 2014).

A alimentacéo do individuo constitui um fator determinante das caracteristicas
da colonizacdo intestinal, desde o periodo de amamentacdo até a fase de
envelhecimento (MORAES et al., 2014). A dieta ocidental caracterizada pelo elevado
consumo de gordura, sal, aditivos alimentares e baixo teor de fibras € um dos
principais fatores que contribuem com a maior proliferacdo de bactérias patogénicas

na microbiota intestinal (JUMPERTZ et al., 2011; CHRIST et al., 2019).

O equilibrio entre as espécies que constituem a microbiota do hospedeiro
denomina-se eubiose. Este estado contribui para melhora da imunidade, digestao e
funcionamento do corpo como um todo. Em contrapartida, disbiose séo distlrbios que
possam influenciar negativamente esta condicdo, e sua homeostase pode ser
reestabelecida por meio de uma alimentacao variada rica em probiéticos e prebibticos
(AL-RASHIDI, 2021).
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2.2 PROBIOTICOS E SEUS BENEFICIOS A SAUDE

A palavra probidtico deriva-se da lingua grega, e significa "para a vida"
(KANDYLIS et al., 2016). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (FAO/WHO,
2002), probidticos sdo organismos vivos que ao serem administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios & salde do hospedeiro. Quando associados as
células do epitélio intestinal, atuam diretamente nas funcdes de selecao, regulacdo e
absorcdo de nutrientes no intestino delgado. Quando trabalham junto as células de
defesa, contribuem para o reforco do sistema imune, defendendo o organismo de
possiveis patdégenos presentes nos alimentos causadores de infec¢des, permitindo o
equilibrio do ambiente intestinal (KUMAR et al., 2016; MAIA et al., 2018).

Outras funcfes séo atribuidas aos probidticos, como auxiliar no metabolismo
da lactose, estabilizacdo da microbiota intestinal apés o uso de antibiéticos, melhora
da integridade da barreira intestinal resultando na manutencdo da tolerancia
imunolégica e diminuicdo da translocacdo de bactéria, melhora dos sintomas da
constipacdo, aumento da absorcédo de minerais e producéo de vitaminas, diminui¢ao
das concentracbes de colesterol, efeitos anti-hipertensivos e inibicdo da
mutagenicidade (PAIXAO & CASTRO, 2016).

Um critério fundamental para a obtencdo de probioticos eficazes é a sua
capacidade de aderir ao trato gastrointestinal (mucosa intestinal e células epiteliais) e
sobreviver as condicbes adversas do TGI, incluindo resistir a variacdes de pH (acidez
do ambiente gastrico) em quantidade adequada para multiplicar-se, colonizar e
modular o sistema imunoldgico de todo o corpo, suprimindo competitivamente os
patdgenos. Outros critérios sdo que ndo devem ser patogénicos ou causar efeitos
colaterais ao hospedeiro (MATHIPA-MDAKANE et al., 2022). Na Figura 1 estéo
ilustradas caracteristicas fundamentais para que um probidtico eventualmente

colonize e exerca beneficios para a saude do hospedeiro.
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Figura 1 — llustracdo das caracteristicas desejaveis dos probioticos
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Fonte: Adaptado de MATHIPA-MDAKANE et al., 2022.

Acredita-se que os mecanismos através dos quais se explicam estes efeitos
envolvem modificacdes no pH intestinal, competicdo de patdgenos tanto por
receptores locais quanto por nutrientes disponiveis, fatores de crescimento,
estimulantes imunomoduladores e células produtoras de lactase (AMARA & SHIBL,
2015). Os probidticos também produzem diversas substancias antimicrobianas como
acidos organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas, que sédo capazes de inibir
bactérias Gram-positivas e negativas (ASHALOU, 2020).

A probioticacéo € o processo de incorporagao de probiéticos em um substrato
que serve como matriz para o crescimento e viabilidade probiética (ADEBAYO-TAYO,
et al., 2021). No ambito dos alimentos funcionais, alimentos a base de probidticos sao
0S que apresentam maior e mais rapido crescimento na producdo mundial,
representando 70% deste mercado (MARKETS & MARKETS, 2020). Este tipo de
formulacéo alimentar deve ser estavel durante a vida de prateleira do produto, conter
0 numero de células viaveis para conferir os beneficios esperados e manter as

caracteristicas sensoriais desejadas (COLLADO et al., 2009).

No Brasil, a Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 241, de 26 de julho de

2018 dispde sobre os requisitos para a comprovacao da seguranca e dos beneficios
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a saude para uso dos probidticos em alimentos. A literatura recomenda que 0s
alimentos contenham uma concentracdo minima terapeutica de 108 e 10° UFC/g antes
da sua ingestdo para garantir que um minimo terapéutico suficiente de 10° e10’ UFC/g
possa chegar ao coOlon (NAZZARO et al, 2012). Ao chegar ao intestino, o
microrganismo deve se aderir e modular o ambiente estabilizando a microbiota,
inibindo ou até mesmo eliminando os patégenos intestinais, fornecendo assim, seus
beneficios (SLEATOR & HILL, 2008). Conhecendo o metabolismo e as condi¢cfes de
crescimento é possivel determinar de forma mais eficaz o veiculo que deve ser
incorporado o probiético (BONGAERTS & SEVERIINEN, 2016).

2.2.1 Uso de Lacticaseibacillus rhamnosus como probidtico

Tradicionalmente as linhagens mais utilizadas como suplementos probiéticos
sao as pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacteria, mais recentemente,
outras espécies de Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, além de outros microrganismos como Saccharomyces spp., vem sendo
citadas como potenciais probiéticos (MATHIPA-MDAKAME & THANTSHA, 2022).

O género Lactobacillus foi criado em 1901 e se expandiu ao longo dos anos,
até abranger 261 espécies. Recentemente Zheng et al. (2020) publicaram uma nova
classificagcdo taxondmica para o género, com o objetivo de melhor agrupar 0s
microrganismos com maior afinidade. Por esta razao Lactobacillus rhamnosus passou
a ser denominado Lacticaseibacillus rhamnosus. Espécies que apresentam
importancia comercial, inclusive como ingredientes de formulagbes alimentares
devem substituir a nomenclatura; no entanto, isto ainda ndo é uma exigéncia imediata.
Ambas as nomenclaturas podem ser utilizadas até a definitiva incorporacdo da

taxonomia atual em regulamento (ANVISA, 2021).

Assim como os demais integrantes do género Lactobacillus, L. rhamnosus é
uma bactéria Gram-positiva, com morfologia bacilar, classificada como anaerébia
aerotolerante e pertencente ao grupo de bactérias lacticas (BERNARDEAU et
al.,2008). Metabolicamente, a linhagem é classificada por alguns autores como um
microrganismo homofermentativo (ou homolatico), gerando como produto da

fermentacdo apenas &cido latico, através da utilizacdo da glicose disponivel no meio
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como fonte de carbono, produzindo piruvato por meio da glicolise que, posteriormente,
€ convertido em acido latico pela acdo da lactato desidrogenase (WANG et al, 2021).
No entanto, outros autores descrevem L. rhamnosus como uma espécie
heterofermentativa (ou heterolatica), capaz de originar, além do acido latico, outros
produtos na fermentacdo como acido acético, etanol e CO2, (COSTA, 2006; BURITI;
SAAD, 2007; FONSECA et al., 2021).

A linhagem foi isolada pela primeira vez do queijo parmeséo, e atualmente
sabe-se que apresenta a capacidade de colonizar diversos habitats, incluindo matrizes
alimentares ndo lacteas como sucos de fruta (CEAPA et al., 2016; FARIAS et al., 2016;
NEMATOLLAHI et al., 2016; SANTOS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019). Devido as
suas exigéncias nutricionais, o cultivo de L. rhamnosus é realizado em meio MRS (de
Man, Rogosa, Sharpe), o qual supre suas necessidades metabdlicas a uma
temperatura 6tima de 37°C (CHANG & LIEW, 2013). No entanto, L. rhamnosus €
capaz de crescer em condi¢des variadas, sendo encontrado em diferentes partes do
corpo humano, assim como em varios produtos alimenticios artesanais e industriais
(DOUILLARD et al., 2013).

Sunny-Roberts & Knorr (2008) investigaram a capacidade de L. rhamnosus
VTT E-97800 de sobreviver em estresse osmaético induzido por sacarose e 0S
resultados mostraram que a cepa € capaz de tolerar a sacarose mesmo em
concentracfes extremas, sugerindo que pode ser usada com seguranca em alimentos
a base de acucar. Em outro estudo, Reale et al. (2015) investigando a capacidade de
L. rhamnosus em suportar diferentes fatores de estresse encontrados no
processamento de alimentos, verificaram que as cepas eram capazes de crescer em
altas concentracfes de sal e em temperaturas de 55° C, bem como em temperaturas
de congelamento. Alamprese et al. (2005), por sua vez, mostraram que L. rhamnosus
incorporado a sorvete sobreviveu por 30 dias a temperatura de -16° C e até 1 ano a -
28 °C.

Tratando-se de sua propriedade de promocédo a saude, estudos demonstram
que L. rhamnosus pode ser utilizado no tratamento de gastroenterites pediatricas e
possui atividade protetora contra infecgcdes promovidas por Escherichia coli e outras
infec¢Bes tanto do trato respiratério quanto do trato gastrointestinal, diminuindo seu
tempo de tratamento (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015). Acredita-se que seu
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potencial de promover a salude esta relacionado principalmente a resisténcia ao
ambiente gastrico acido, grande capacidade de adesdo a camada epitelial do intestino
contribuindo com a inibicdo, crescimento e aderéncia de bactérias patogénicas, e
papel importante na modulacdo e/ou na estimulacdo de respostas imune de
macrofagos (JORJAO et al., 2015; FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017; MINJ
et al., 2020; MATHIPA-MDAKAME & THANTSHA, 2022).

Apesar de L. rhamnosus GG (ATCC 53103) ser a linhagem comercial mais
utilizada para as finalidades citadas acima, outras linhagens que apresentam grande
potencial na geracao de produtos funcionais precisam ser melhor investigadas, como
€ 0 caso de L. rhamnosus ATCC 7469 (LI et al., 2016; FARIAS et al., 2016; SANTOS
et al., 2017). Estudos tém buscado demonstrar a aplicabilidade desta linhagem na
producdo de bebidas vegetarianas ou livres de ingredientes lacteos e recentemente,
a linhagem ATCC 7469 foi utilizada para elaboracdo de produtos a base de suco
fermentado de Maracuja da Caatinga (P. cincinnata), goiaba (Psidium guajava L.) e
suco ndo fermentado de cereja (Cornus mas L.), nos quais manteve-se viavel durante
0 estoque variando entre 21 e 28 dias (FARIAS et al. 2016; NEMATOLLAHI et al.,
2016; SANTOS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019).

No entanto, ainda sdo necessarias maiores investigacbes a cerca desta
linhagem, visto o potencial biotecnolégico que possui, em especial a aplicabilidade no
desenvolvimento de produtos funcionais, sendo assim relevante avaliar aspectos
como seu comportamento em condicbes de estresse inerentes ao sistema
gastrointestinal e sua interagdo com prebioticos, por exemplo, a fim de potencializar

seus niveis de sobrevivéncia.

2.3 ALIMENTOS PROBIOTICOS DE ORIGEM NAO LACTEA

O segmento de bebidas funcionais € um dos que cresce mais rapido
mundialmente. Este crescimento ao longo das Ultimas décadas é reflexo do interesse
do consumidor pela saude e qualidade de vida, impulsionando a demanda por
produtos naturais e ingredientes alimenticios com potenciais efeitos benéficos e da
oportunidade de mercado que isso vem criando (LILLO-PEREZ et al., 2021). Apesar

da atual disponibilidade comercial de uma grande variedade de ingredientes para este
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tipo de alimentos, esforcos adicionais em pesquisa e desenvolvimento sé&o
necessarios para aumentar sua eficiéncia e desenvolver novos produtos (LILLO-
PEREZ et al., 2021).

Na Ameérica Latina, a classe média em expansao impulsiona o aumento do
mercado de probidticos e o Brasil € o pais que domina o mercado nesta regido, bem
como 0 que apresenta maior crescimento. Apesar do incremento da populacéo
geriatrica, a faixa etaria atual do consumidor com maior interesse em bebidas
probibticas é de 18 a 34 anos. Portanto, acredita-se que ao longo das décadas, a
medida que esta populacdo envelhece, estratégias de marketing devem ser melhor

direcionadas para este grupo (PANDA et al., 2021)

A fabricacdo de produtos probioticos é predominantemente derivada de
matrizes lacteas, incluindo leites fermentados, iogurtes e queijos, uma vez que 0s
laticinios fornecem um meio de cultura favoravel para a viabilidade dos
microrganismos. Assim, aproximadamente 78% das vendas anuais de probidticos em
todo o mundo correspondem ao mercado de laticinios (KANDYLIS et al, 2016; LILLO-
PEREZ et al., 2021). No entanto, produtos lacteos probiéticos ndo sdo adequados
para certos grupos de consumidores e tem trazido limitacbes para 0 seu consumo
(ALVES et al., 2016; CORONA et al., 2016).

Mantzourani et al., (2019) mencionaram que 65% da populacdo mundial sofre
de intolerdncia a lactose ou possui algum grau de deficiéncia na enzima (-
galactosidase responsavel pela hidrélise da lactose, além de alergias relacionadas ao
consumo de leites e derivados ou restricdes ao consumo de colesterol presente nestes
produtos. Uma forte tendéncia ao vegetarianismo e veganismo também tem
encorajado a pesquisa e o desenvolvimento de produtos probiéticos que apresentem
matrizes alimentares a base de frutas, legumes e cereais (KANDYLIS et a.,2016;
FARIAS et al, 2016; SANTOS et al., 2017; MENDES et al., 2021).

Em 2020, segundo Markets & Markets (2020), a venda mundial de bebidas
vegetais foi proxima de 21,4 bilhdes de dolares e estima-se um crescimento de
aproximadamente 36,7 bilhdes de dolares até 2025. Alem disso, a demanda por

substitutos do leite de origem vegetal aumentou significativamente (60%-70%) em
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comparagao com 0s anos anteriores, o que representou um crescimento de 15% (ao
ano) entre 2013 e 2018.

Para que uma fonte vegetal seja considerada um bom veiculo para linhagens
probidticas, sua composicdo deve favorecer o crescimento e viabilidade dos
microrganismos (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010). Sucos de frutas podem
constituir um veiculo favoravel para culturas probioticas por serem substratos ricos em
acucares, compostos antioxidantes, acido ascorbico, minerais, vitaminas e fibras
dietéticas. Além disso, ndo contém alérgenos lacteos, sdo consumidos regularmente
pela populacdo e ndo contém culturas iniciantes que competem pelos mesmos
nutrientes (YOON; WOODAMS & HANG, 2006, FARIAS et al., 2016; SANTOS et al.,
2017).

A viabilidade dos probiéticos em sucos de frutas e vegetais depende de varios
fatores importantes, como tipo de cepa, nivel de oxigénio, pH, componentes
antimicrobianos, temperatura e composicdo do meio de cultura (BARRERA et al.,
2019). Outro fator determinante na selecdo da fruta para a producdo de sucos
contendo probidticos sdo as caracteristicas sensoriais resultantes do metabolismo
microbiano, sendo indicadas principalmente frutas topicais pelo aroma e sabor que
possuem, podendo assim mascarar possiveis sabores desagradaveis (off-flavours)
(LUCKOW et al., 2006).

Vale lembrar que a dificuldade de adaptac&o dos microrganismos as condi¢des
acidas de varias frutas pode ser um fator limitante para a utilizacdo de algumas
linhagens para a producdo dessas bebidas, por isso a sobrevivéncia do probiético nos
sucos € mais desafiadora em comparagcao com produtos lacteos (FARIAS et al., 2016;
BARRERA et al., 2019).

As linhagens comumente utilizadas na producdo de sucos probidticos de
origem nao lactea incluem espécies de Lactobacillus e Bifidobacteria (LILLO-PEREZ
et al., 2021). Além disso, os estudos vém aperfeicoando a adequacéao de diversos
sucos de frutas como potenciais substratos para o fornecimento de probidticos, uma
vez que essas frutas possuem alto valor nutritivo, e colaboram de forma fundamental
no bem-estar da salde humana (ISTRATI et al.,, 2018). Neste contexto, varios
produtos probidticos a base de frutas foram desenvolvidos, incluindo suco de abacaxi

com L. acidophilus, L. plantarum e B. lactis (NGUYEN et al. 2019), suco de melancia
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com L. plantarum (AMANDA & CHOO, 2018), além de outras frutas que vem sendo
estudadas como uva, laranja, frutas vermelhas, péssego, banana, maracuja, manga,
e cereja (ISTRATI et al., 2018).

2.4 PECTINA

A parede celular de vegetais é composta por diversos tipos de carboidratos dos
mais simples aos mais complexos, entre os quais as enzimas do corpo humano néao
sdo capazes de metabolizar. Entretanto, bactérias intestinais desempenham esta
funcdo de forma eficiente, através de enzimas que auxiliam na degradacédo destes
componentes (LOMBARD et al., 2014).

A pectina, provavelmente a mais complexa macromolécula natural, € um
polimero do grupo das fibras dietéticas, amplamente utilizado na industria de
alimentos e constitui um dos principais componentes estruturais da parede celular das
plantas (NAQASH et al., 2017). Exerce influéncia sobre a textura dos alimentos devido
as suas propriedades gelificantes, espessantes e estabilizantes, o que favorece a sua
aplicacdo na geracdo de diversos produtos como geleias, polpa de fruta, produtos
carneos, produtos de panificacdo, produtos lacteos, bebidas, compotas, doces e
confeitos (SANTOS et al., 2015).

Sua estrutura € basicamente composta por unidades de acido galacturénico e
€ considerada um heteropolissacarideo, pois é composta de monossacarideos
diferentes, em algumas regides, contendo mais de 20 tipos de ligacdes distintas
(Figura 2) (CHRISTIAENS et al., 2016; TIAN et al., 2017).

E importante destacar que a estrutura das pectinas pode variar de acordo com
a espécie vegetal, com o tecido vegetal e com as partes do fruto (CHRISTIAENS et
al., 2016). Geralmente, o que diferencia um conteudo de pectina do outro € a
composicdo dos agucares, comprimento da cadeia e grau de esterificacdo (GE),
sendo este o meio mais utilizado para classificacdo das substancias pécticas, pois
reflete o nivel de carboxilas esterificadas presentes em sua estrutura e correlaciona-
se com a propriedade de formacgéo do gel, o qual define sua adequagc&o no uso na
industria (CELUS et al., 2018).
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Figura 2 — Esquema ilustrativo da estrutura molecular da pectina.

Homogalacturonan Rhamnogalacturonan I ~ Rhamnogalacturonan II
! | I ! ! !
.—.
o
D-Galacturonic acid T T T . . . .
L ® e o0
o
- @ >
) Glucuronic acid Fucose

D-Galacturonic acid @ Apiose

Rhamnose [ Xylose @ Aceric acid
Acetyl ester Galactose @ Ketodeoxymannooctulopyranosylonicacid (KDO)
T Methyl ester Arabinose @ Deoxylyxoheptulopyranosylaricacid (DHA)

Fonte: Santos, Mendes & Ribeiro, 2022

Pectinas comerciais podem ser classificadas em dois grupos de acordo com o
percentual de metoxilagéo, ou seja, com o GE. Quando esse grau é superior a 50% a
pectina é classificada como de alta metoxilacdo (AM) (ou alto grau de esterificacéo);
e quando inferior a 50% é definida como de baixa metoxilacdo (BM) (ou baixo grau de
esterificacdo). A pectina BM, por possuir um maior nimero de carboxilas livres, ndo
metoxiladas carregadas negativamente, possui uma densidade de carga elevada
gquando comparada com a pectina AM (CELUS et al., 2018; CELUS et al., 2017).
Sendo assim, pectinas com GE > 50% necessitam da presenca de acUcar e pH acido
(2,0 — 3,5) para formacao do gel. Por sua vez, pectinas com GE < 50% carecem da
presenca de ions de célcio, sdo independentes da presenca de acgucares e podem
atuar em uma maior faixa de pH (2,0 — 7,0) (YAPO, 2009).

A gelificacdo, caracteristica conferida pela pectina, € baseada, além da sua
estrutura em si, na ligacdo da molécula a cations bivalentes, principalmente Ca?*. Essa
propriedade envolve a formacéo de dimeros de pectina através de ligagdes entre as
carboxilas, negativamente carregadas, com os cations Ca?*, que conferem uma
estrutura de rede (CELUS et al., 2018). Além dessa propriedade, a pectina possui

capacidade antioxidante lipidica, também conferida pela associa¢éo a cations, sendo,
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nesse caso, ligacdes com ions Fe?*, o qual possui funcdo de oxidante lipidico em
produtos alimenticios (CELUS et al., 2018). A associacdo desse carboidrato nao
digerivel a fons como Fe?* e Zn?* ja foi relatada por conferir uma menor
bioacessibilidade, j& que estes minerais podem néo ser liberados durante a digestéo,
nao disponibilizando a absorcdo pelo intestino delgado (RAES, KNOCKAERT,
STRUIJS, & VAN CAMP, 2014).

No célon, a pectina pode ser fermentada pela microbiota presente, gerando
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), os quais sao benéficos ao organismo humano.
A fermentacéo desses biopolimeros favorece a permanéncia de bactérias benéficas
no intestino. No entanto, a depender da estrutura, as caracteristicas da fermentacéo
podem ser alteradas. Pectinas com baixa metoxilagdo sao fermentadas mais
eficientemente, e consequentemente produzem uma quantidade maior de AGCC
(TIAN et al., 2016).

Cascas de frutas citricas e 0 bagaco da maca sédo os principais materiais
utilizados na extracdo para a producdo de pectinas de alto grau de esterificagéo,
comercialmente aceitaveis (KOUBALA et al., 2008; ZHANG et al., 2015). O teor em
substancias pécticas varia de acordo com a origem botanica do produto vegetal,
podendo ser maior em alguns produtos agricolas industriais, como polpa de beterraba,
bagaco de maca e albedo citrico, sendo superior a 15% em base seca (CANTERI et
al., 2012). A busca de fontes alternativas e viaveis para obtencdo de pectina tem
aumentado, assim como o mercado na qual ela esta inserida, sendo estimado que até
2025 o crescimento pode chegar a 1.370 milhdes de délares (ABBOUD et al., 2020).
Entre as matérias-primas alternativas estudadas para extracdo de substancias
pécticas podem ser citadas: a casca de manga, o repolho, as cascas de banana, o
residuo de cacau e a casca de maracuja (CHRISTIAENS et al., 2015; FISSORE et al.,
2015; SANTOS, AZOUBEL & GOUVEIA 2016; SANTOS et al., 2017).

O meétodo de extracdo da pectina mais comum em matrizes vegetais € a
extracdo com acido em temperatura alta por ser uma técnica simples, de facil acesso
e de baixo custo; no entanto, outros tipos de extracdo tém recebido destaque por
ocorrer de forma rapida e eficiente, como por exemplo a extracdo continua por campos
elétricos pulsados, extracdo por ultrassom e a extracdao por micro-ondas (Xl et al.,

2020). Estas técnicas alternativas, apesar de apresentarem inimeras vantagens como
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menor degradacao e perdas, nem sempre estao disponiveis na pratica principalmente

devido aos custos altos (XI et al., 2020).

2.4.1 Propriedades Prebidticas da Pectina

Como ja mencionado, o consumo de uma dieta rica em fibras promove diversos
efeitos benéficos a saude do individuo, incluindo a prote¢do contra a constipacao,
diverticulose do colon, carcinoma de intestino grosso e estdmago, diabetes tipo 2,
sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares (ANDERSON et al., 2019). Para
atuarem como prebidticos, as fibras dependem de uma série de fatores, como a
estrutura quimica que as compdem, assim como a capacidade metabdlica do
microrganismo probidtico. Apesar de ainda serem necessarios novos estudos para
avaliar a influéncia de fibras alimentares na microbiota intestinal e os seus beneficios
na alimentacéo, acredita-se que as bactérias evoluem quando submetidas a algum
estresse dietético, desenvolvendo a capacidade de metabolizar novas substancias
(RASMUSSEN & HAMAKER, 2017).

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis pelo trato
gastrointestinal humano, mas fermentados no célon pelos microrganismos, que
possuem a capacidade de modificar a microbiota intestinal de tal forma que a
proliferacdo de bactérias probidticas é estimulada e as atividades bacterianas
adversas a saude do hospedeiro sdo suprimidas, causando um aumento nos grupos
bacterianos que metabolizam a fibra insoluvel e produzem metabdlitos como o acido
butirico, que influencia a sadde da mucosa intestinal (MATEOS-APARICIO et al.,

2020).

Dentre os prebioticos investigados, as pectinas vém recebendo destaque. Em
seu trabalho, Fissore et al. (2015) demonstraram que o baixo grau de esterificagéo da
pectina pode estimular seletivamente o crescimento de linhagens probidticas
auxiliando no crescimento de bactérias intestinais benéficas em decorréncia da
atuacao do acido butirico gerado pela degradacao da fibra, que exerce influéncia
positiva ha saude e prevengdo da invasado por agentes enteropatogénicos na mucosa.
Desta forma, fontes vegetais capazes de disponibilizar pectinas de baixo grau de

esterificacdo, como por exemplo, casca de maracuja, alcachofra e polpa de beterraba,
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também apresentam potencial no mercado alimenticio, em especial para o
desenvolvimento de produtos funcionais (CHRISTIAENS et al., 2015; FISSORE et al.,
2015; SANTOS et al., 2016).

Substancias pécticas apresentam através da sua metabolizagdo, fraca
tendéncia laxativa e estimulam seletivamente o crescimento de bactérias intestinais,
promovendo alteracdes especificas na composicdo e atividade da microbiota
intestinal, exercendo efeitos fisiolégicos benéficos sobre a salude e o bem-estar do
organismo, contribuindo para reduzir o risco de doengas intestinais ou sistémicas e
favorecendo o crescimento de microrganismos benéficos como Bifidobacterium e
Lactobacillus sp. (CORZO et al., 2015; GIBSON et al., 2017). Além disso, o0 acido
butirico produzido influencia positivamente a sallde da mucosa do colon pela inibicdo
de inflamacgdes e de carcinogénese, incluindo a prevencao de invasdo da mucosa por
agentes enteropatogénicos (PARKAR et al., 2010; FISSORE et al., 2015).

Estudos relatam que oligossacarideos pécticos afetam a eficiéncia da adeséo
celular de bactérias patogénicas dificultando o estabelecimento de pontos de fixacdo
e ligagcbes mdltiplas com as bactérias ao saturar os locais do receptor nas células
(GANAN et al., 2010; NAQASH et al., 2017). Adicionalmente, estudos comprovam que
as substancias pécticas apresentam capacidade de atuar na reducéo da lipoproteina
de baixa densidade (LDL-c) e dos niveis de colesterol total, retardar o esvaziamento

géastrico e melhorar a tolerancia a glicose (DE FAVERI et al., 2020).

7

A pectina também é altamente valorizada como um ingrediente alimentar
funcional e é encontrada em diversas aplicacfes farmacéuticas. Estudos relatam a
utilizacao da pectina na formulacao de drogas empregadas no tratamento de diabetes,
colesterol ou hipertenséo arterial sisttmica (GOMEZ et al., 2016; NAQASH et al.,
2017). Além disso, a pectina também foi explorada na cicatrizagdo de feridas e
engenharia de tecidos (MUNARIN, TANZI, & PETRINI, 2012). Estes relatos enfatizam
a relevancia que substancias pécticas possuem na manutencao da saude humana de

diversas formas.

Outro aspecto importante consiste na capacidade das pectinas exercerem
influéncia sobre linhagens probidticas. Estudos in vitro demonstraram efeitos positivos

da presenca de pectina, estimulando o crescimento de géneros probiéticos como
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Lactobacillus e Bifidobacterium (CHEN et al., 2015), uma vez que a pectina pode ser
fermentada pela microbiota presente, gerando AGCC, os quais sao benéficos ao

organismo humano.

No estudo de Parkar et al. (2010), a pectina extraida do kiwi se mostrou eficaz
no aumento da adesdo de L. rhamnosus em comparacdo com a inulina e atuou na
gueda da adesao para Salmonella typhimurium. Em outra investigacdo, a pectina
contribuiu para o crescimento do Lactobacillus acidophilus, além de melhorar a
resisténcia contra condi¢cdes de estresse (NAZZARO et al.,, 2012). Khodaei et al.
(2020) observaram que filmes comestiveis a base de pectina de baixo grau de
metoxilagcdo foram capazes de preservar a viabilidade de L. plantarum e L. casei,
guando armazenados a uma temperatura de 4 °C durante 50 dias de estoque. Diante
disso, é importante compreender de que forma a pectina pode contribuir para a
promocao de mudancas nas caracteristicas sensoriais dos produtos alimenticios, bem
como na manutencéao da viabilidade dos probioticos incorporados a estas formulacdes
(FILHO et al., 2019).

2.5 ALIMENTOS SIMBIOTICOS

O potencial sinérgico entre probidticos e prebidticos resulta em um produto
simbidtico que beneficia o hospedeiro devido as mudancas desejaveis na composicao
e atividade da microbiota gastrointestinal, resultando no aumento da sobrevivéncia e
implantagéo de células microbianas vivas no intestino do hospedeiro (COSTA et al.
2020; TARIFA el al. 2022).

O conceito de que uma combinacdo simbidtica adequada de ambos o0s
componentes em um unico produto garantem efeitos superiores quando comparados
a atividade do probidtico ou prebidtico sozinho vem se fortalecendo. IniUmeras
combinacgdes possiveis séo investigadas se mostrando promissoras na modulagéo da
microbiota intestinal em humanos, entre elas diversas espécies de Lactobacillus e
Bifidobatérias, e como exemplos de prebioticos a inulina e a pectina (WALSH et al.,
2014; FREIRE et al., 2017).
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Os maracujas de forma geral, por serem frutas de baixo custo e que permitem
0 aproveitamento de praticamente todos 0s seus constituintes sao excelentes opcdes
para fabricacdo de bebidas simbioticas. Além disso, 0 uso do fruto contribui para a
preservacdo do meio ambiente decorrente da diminuicdo da geracdo e valorizagao
dos residuos industriais, visto que a pectina da casca também pode ser aproveitada.
Estes motivos encorajam o surgimento de mais investigacdes acerca da utilizacao e
aplicabilidade do maracuja, sobretudo do maracujd da Caatinga e de seus
componentes como ingredientes tecnoldgicos na industria alimentar com alto valor
nutricional agregado, bem como por ser um fruto nativo de uma regido pobre em

recursos econdémicos, resultando em mais uma fonte de renda para os produtores.

2.6 MARACUJA DA CAATINGA

O maracujazeiro pertence a familia Plassiforaceae, a qual € amplamente
distribuida nos trépicos e regides temperadas. O Brasil, assim como a Colémbia,
Equador e Peru sédo considerados os principais centros de diversidade para o género,
por apresentar cerca de 120 espécies em seu territorio (PEREIRA; CORREA;
OLIVEIRA, 2015). Sendo assim, nos ultimos anos o pais tem recebido destaque como
o maior produtor mundial de maracuja, totalizando cerca de 60% da producéo global,
dos quais 90% da producao nacional corresponde ao maracuja amarelo (OLIVEIRA
et al., 2016; SANTOS et al., 2021).

De uma maneira geral, o0 maracuja € bem conhecido como uma fruta rica em
vitaminas, principalmente a vitamina C, possui propriedades sedativas, além do seu
alto teor de potassio (EMBRAPA, 2016). Por ser rico em nutrientes, os frutos do
género Passiflora apresentam muitos efeitos terapéuticos, como ter acao cicatrizante,

anticonvulsionante, anti-inflamatoria e ansiolitica (COQUEIRO et al, 2016).

O fruto pode ser utilizado de diversas formas, e seu aproveitamento nao é
limitado somente ao uso da polpa, pois a casca também pode ser aproveitada na
extracdo da pectina, proporcionando o uso integral do fruto e diminuindo os residuos
resultantes do seu consumo (CANTERI, 2012; NEMATOLLAHI et al., 2016; FARIAS
et al. 2016; SANTOS et al., 2017). A casca do maracuja é um subproduto da industria
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do processamento de frutas e representa aproximadamente 50% do peso total do
fruto, podendo conter de 60 a 80% de pectina na composi¢cio (CORREA et al., 2016)
e a extracdo a partir da farinha da casca tem sido proposta por alguns autores
constituindo uma alternativa as fontes comerciais de pectina normalmente utilizadas
(SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2017). Apesar do seu conteudo tao rico,
constituido por vitaminas, minerais, componentes bioativos, como antioxidantes e
fibras, a subutilizacdo destas cascas pode representar um importante problema
ambiental. Desta forma, este subproduto representa um recurso potencialmente
exploravel e seu aproveitamento e transformacdo em compostos de alto valor
agregado pode contribuir para a reducdo do impacto negativo ao meio ambiente
(ABBOUD et al., 2020).

Apesar de o género Passiflora possuir grande biodiversidade nativa de
espécies, o cultivo comercial do Brasil estd baseado em uma espécie Unica— maracuja
amarelo (Passiflora edulis) (Figura 3) — que domina cerca 95% dos palmares de
Passiflora existentes no Brasil, sendo cultivada em quase todo o territério nacional
devido a suas caracteristicas alimentares, ornamentais, medicinais, qualidade dos
seus frutos, produtividade e rendimento em suco (MELETTI & BRUCKNER, 2001,
PITA, 2012; CERQUEIRA SILVA et al., 2014). Contudo, existem outras espécies de
maracujad com aproveitamento alimentar potencial e que sao praticamente

desconhecidas do consumidor dos centros urbanos (MENDES et al., 2021).

O Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata) (Figura 4), também conhecido
como Maracuja do Mato, € uma planta silvestre popularmente conhecida no semiarido
brasileiro, ocorrendo espontaneamente no Nordeste (EMBRAPA, 2016; ARAUJO et
al., 2019). E uma planta de natureza perene e resistente a seca, sobrevivendo em
condi¢bes de absoluta estiagem, bem como a uma série de pragas que atingem o
maracuja comum (ARAUJO et al., 2002). A fruta é amplamente conhecida por suas
propriedades medicinais, em especial, por ter efeito calmante e relaxante, possui um
alto valor nutritivo, € rica em minerais e vitaminas, principalmente vitamina C e muito
utilizada na fabricacéo de sucos devido ao sabor caracteristico (ARAUJO et al., 2002;
EMBRAPA, 2016; JESUS et al., 2017).

Figura 3 — Frutos do Maracuja amarelo (Passiflora edulis).
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Fonte: Farming, 2017.

Figura 4 — Frutos do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinata).

Fonte: Embrapa, 2016.

O aproveitamento do Maracuja da Caatinga € marcado pelo extrativismo e a
subsisténcia, sendo normalmente comercializado no Nordeste na entressafra do
Maracuja Amarelo. Muitas familias do sertdo utilizam o maracuja da Caatinga na
alimentacao, e o excedente € comercializado em feiras locais ou no desenvolvimento
de produtos derivados como geleias, licores artesanais entre outros, representando
assim uma fonte de renda para 0s pequenos agricultores, pois exige tecnologia
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simples e extensa vida de prateleira, além de ser uma espécie adaptada as condi¢cdes
locais de cultivo (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010).

A utilizacdo do fruto representa um alvo potencial de acbes para o
desenvolvimento sustentavel da regido Semiarida do Brasil, que corresponde a 65%
do territorio do Nordeste, entretanto ja se observa escassez do maracuja da Caatinga
em algumas regifes do semiarido (ARAUJO & FALEIRO, 2020). Por esta raz&o, na
tentativa de erradicar estes problemas em 2016, ap6és uma década de estudos, a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) langcou a primeira
variedade para cultivo comercial denominada BRS Sertdo Forte, resultante do
cruzamento entre populacdes da espécie e que suporta um maior estresse hidrico no
que diz respeito a limitacdo de &gua e promove um maior rendimento de frutos
(EMBRAPA, 2016; ARAUJO et al., 2019; RINALDI et al., 2022).

O desenvolvimento de alimentos sustentaveis traz enormes beneficios para o
planeta, e adicionalmente representa uma oportunidade de fortalecer a agricultura
tradicional, resultando em uma maneira mais eficiente de atender ao abastecimento
mundial de alimentos (PIMENTEL et al., 2021). Estudos foram desenvolvidos
utilizando bebidas a base do maracuja da Caatinga como meio de cultura para
microrganismos probidticos, inclusive kefir, e mostraram um bom veiculo para esta
finalidade (FARIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2017; MENDES et al., 2021). Desta
forma, incentivar a utilizacao e popularizacao do fruto torna-se uma excelente forma
de aumentar a sua producdo, bem como estratégias para o fortalecimento da
agricultura familiar que contribuem para garantir melhores condicfes de vida por meio

da geracdo de renda das comunidades produtoras.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade do processo de producdo de bebidas fermentadas e

simbidticas do maracuja da Caatinga.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir uma farinha da casca do maracuja da Caatinga;

Extrair e caracterizar a pectina da farinha da casca do maracuja através de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

Realizar fermentacdes do suco do maracuja da Caatinga por L. rhamnosus
ATCC 7469;

Produzir bebidas simbidticas fermentadas pela adicdo da pectina apds a
fermentacao;

Verificar a influéncia da adicdo de diferentes quantidades de sacarose e pectina
nas bebidas fermentadas e simbioticas;

Avaliar e identificar as bebidas simbibticas que apresentam as melhores
condi¢des no que diz respeito a manutengéo da viabilidade de L. rhamnosus
ATCC 7469, durante o armazenamento, em estoque refrigerado.

Avaliar parametros fisico-quimicos (pH, concentracdo de carboidratos e de
acidos organicos) das bebidas no inicio e final do armazenamento;

Avaliar a sobrevivéncia do microrganismo sob condi¢bes gastrointestinais
simuladas na bebida simbidtica, cujas concentracdes de pectina e de sacarose

promovam melhor manutencéo da viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL

A elaboracdo dos produtos para andlise foi realizada em sua maioria no
Laboratério de Bioprocessos e Bioprodutos — LabBio (Departamento de Antibiéticos
da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE). Contou-se também com o suporte
do Laboratorio de Experimentacéo e Analise de Alimentos - LEEAL (Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco- UFPE), Instituto Agronémico de
Pernambuco — IPA, Departamento de Engenharia Quimica — DEQ da UFPE e
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear (Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco) para a realizacdo das demais

etapas do estudo.

4.2 MATERIAIS

O Maracuja da Caatinga foi obtido através de doagédo da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria— EMBRAPA, coletados do municipio de Tapiramutd (WGS84:
11°50'49” S, 40° 47’ 27" W), Bahia, Brasil.

A linhagem de L. rhamnosus ATCC 7469, bem como os demais materiais,
incluindo equipamentos, vidrarias, reagentes e outros insumos foram disponibilizados

pelos laboratérios onde as analises foram realizadas.

A cultura comercial de L. rhamnosus ATCC 7469 foi adquirida da American
Type Culture Collection (ATCC, USA). A linhagem probidtica foi preservada em
glicerol a 10% (v/v) a - 20°C de acordo com Liew et al. (2005) e Chang & Liew (2013),
no LABBIO — UFPE.

4.3 PRESERVACAO E REATIVACAO DE L. RHAMNOSUS ATCC 7469

A cultura preservada foi inoculada em 25 mL de caldo MRS (Merck, KGaA,
Germany) e incubada em estufa (SP-101/216, LABOR) durante 48 h a 37 °C.
Posteriormente, 1ml de suspenséo celular foi inoculada em Erlenmeyers com MRS-

Agar (Merck, Alemanha, KGaA), e incubada por mais 48 h a temperatura de 37°C.
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ApOs crescimento, as células contidas em cada Erlenmeyer foram ressuspensas em
glicerol 10% (v/v) sob agitacdo para que as células desprendessem do meio e o
volume total foi agrupado em Erlenmeyer de 500 mL previamente esterilizado.
Aliquotas de 1 mL foram distribuidas em tubos eppendorfs, os quais foram

armazenados em freezer a -20 °C até o uso.

Para reativacdo do microrganismo, um volume de 2 mL da suspenséao de L.
rhamnosus ATCC 7469 foi inoculado em 25 mL do meio MRS e, em seguida, a cultura
foi incubada em estufa (SP-101/216, LABOR) a 37°C até o final da fase exponencial

de crescimento (aproximadamente 48h).

4.4 OBTENCAO DA POLPA DE MARACUJA

Os maracujas foram previamente selecionados de acordo com suas
caracteristicas fisicas e sensoriais (cor, danos fisicos, grau de maturacdo, qualidade
da casca). Os frutos que apresentaram caracteristicas insatisfatorias, incluindo danos
fisicos em geral ou indicios de que estavam inadequados para consumo (verde,

passado ou podre) foram descartados.

Para obtencdo da polpa, os frutos foram selecionados e lavados com agua
corrente e sabdao liquido. A extracdo da polpa foi realizada utilizando-se uma faca de
aco inoxidavel para cortar o fruto ao meio e de uma peneira para remocao das
sementes. A polpa dos frutos foi homogeneizada, acondicionada em frascos de vidro

e armazenada em freezer comum (-20°C), no LabBio, até 0 momento da utilizac&o.

4.5 OBTENCAO DA FARINHA DA CASCA DO MARACUJA

A farinha da casca do maracuja da Caatinga foi obtida de acordo com o
procedimento descrito por Santos et al. (2016). Apos a remocéo da polpa, as cascas
foram cortadas em pequenos pedacos e secas em estufa (NT514, Novatecnica) a 55
°C overnight (aproximadamente 16h). Posteriormente, as cascas secas foram
trituradas e tamisadas em moinho de faca (Marconi) (Figura 5) no Instituto Agronédmico

de Pernambuco (IPA) a 20 mesh. Da farinha obtida foi calculado o rendimento a partir
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das cascas in natura, sendo posteriormente embalada e armazenada em geladeira (4

+ 1 °C) até o momento de sua utilizacao.

Figura 5 — Moinho de facas utilizado para producéo da farinha das cascas dos

maracujas.

Fonte: O autor, 2022.

4.6 EXTRACAO DA PECTINA DA CASCA DO MARACUJA

A pectina foi obtida através da extracdo realizada a partir da farinha da casca
do maracuja utilizando o acido citrico, segundo metodologia proposta por Santos et
al. (2017) com modificacbes. Foram pesados em triplicata 2,5 g da farinha da casca
do maracuja em frasco de Erlenmeyer de 250 mL e adicionados 125 mL de acido
citrico 0,75 M. Em seguida, o frasco foi acondicionado em incubador rotativo (Tecnal,
TE-422) a 50°C e 150 rpm, durante 2 horas. ApGs a extracdo, a suspensao, ainda
quente, foi filtrada utilizando papel de filtro qualitativo com 12,5 cm de diametro. O
filtrado foi arrefecido em geladeira (4 + 1 ° C) durante 24 horas e, posteriormente, 0
mesmo foi submetido ao processo de coagulacdo durante 1 hora, pela adicdo de
etanol a 96% (v/v). O material oriundo da coagulacao foi separado em peneira fina e
posteriormente lavado trés vezes, primeiramente com 15 mL de etanol 70% (v/v) e
0,5% (v/v) de HCI, em seguida com 15mL de etanol 70% (v/v) para neutralizar o pH e,
finalmente, com 15 mL de etanol a 96% (v/v). O material resultante foi submetido ao

processo de secagem (em estufa a 50°C durante 4 horas). Este processo foi repetido
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diversas vezes até obtencdo de uma quantidade suficiente de pectina para as

analises.

O rendimento da pectina extraida do maracuja foi determinado de acordo com
a Equacéo (1), onde “M” corresponde a massa seca do material extraido (em gramas)

e “FC” a massa seca inicial da farinha da casca do maracuja (em gramas).

v = () Eq. (1)

4.7 GRAU DE ESTERIFICACAO DA PECTINA

Foi determinado através de titulacdo potenciométrica (Bochek et al., 2001).
Para isso, foram pesados 0,2 g de pectina (base seca) em triplicata, umedecidas em
recipiente com 1 mL de etanol (96 % v/v). Em seguida, a mistura foi diluida pela adi¢éo
de 20 mL de &gua destilada a 40°C sob agitacao (100 rpm) em incubador rotativo,
durante 2 horas. A solugao resultante foi titulada com NaOH (0,1 M) na presenca de
fenolftaleina até atingir coloracao résea, quando o pH atingiu valores entre 8,0 — 8,2.
Posteriormente, foi calculado o namero de carboxilas livres em porcentagem (Kf)
através da Equacao (2), sendo considerados 0,045 como valor que corresponde a
massa molar do grupo carboxila para um litro e a (denominador da Equacéo 2) como
a porcao ponderada entre pectina e agua (Q).

molL
l

MNaOH( )VNaOH(L) X 0,045 (L)

mol
a(g)

Kf (%) = x 100 Eq. (2)

Posteriormente foi realizada a determinacdo dos grupos carboxilas
esterificadas (Ke). Para isso, foram adicionados 10 mL de NaOH (0,1 M) para
neutralizar os acidos poligalacturdnicos apés determinacdo dos grupos carboxilas
livres. Posteriormente a amostra foi agitada (100 rpm) por mais 2 horas (29 °C) para
garantir a total saponificacdo dos grupos carboxila esterificados. Foram colocados 10
mL de HCI (0,1 M) e o excesso do acido foi neutralizado com NaOH (0,1 M). O nimero
de grupos esterificados foi calculado através do volume gasto de NaOH (0,1 M) pela
Equacéo (3):
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moL

MNaOH( z

)VNaOH(L) x 0,045 (i

Ke (%) = o) x 100 Eqg. (3)

a(9)

Por fim, foi determinado o numero total (Kt) de grupos COOH, resultante da
soma dos grupamentos livres e esterificados (Kt = Ke + Kf), e em seguida foi

determinado o grau de esterificacdo (GE) em porcentagem através da Equacao (4):

GE (%) = (%) x 100 Ed. (4)

4.8 CARACTERIZACAO DA PECTINA POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCELAR (RMN)

O espectro de RMN de 'H foi realizado no Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear (Departamento de Quimica Fundamental da UFPE) segundo
metodologia descrita por Taboada et al. (2010) com alteragcbes, na tentativa de
caracterizar a pectina. Foram preparadas duas amostras, sendo uma amostra controle
com pectina comercial (Amostra 1) e outra com pectina do maracuja da Caatinga
(Amostra 2). As amostras foram preparadas utilizando 20 mg de pectina diluida em 1
mL de agua deuterada (D20, Cambridge Isotope Laboratories).

O espectro de RMN foi obtido no espectrdmetro Agilent, com a frequéncia de
ressonancia do 'H em 400 MHz, a uma temperatura de 27°C, em um tubo de RMN de
5 mm, utilizando-se a sequéncia de pulsos presat, para saturacdo do sinal residual da

agua.

4.9 COMPOSICAO CENTESIMAL DA FARINHA DA CASCA DO MARACUJA
DA CAATINGA

A composicdo centesimal da farinha da casca do MC foi determinada no
Laboratorio de Experimentacdo e Analise de Alimentos — LEEAL, os constituintes
determinados foram umidade, cinzas, proteinas, carboidratos e lipidios, sendo todos

eles analisados em triplicata.



45

A umidade foi determinada através do aquecimento direto da amostra em estufa
a 105°C até peso constante. Cinzas foram quantificadas através do aquecimento em
mufla a 550°C até incineracdo (ADOLFO LUTZ, 2008).

A quantificacdo das proteinas da amostra foi realizada através do método de
Kjedahl, baseado na determinacdo da matéria nitrogenada total da amostra,
transformando-o em sulfato de amoénio por meio de H2SO4, seguindo as etapas de
digestao, destilacédo e titulacdo (ADOLFO LUTZ, 2008).

Lipidios foram determinados através do método em Soxhlet, através de uma
extracdo continua, onde sao lavados repetidamente com solvente organico, neste
caso o éter etilico, seguido de remocédo por evaporacdo ou destilacdo do solvente
(ADOLFO LUTZ, 2008).

Os hidratos de carbono foram determinados através do resultado da soma de
todos os constituintes determinados e posterior subtracdo do peso total (1009)
(OSCAR, 1995), enquanto o Valor Calorico Total (VCT), calculado levando em
consideracao a quantidade de calorias presente por grama de cada constituinte (1g
de proteinas — 4 calorias, 1g de carboidrato — 4 calorias, 1g de lipidio — 9 calorias).

4.10 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL - DELINEAMENTO COMPOSTO
CENTRAL ROTACIONAL (DCCR)

Para determinacao das melhores condicfes em relacdo a sobrevivéncia de L.
rhamnosus ATCC 7469 apoOs 28 dias de estoque, foi aplicado DCCR com trés
replicatas no ponto central, totalizando 11 ensaios. As duas variaveis estudadas
foram as concentracdes de sacarose e pectina, designadas como X1 e X2

respectivamente.

Os niveis foram determinados com base no estudo de Santos et al. (2017), e

estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Fatores e niveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

o Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Sacarose (%) 3 5 10 15 17
Pectina (g/L) 2 5 12,5 20 23

4.11 PRODUCAO DAS BEBIDAS SIMBIOTICAS
4.11.1 Meio de cultura

O meio de cultura para L. rhamnosus ATCC 7469 foi preparado pela diluicdo
da polpa do maracuja da Caatinga 50% (v/v) em agua destilada. O pH foi ajustado
para 6,0 £ 0,2 com NaOH (2 M) utilizando um potenciémetro (P62000, Gehaka). Em
seguida, foi realizada a pasteurizacdo em banho maria (TE-084, Pyrotec) durante 35
minutos a 67 = 2 °C, com posterior resfriamento em banho com gelo (FARIAS et al.,
2016).

4.11.2 Producdo de bebidas simbidticas

Inicialmente o microrganismo probiotico foi reativado como descrito no item 4.3,
e um in6culo de 10% v/v (SANTOS et al., 2017) foi transferido para os frascos de
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 45 mL do meio de cultura dos sucos de maracuja
(item 4.11.1), resultando em um volume de 50 mL. Os frascos de Erlenmeyer foram
acondicionados em estufa (SP-101/216, LABOR) 37°C para a fermentacéo. Apds 24
horas foram adicionadas pectina e sacarose de acordo com as condi¢Oes descritas
na Tabela 2, cujos ensaios foram determinados de acordo com o DCCR descrito no
item 4.10.
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Tabela 2 — Matriz do planejamento para elaboracao das bebidas. Sendo xi1 e x2

os valores codificados de sacarose e pectina respectivamente.

Ensaios X1 X2 Sacarose (%) Pectina (g/L)
El -1 -1 5 5
E2 +1 -1 15 5
E3 -1 +1 5 20
E4 +1 +1 15 20
ES 0 0 10 12,5
E6 0 0 10 12,5
E7 0 0 10 12,5
E8 -1,41 0 3 12,5
E9 +1,41 0 17 12,5

E10 0 -1,41 10 2
Ell 0 +1,41 10 23

As amostras retiradas de cada ensaio foram utilizadas na determinacéo de pH,
viabilidade celular, 4cidos organicos (malico, citrico e latico) e acUcares redutores
totais. Este momento foi estabelecido como o inicio do estoque (T=0 dias). As bebidas
foram acondicionadas em geladeira a 4°C para a avaliacdo do estoque refrigerado

apos 28 dias.

No final do estoque, as bebidas foram novamente avaliadas para a investigacéo
das concentracbes de sacarose e pectina ideais, que promoveram a maior
sobrevivéncia de L. rhamnosus. Estas bebidas foram submetidas ao teste de
simulagéo gastrointestinal (Item 4.15) para avaliar a tolerancia do microrganismo as

condi¢cbes adversas.
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4.12 METODOS ANALITICOS
4.12.1 Determinacao do pH

Para determinacao de pH, bem como para ajuste do pH das bebidas foi utilizado

um potencidometro digital (P62000, Gehaka).

4.12.2 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 (MOC63u, Shymadzu),

sempre respeitando o0 peso minimo de 0,02g de amostra para realizar a analise.

4.12.3 Determinacgéo da viabilidade celular

A viabilidade celular, expressa em Unidades Formadoras de Coldnia por
mililitros (UFC/mL) foi determinada apos a realizacdo de diluicbes seriadas, em
solucéo salina (0,9 % m/v NaCl) e técnica de espalhamento em placas de Petri, em
meio MRS contendo 20 g/L de agar. Apés a inoculacéo, as placas foram incubadas
em estufa para cultura bacteriologica (SP-101/216, LABOR) a 37°C durante 48 horas,

antes da contagem das unidades formadoras de coldnias (Figura 6).

Figura 6 — Esquema ilustrativo da determinagé&o da viabilidade de L. rhamnosus
ATCC 7469.

1mL 1mL 1mL

1 mL 1 mL
/\ s w =) = = =
T

‘\
\\ Sohug3o Salina 9 mL l l l

;
Amostra ! | 4 1

Incubag3io - 37°C

2 his 1

Fonte: O autor, 2022.
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4.13 DETERMINACAO DE ACIDOS ORGANICOS

As concentracdes dos acidos organicos foram determinadas no inicio e ao final
do estoque de 28 dias por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um
sistema equipado com uma bomba quaternéria acoplada com um desgaseificador
(DGU-20A5r), um forno para controlar a temperatura da coluna, em torno de 28°C, um
injetor automatico e um detector de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M20A). O software
utilizado para aquisi¢éo de dados foi LC Solution, fabricado por Shimadzu Corporation
(Kyoto, Jap&o). Uma coluna de troca ibnica de 300 mm x 7,8 mm (Aminex® HPX-87H,
Bio-Rad, EUA), com 9 pM de tamanho de particulas, foi utilizada. Um sistema de
eluicdo isocrética foi aplicado para a fase mével (H,SO, a 5 mM) com fluxo de 0,6

mL/min.

4.14 DETERMINAC}AO DOS CARBOIDRATOS
4.14.1 Glicose e Frutose

Os carboidratos (glicose e frutose) foram determinados utilizando um sistema
semelhante ao descrito no item 4.13, com um detector por indice de refracdo (IR). A
temperatura foi de 60°C, utilizando a mesma coluna cromatografica, composicao e
sistema de eluicdo de fase mével usados na determinacdo dos &cidos. As condi¢cdes
da corrida foram de aproximadamente 12 minutos com uma vazao da fase movel
também igual a 0,6 mL/ min. As amostras foram diluidas em fase movel e filtradas em

membrana com diametro de poro de 0,2 um.

4.14.2 Acucares redutores totais

Com relacdo a determinagdo dos acucares redutores totais foi utilizado o
método colorimétrico proposto por Miller (1959). Para determinacdo da concentracao,
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 indicador. Em seguida, 0,5 mL dessa
solucéo foi adicionado em tubos de ensaio contendo 1 mL de acido dinitrosalicilico
(DNSA). A mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos e depois resfriada em banho
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de gelo. Por fim, foram adicionados 20 mL de agua destilada a solucéo e realizada a
leitura da absorbancia em espectrofotometro (VIS-2006, Gehaka) a 540 nm. A
concentracdo foi determinada utilizando uma curva de calibragdo com solugcdes

padrao de glicose.

4.15 SOBREVIVENCIA EM CONDICOES GASTROINTESTINAIS
SIMULADAS

A simulacéo das condi¢des gastricas e intestinais de L. rhamnosus ATCC 7469
nas bebidas de maracuja, adicionadas ou ndo de pectina, seguiu o procedimento
descrito por Charteris et al. (1998). Através deste, foi avaliada a tolerancia do
microrganismo por meio da determinacdo de sua viabilidade e dos indices de

sobrevivéncia (%). A ilustracdo do procedimento esta descrita na Figura 7.

Figura 7 — Esquema ilustrativo do teste de simulacéo gastrointestinal para

verificacdo da sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 nas bebidas simbidticas.

A Sz g et

Incubador rotativo In‘cubador rotativo =T Incubador rotativo
150 rpm, 37°C, 2h / 150 rpm, 37°C, 2h 150 rpm, 37°C, 2h

Visblidade / s W LU Y\ |

Inicial (Vi :
s / ,/ \ Viabiidade
( Final (V)

pH 2 PH S pH 7
Pepsma 3g'L Pancreatma 1g/L Pancreatina 1g/L

Fonte: O autor, 2022.

O volume utilizado para avaliagéo foi de aproximadamente 30 mL da amostra,
acondicionado em Erlenmeyer estéril de 250 mL. Inicialmente, o pH de cada amostra
foi ajustado para 2,0 com solucao de HCI (5,0 M), além da adicdo de uma quantidade
equivalente a 3 g/L de pepsina (Dinamica, SP, Brasil). O frasco contendo esta mistura

foi acondicionado em incubador rotativo a 150 rpm e 37°C, por 2 horas.
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Apos este periodo, o pH foi ajustado para 5,0 com solucéo alcalina (NaOH e
NaH2PO4. 2H20). Em seguida, foi adicionada a pancreatina na concentragdo 1g/L,
para que assim o frasco fosse novamente acondicionado em incubador rotativo, nas

mesmas condi¢des de temperatura e agitacdo da etapa anterior.

Apbs um novo periodo de 2 horas, o pH foi novamente ajustado, desta vez para
7,0 com a mesma solucédo salina, e a concentracdo de pancreatina foi reajustada

novamente, para 1 g/L.

No inicio da fase gastrica (Vi) e no final da fase entérica (V) foram
determinadas as viabilidades de L. rhamnosus ATCC 7469, as quais serviram para
calcular a sobrevivéncia (S) do microrganismo nas condicbes de simulacao

gastrointestinal, a partir da Equacéo (5):

S(%) = ::—;x 100 Eq. (5)

4.16 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistc 7.0,
levando em consideracéo os valores médios das duplicatas experimentais utilizando
o teste de variancia (ANOVA) e considerando o nivel de significancia de 5 % (p <
0.05).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 APROVEITAMENTO DA CASCA DO MARACUJA DA CAATINGA

Na presente investigacdo foram obtidos 146,7g de farinha a partir de 8729 de
casca in natura (umidade 88,8%), o que corresponde a um aproveitamento de 16,8%.
As etapas de obtencédo da farinha estdo ilustradas na Figura 8. Apds a secagem,
verificou-se que a umidade da casca foi de 5,67% e depois das cascas trituradas e
tamisadas a farinha apresentou umidade de 5,81%, estando em conformidade com o0s
padrées da ANVISA descritos ha RDC N° 263 de 22 de setembro de 2005, que dispde
sobre o regulamento técnico para produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos,

permitindo uma umidade maxima de 15% (g/100g) para farinhas.

Figura 8 — Fases da obtencéo da farinha da casca do maracuja da Caatinga.

A — Frutas in natura ap0s higienizadas; B — Frutas cortadas; C — Cascas cortadas; D — Cascas
secas; E — Moagem da casca; F — Farinha do da casca do maracuja da Caatinga.

Fonte: O autor, 2022.
A utilizacdo da casca do maracuja, sobretudo do maracuja amarelo, para

fabricacdo de farinha ja é bem estabelecida por ser um subproduto rico em fibras,
principalmente soluveis (DE FAVERI et al., 2020). Por serem frutos semelhantes,
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acredita-se que estes beneficios podem ser extrapolados para a farinha do maracuja
da Caatinga. Desta forma, a utilizacdo deste subproduto seja para consumo in natura
adicionado a preparagdes ou na fabricacdo de produtos funcionais, valoriza o fruto,
diversifica seu consumo e minimiza possiveis problemas ambientais decorrentes da
grande quantidade de residuos gerados, uma vez que aproximadamente 50% do peso

do fruto € proveniente de sua casca (ABBOUD et al., 2020).

Na Tabela 3 foi descrita a composicédo centesimal da farinha da casca do MC.
Proteinas e gorduras apresentaram baixas fracdes, como esperado na maioria das
frutas. Outros autores relataram a composicdo da farinha da casca do maracuja
amarelo com cerca de 10% de umidade, 7,5% de cinzas, 4% de proteina, 19% de fibra
sollivel, 38% de fibra insolivel e 21% de carboidratos soltveis (CORDOVA et al.,

2005; PINHEIRO et al., 2008).

Os carboidratos corresponderam a maior fracdo de macronutrientes presentes
na farinha, resultados que corroboram com os encontrados por Fonseca et al. (2022),
que observaram na casca do maracujé roxo (Passiflora edulis f. edulis) uma proporcéo

de 80,7% de carboidratos, dos quais 76,4% eram fibras.

Tabela 3 — Composi¢éo centesimal da farinha da casca do MC.

Constituinte Farinha da casca MC
Umidade (%) 5,8
Cinzas (g/100g) 6,1
Proteinas (g/1009) 7,2
Gorduras (g/100q) 4,5
Carboidratos (g/100g) 77,3
VCT (Kcal/100g) 378,9

O consumo de fibras alimentares € considerado benéfico para o controle de peso
e saude intestinal, prevenindo constipacdo e hemorroidas (RAMAIYA et al., 2018), e
apesar do VCT relativamente alto para 100g de farinha, deve-se considerar que esta

€ uma guantidade alta para consumo diario. Ramos et al. (2007), observaram em seu


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16300084#bib0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16300084#bib0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16300084#bib0150
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estudo uma reducdo nos niveis de colesterol total e LDL de mulheres com
hipercolesterolemia, utilizando a suplementacédo com a farinha da casca do maracuja

amarelo na dose diaria de 30g por dois meses.

No estudo de Marques et al. (2016), 36 pacientes com lipodistrofia do HIV foram
orientados a consumir 10g de farinha da casca do maracuja amarelo trés vezes ao dia
e apos 30 dias, houve reducédo média da glicemia, triglicerideos, colesterol total e LDL
de 5,2; 15,0; 18,2 e 19,0%, respectivamente.

Outro estudo demonstrou que a dieta suplementada com farinha da casca do
maracuja foi capaz de melhorar pardmetros metabdlicos, incluindo reducdo da
glicemia de jejum e hemoglobina glicada em individuos com diabetes tipo 2 (DE
QUEIROZ et al., 2012).

Na investigacao de Lima et al. (2016), a ingestéo de farinha da casca melhorou
a sensibilidade a insulina em ratos alimentados com dieta rica em gorduras, bem como
foi capaz de modular a resposta da adiponectina e da leptina. Grande parte destes
beneficios sdo atribuidos a pectina presente na casa dos frutos, principalmente por
suas propriedades prebidticas e pelo efeito modulador da microbiota intestinal, além
de efeitos positivos na diminui¢cdo do peso corporal, diminuigcdo de gordura no figado,
melhora da tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina. (GOMEZ et al., 2016;
NAQASH et al., 2017; DE FAVERI et al., 2020).

5.2 RENDIMENTO DA PECTINA OBTIDA DA FARINHA DA CASCA DO
MARACUJA DA CAATINGA

O rendimento da pectina obtida através da farinha do maracuja da Caatinga
(MC) evidenciado no presente estudo foi de aproximadamente 70,4% (+ 2,4). A figura
9 ilustra a pectina extraida antes e depois da secagem. O pericarpo do maracuja
representa 60% da fruta fresca, nele estéo contidas diversas substancias bioativas e
polissacarideos, cujo teor de pectina € de 15 a 20 g/100 g (base seca) (FREITAS DE
OLIVEIRA et al., 2016). Tendo em vista o bom rendimento obtido, para preparar 1 litro
de bebidas simbidticas em cada uma das condigcbes do presente estudo, cujas

concentracdes de pectina foram de 2; 5; 12,5; 20 e 23 g/L, seriam necessarias 2,8; 7,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hiv-associated-lipodystrophy
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17,5; 27,7 e 32,69 de farinha respectivamente, ou seja, quantidades relativamente

pequenas tendo em vista o possivel beneficio agregado ao produto final.

Figura 9 — Pectina extraida da farinha da casca do maracuja da Caatinga.

A — Durante a extracdo (lavagem), B — Apos extracdo, C — Depois da secagem.
Fonte: O autor, 2022.

O método de obtencéo e o cuidado durante a técnica € de extrema importancia
para maximizar o rendimento da extracdo, por isso estudos relacionados a pectina da
casca do maracuja com foco principalmente nos efeitos dos extratores e condi¢des de
extracao no rendimento, propriedades fisico-quimicas e comportamento do processo
da pectina vem sendo desenvolvidos (FREITAS DE OLIVEIRA et al., 2016; MARIC et
al., 2018).

Segundo Canteri et al., (2012), o teor de substancias pécticas varia de acordo
com a origem botéanica do produto vegetal, além de fatores como o agente extrator,
temperatura e tipo de energia utilizada para extracao. Santos et al. (2017) obtiveram
um rendimento de 55% em condicbes semelhantes de extracdo. Este aumento no
rendimento pode ser atribuido as modificacées na metodologia, pois ao realizar testes
prévios observou-se que parte da pectina apés a filtracdo em gaze, como realizado
por Santos et al., (2017), permaneceu retida nas tramas do tecido, por esta razdo
optou-se por utilizar peneira fina (diametro do furo de 1 mm). Estes fatores podem ter
contribuido nesta diferenca de rendimento mesmo em se tratando de frutos
semelhantes. Seixas et al. (2014) encontraram um rendimento de 30,3% a partir da

farinha da casca do maracuja amarelo utilizando acido tartarico e micro-ondas.
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Oliveira et al. (2016) também utilizando o maracuja amarelo observaram um

rendimento ainda menor (12,67%), utilizando ultrassom e acido nitrico.

Além do maracuja, outras matrizes alimentares vém sendo estudadas como
alternativa para a extracao de pectina a partir de rejeitos industriais, como casca e
bagaco de outras frutas, as quais geralmente sdo descartadas juntamente com 0s
atributos nutricionais que possuem, como por exemplo, bagaco de uva (32,3%)
(MINJARES-FUENTES et al., 2014), casca de laranja (26,74%) (XU et al., 2014) e
casca de roma (23,87%) (MOORTHY et al., 2015). A partir destes dados, observamos
que apesar de pouco aproveitado, o MC apresenta grande potencial de utilizac&o,
levando em consideracdo o rendimento superior quando comparado aos estudos

realizados em outros frutos mencionados acima.

O Grau de esterificacdo (GE) € um fator determinante na estrutura da pectina
pois correlaciona-se diretamente com a capacidade de formacédo do gel. Liew et al.
(2014) mencionaram variacdes de GE de 41,67 a 67,31% em pectinas extraidas do
maracuja, cujos fatores interferentes seriam o tipo de casca da fruta e métodos de
extracao. No estudo de Lin et al. (2021), cuja extracdo da pectina do maracuja ocorreu
através de cisalhamento de alta velocidade em baixa temperatura, os GE obtidos
foram superiores a 50%. O GE evidenciado neste trabalho foi 19% (x 0,6), sendo
classificado como baixo, assim como no estudo de Santos et al. (2017) cujo GE
observado no MC foi de 14% podendo esta, ser uma tendéncia desta espécie de

maracuja.

Estudos vem demonstrando que o baixo GE pode proporcionar efeitos
benéficos diversos quando comparado ao alto GE, principalmente no que diz respeito
a modulacdo da microbiota. Fissore et al. (2015) relataram que pectinas com baixo
GE podem estimular seletivamente o crescimento de linhagens probioticas, auxiliando
no crescimento de bactérias intestinais benéficas devido ao menor grau de
metoxilagdo, contribuindo para uma maior formagédo de AGGC. Tian et al., (2016)
avaliaram em ratos a influéncia de quatro tipos de dietas adicionadas de pectina e
observaram que a dieta com pectina de baixo GE (29%) foi fermentada de forma mais
rapida e eficiente, como consequéncia, produziram uma quantidade maior de AGCC,
além de estimular mais fortemente o crescimento de Lactobacillus quando comparada

a dieta adicionada de pectina com alto GE.
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Estudos relacionando a acéao da pectina sobra a viabilidade de bactérias séo
extremamente importantes, pois auxiliam no desenvolvimento de alimentos funcionais
com atributos mais interessantes, considerando por exemplo, o uso de um prebiotico
como a pectina, que agrega maior valor nutricional a formulagbes alimentares

probidticas, resultando em produtos simbiéticos.

Além da viabilidade outros beneficios sédo atribuidos a pectina sdo descritos na
literatura como mencionado por Nazzaro et al. (2012) que demonstraram que a
pectina promoveu uma maior resisténcia as células de Lactobacillus acidophilus frente
ao estresse provocado pela acidez gastrica, em decorréncia de alteracdes no perfil
proteico celular e pela producéo de butirato de sédio, derivado do acido butirico, capaz
de atuar na regeneracao da mucosa intestinal e regular a diferenciacao celular. Prandi
et al. (2018) relataram que a pectina da polpa de beterraba contribuiu na supresséo
de bactérias patogénicas e crescimento de bactérias laticas. Por fim, Khodaei et al.
(2020) mencionaram que filmes a base de pectina foram capazes de conferir protecéo
as células de L. plantarum, L. casei e Saccharomyces boulardii durante o estoque em
diferentes temperaturas.

5.3 ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DA PECTINA

A Figura 10 mostra o espectro de RMN 'H da Amostra 1 (Pectina comercial),
no qual sdo observados sinais alargados na linha de base entre 3,2 ppm e 5,0 ppm.
Esta regido é caracteristica dos sinais dos hidrogénios que fazem parte das unidades
de glicose. Devido ao alargamento dos sinais, ndo € possivel fazer uma atribuicédo
especifica dos mesmos. Acredita-se que este alargamento seja causado pela
diminuicao do tempo de relaxacéao transversal (T2). Este efeito observa-se comumente

em macromoléculas como polimeros e biopolimeros.

A Figura 11 mostra o espectro de RMN 1H da pectina extraida do maracuja.
Comparando com a Figura 10 pode-se perceber na linha de base os sinais alargados
da pectina. Além disso, observamos etanol remanescente do processo de extragao.
O tripeto em 1,08 ppm e o quarteto em 4,01 correspondem ao CHs e ao CH2 do etanol,
respectivamente. Foi detectado também a presenca de acido citrico atraves dos sinais

intensos em 2,71 ppm e 2,88 ppm.
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Figura 10 — Espectro de RMN 'H 400 MHz. da Amostra 1 (pectina comercial) 20 mg
em D20.
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Figura 11 — Espectro de RMN *H 400 MHz. da Amostra 2 (pectina MC) 20 mg em
D20.
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5.4 COMPORTAMENTO DAS BEBIDAS APOS FERMENTACAO

A viabilidade celular inicial de L. rhamnosus adicionada as bebidas foi de 6,5
log UFC/mL e apds 24h de fermentacdo as amostras apresentaram uma viabilidade
média de 7,7 (x0,14) log UFC/mI, crescimento de 1,2 log UFC/mL em 24 horas
(produtividade celular de 0,05 log UFC/mL.h). O processo fermentativo provoca
alteracdes desejaveis no produto, incluindo a incorporacao de aromas caracteristicos,
aumento da biodisponibilidade de minerais e a supressao da flora contaminante e
consequente seguranca microbioldgica, devido a redu¢éo do pH, bem como, promove
o aumento dos AGCC, que sao benéficos ao hospedeiro (KLEWICKA et al., 2015;
TAYLOR, 2016). Todos 0s ensaios apresentavam a mesma composi¢cao durante a
fermentacao, por este motivo a viabilidade apos a fermentacéo foi semelhante entre
eles, entretanto, observou-se um discreto aumento no E1 (Sacarose 5% e Pectina
5¢g/L). Vale ressaltar que este momento foi considerado o inicio do estoque das
bebidas.

A viabilidade reflete a capacidade da célula crescer e, subsequentemente,
gerar coldnias de células em condigBes ambientais definidas, sendo considerada um
pré-requisito para avaliar a funcionalidade de probi6ticos podendo variar de acordo
com a linhagem (TERPOU et al.,, 2019). Neste caso, durante a fermentacdo, a
linhagem foi mantida em condic6es favoraveis de temperatura e pH, além disso o meio
de cultura a base de MC também contribuiu positivamente, refletindo no crescimento
bacteriano. SILVA et al. (2013) mencionaram a temperatura ideal de crescimento de

37°C e o pH variando entre 6,0 e 6,5 como mais favoraveis para L. rhamnosus.

A industria de alimentos tem o objetivo de garantir que os produtos contenham
um minimo de 6 log UFC/ml ou grama no produto e, por sua vez, sugere-se uma
ingestao diaria de probidticos de 8 - 9 log UFC/ml ou grama para garantir que seu
potencial seja efetivamente aproveitado, desta forma, oS ensaios apresentaram
guantidade de células probidticas superiores as exigidas para garantir os beneficios a
microbiota intestinal (LILO-PEREZ et al., 2021).

Com relacdo aos carboidratos, durante a fermentacdo observou-se um
consumo médio de glicose e frutose entre o0s ensaios de 72,3% e 52,7%,

respectivamente, portanto, a glicose foi o substrato preferido por L. rhamnosus ATCC
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7469 neste momento. A literatura descreve uma preferéncia desta linhagem por
glicose e frutose como substrato energético entre os aglcares simples, no entanto,
fatores como a disponibilidade dos aglUcares no meio, o tempo de fermentacao, bem
como as condi¢cdes do processo podem interferir no metabolismo e utilizagcdo dos
carboidratos (FILHO et al., 2019; KLONGKLAEW et al., 2022).

Lu et al. (2018) demonstraram a utilizacdo de acucares por trés cepas
probioticas (L. helveticus L10, L. paracasei L26 e L. rhamnosus HNOO1) em suco
fermentado de carambola e observaram que a sacarose foi totalmente esgotada, a
frutose sofreu diminuicdo significativa durante o processo, enquanto a glicose
permaneceu inalterada. Acredita-se que as linhagens utilizaram glicose e frutose

como fonte de energia formada a partir da hidrélise da sacarose.

5.5 VIABILIDADE E SOBREVIVENCIA DE L. RHAMNOSUS ATTC 7469
DURANTE ESTOQUE REFRIGERADO

As condi¢Bes cuja concentracdo de pectina adicionadas foram préximas ao
ponto central mantiveram a estabilidade, no entanto, apesar de em outras condi¢des
(E1, E4, E10, E11) ocorrer decréscimo significativo da viabilidade de L. rhamnosus,
esta foi mantida proporcdes suficientes para atender aos requisitos propostos pela
industria ao longo dos 28 dias de estoque (média de 7,1 (x0,02) Log UFC/ml) (Figura
12), apesar da redugcdo na contagem de viaveis de células com o tempo de
armazenamento ser esperada. Este fato pode ser atribuido a reducéao do pH da matriz
fermentativa e acimulo de acidos organicos provenientes de atividades metabdlicas

como resultado do crescimento e fermentacdo (ADEBAYO-TAYO et al., 2021).
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Figura 12 — Viabilidade média de L. rhamnosus ATCC 7469 no inicio (T=0 dias) e ao
final (T = 28 dias) do estoque.

10,0
BT=0DIAS &T =28DIAS

o
o
1

2,0 A

0,0 -

Viabilidade (Log UFC/mI)

E10 E1ll

O ponto central (PC) corresponde aos ensaios E5, E6 e E7.
O asterisco indica que houve diferenca significativa (p<0,05) entre o inicio e final do

estoque. Fonte: O autor, 2022.

Resultados semelhantes foram observados por Campos et al. (2019) em suco
de abacaxi e jussara, onde os niveis de L. rhamnosus GG permaneceram acima de 7
log UFC/mL durante 28 dias de estoque a 8°C. Isto demonstra e capacidade de
adaptacdo da linhagem, mesmo em matrizes alimentares ndo lacteas e sofrendo
influéncia diversos fatores limitantes, tais como como acidez, pH, temperatura,
componentes microbianos, concentracdo de oxigénio, entre outros (MANTZOURANI
et al., 2019).

As melhores condi¢des para manutencdo da sobrevivéncia de L. rhamnonus
foram investigadas usando o DCCR, e a sobrevivéncia apds o estoque foi descrita na
Tabela 4. Os resultados evidenciam que a concentracdo de pectina € uma variavel
com efeito positivo significativo na sobrevivéncia de L. rhamnosus, enquanto as

concentracdes de sacarose ndo apresentaram significancia estatistica.
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Tabela 4 — Sobrevivéncia do probiotico ao estoque refrigerado, de acordo com as
condi¢cBes do DCCR.

Ensaios Sacarose (%) Pectina(g/L) Sobrevivéncia (%)

El 5 5,0 78,5+0,8
E2 15 5,0 100,1 +0,2
E3 5 20,0 96,2+0,1
E4 15 20,0 929+0,5
PC 10 12,5 98,2+1,3
E8 3 12,5 102,7 +0,5
E9 17 12,5 97,4+0,1
E10 10 2,0 82,3+0,3
E1ll 10 23,0 940+0,4

O ponto central (PC) corresponde aos ensaios E5, E6 e E7.

Um modelo quadrético foi utilizado para avaliar a sobrevivéncia, e o nivel de
significancia do modelo foi mensurado pelo Teste-F, o qual revelou que a regresséo
foi estatisticamente significante (Tabela 5).

As médias quadraticas (MQ) sdo calculadas pela razdo entre as somas
quadréticas e os graus de liberdade. A razdo entre a MQ da regressao (MQR) pela
MQ do residuo (MQr) deve ser maior que o Teste-F tabelado para 95% de confianca.
Por esta razdo o resultado foi satisfatorio, uma vez que o resultado da divisdo (Fcac=
8,7096) foi maior que o valor do Teste-F tabelado (Ftan= 6,26), ou seja, existe uma
evidéncia estatistica suficiente para fazer acreditar na existéncia de uma relacao linear

entre as variaveis e a resposta.
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Tabela 5 — Andlise da variancia (ANOVA) do modelo linear do planejamento fatorial.

Fonte de Soma Graus de Meédia
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 575,71 5 115,14

Residuo 52,88 4 13,22

Falta de Ajuste 46,65 3 15,55

Erro Puro 6,23 1 6,23
Total 628,60 9 -
% de variacao explicada 0,9159
% maxima de variacdo explicavel 0,9901

Por outro lado, a razao entre a MQ por falta de ajuste (MQfaj) e a MQ pelo erro
puro (MQep) deve ser menor que o Teste-F tabelado (Fwb= 215,7), desta forma
resultado foi satisfatério pois o valor da divisdo foi de Fcac= 2,4951, reforcando o
resultado significante da analise da regressdao. O coeficiente de determinagdo do
modelo (R?) foi de 0,9158. Isto que significa que 91,58% da variacao total em torno da

meédia é explicado pela regressao e para os residuos ficam apenas 8,42%.

A equacdao polinomial de segunda ordem para a sobrevivéncia foi representada

pela Equacéo 6.

$ =101,6 + 0,21x; + 4,46x, — 1,32x% — 7,15x% — 6,42x,, Eq. (6)

A superficie de resposta que mostra o comportamento da sobrevivéncia de L.
rhamnosus em fungcdo das variaveis independentes (concentracdes de sacarose e

pectina) esta representada pela Figura 13.
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Figura 13 — Superficie de resposta obtidas para sobrevivéncia de L. rhamnosus
ATCC 7469 apos estoque de 28 dias, em funcdo das concentracfes de sacarose e

pectina nas bebidas simbioticas fermentadas do maracuja da Caatinga.
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Fonte: O autor, 2022.

E possivel observar que existe uma regido de maior sobrevivéncia proxima ao
ponto central. Nas concentra¢cdes de pectina inferiores a 4g/L e de sacarose inferiores
a 10g/L as sobrevivéncias obtidas foram menores que 80%, no entanto dependendo
da viabilidade inicial do estoque, estes resultados permanecem positivos, como no
presente estudo, onde a concentragdo incial foi em média 7,7 (x0,02) Log UFC/mL,
uma sobrevivéncia acima de 80% durante o estoque mantém o produto vivavel para

atender os requisitos minimos para alimentos probidticos propostos pela indastria.

Além disso, observou-se que o efeito da pectina impacta positivamente na
sobrevivéncia independente de baixas concentracdes de sacarose, ou seja, quanto
maior a concentracao de pectina, mesmo quando a sacarose esteve em seus menores
niveis a sobrevivéncia chegou a 100%. Verificou-se também que mesmo em suas

maiores concentracdes, a sacarose foi dependente de pectina para manter a
sobrevivéncia mais elevada.
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Estudos demonstram o efeito positivo da pectina na protecdo de bactérias
benéficas, sendo estes relacionados ao seu grau de metoxilagdo e ramificacéo, peso
molecular e viscosidade. Larsen et al. (2018) mencionam que interacdes eletrostaticas
entre bactérias e pectinas também contribuem para a sobrevivéncia de probidticos.
Por sua capacidade de formar gel, a pectina pode atuar retardando a penetracao de
fluidos nas células, desta forma serviria como barreira de protecdo em meios acidos
por exemplo, favorecendo a manutencdo da viabilidade de L. rhmanosus como
observados em alguns estudos (CHOTIKO & SATHIVEL, 2016; SANTOS et al, 2017,
PRANDI et al., 2018). Outros autores também relatam que bactérias acido laticas
possuem a capacidade de hidrolisar pectina e utiliza-la como fonte de nutrientes para
crescimento bacteriano (VIDHYASAGAR et al., 2013; SHOWPANISH et al, 2020),
diante deste cenario, a presenca de pectina seria benéfica independente da forma que
fosse utilizada, pois mesmo que o microrganismo ndo seja capaz de metaboliza-la, o

consumidor estaria ingerindo como fonte prebidtica.

No estudo de Santos et al., (2017) que avaliaram a adicdo de pectina na
formulacdo de bebidas probidticas nédo lacteas, a pectina extraida da casca do
maracuja da Caatinga na concentracdo de 20 g/L contribuiu significativamente para a
manutenc¢ao da viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469 durante o estoque da bebida.
No entanto, a concentracdo de sacarose foi a mesma para todos os ensaios (10%).
Mesmo nédo sendo possivel avaliar a influéncia de diferentes concentracdes sacarose
no estudo mencionado anteriormente, obtivemos um comportamento semelhante uma
vez que as concentracdes mais altas de pectina e inferiores de sacarose favoreceram
a sobrevivéncia de L. rhamnosus, inclusive, na concentracdo de 10% de sacarose e

20g/L de pectina a sobrevivéncia permaneceu acima de 90%.

As concentracfes mais baixas de sacarose para manutencao da sobrevivéncia
Nos ensaios cujas concentracdes de pectina estavam acima de 12g/L evidenciada no
presente estudo pode ser considerada um fator positivo, uma vez que €& possivel
manter a sobrevivéncia do microrganismo e seus atributos funcionais sem aumentar
o seu valor calérico. No entanto, a reducdo do acucar em bebidas fermentadas implica
em uma série de questdes incluindo a aceitabilidade, textura e estabilidade do
produto; além disso, pode afetar negativamente a fermentacéo, tornando o processo
mais lento e com maiores chances de contaminacdo por bactérias indesejaveis
(MESQUITA et al., 2020).
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Outros estudos demonstram que a sacarose € determinante para a
sobrevivéncia de probiéticos. Pereira et al. (2013) ao avaliar sucos probidticos de caju
adocados ou ndo com sacarose e observaram seu efeito no armazenamento de 42
dias e concluiram que a sacarose foi utilizada como substrato para promover o
crescimento microbiano. Resultados semelhantes foram encontrados por Filho et al.
(2019) em seu estudo, avaliando a utilizacdo do suco de cacau como veiculo para o
Lactobacillus casei observaram um aumento da viabilidade na presenca da sacarose,
isto porque a sacarose € um composto fermentavel e o aumento da viabilidade

microbiana pode ser esperado.

5.6 COMPORTAMENTO DO PH DAS BEBIDAS DURANTE O ESTOQUE

O pH médio das bebidas foi de 5,3 (£0,2) (Coeficiente de Variacdo - CV <4%)
no inicio e 5,1 (x0,3) (CV <5%) no final do estoque, e as variacdes de pH de cada
ensaio estdo descritas na Tabela 6. Apesar da diminuicdo durante a fermentacao
(ajustado anteriormente para pH 6.0), o pH médio durante o estoque manteve-se
superior a 5,0 correspondendo a um resultado positivo, uma vez que mesmo sendo
fermentadas, as bebidas ndo séo &cidas o suficiente para afetar negativamente os
atributos sensoriais. Isto também nos faz refletir sobre a sobrevivéncia do
microrganismo que pode ter sido beneficiada pela pequena diminuicdo do pH apesar

das diferencas significativas entre o inicio e final do estoque na maioria dos ensaios.

Mesquita et al. (2020) avaliaram a fermentabilidade de bebidas a base de gréo
de bico e extrato de coco contendo o probiédtico L. paracasei LBC 81, e mencionam
gue grandes alteracdes sofridas em termos de pH e acidez, apesar de ndo afetarem
a viabilidade probiética, pode ser um fator limitante do ponto de vista de aceitacao
sensorial, além de comprometer o tempo de armazenamento do produto, no entanto,
0 ensaio que apresentou a menor sobrevivéncia ao final do estoque foi o E1 que

apresentou maior variagao de pH.
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Tabela 6 — Variacdes de pH nos ensaios no inicio e ao final do estoque. O ponto

central (PC) corresponde aos ensaios E5, E6 e E7.

Ensaio pH - Inicio do‘ pH - Final do ' 0
Estoque (T =0dias) Estoque (T =28 dias)
El 491 5,56* 0,007
E2 5,21 5,25 0,154
E3 5,45 5,19* 0,001
E4 5,39 5,23* 0,007
PC 5,27 5,31 0,056
E8 5,34 4,77* 0,003
E9 5,35 4,78* 0,000
E10 5,42 5,07* 0,007
E11l 5,38 4,85* 0,001

O asterisco indica que houve diferenca estatisticamente significativa entre o inicio e o
final do estoque (p<0,05).

Este mesmo ensaio também foi o Unico que apresentou aumento de pH durante
0 estoque e pode ser explicado pela degradacao do &cido latico ou sua conversao em
outros produtos, como 1,2-propanodiol, visto que ja foi relatada sua producédo por
outras espécies de Lactobacillus, dependendo dos constituintes presentes no meio
(OUDE ELFERINK et al, 2001).

A manutencdo da viabilidade celular de probidticos em matrizes alimentares
nao lacteas é bastante desafiadora, uma vez que a maioria destes microrganismos é
isolada de fontes lacteas, e as linhagens ndo encontram condigbes favoraveis para
manterem-se viaveis em outras matrizes. Durante anos, acreditou-se que a presenca
de compostos fendlicos, entre outros constituintes da matriz da planta, inibia os
probioticos; além disso, matrizes vegetais apresentam pH desfavoravel, fatores
antinutricionais e falta de capacidade tamponante (MORAIS et al., 2019; RASIKA et
al., 2021). No entanto, acredita-se que a viabilidade probiotica em bebidas a base de

sucos de frutas apresenta um aumento significativo devido a fermentacao das frutas,
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assim como o conteudo lipidico encontrado em algumas matrizes de origem nao
lactea e a fisiologia Unica das plantas ajudam a proteger os probidticos contra
diferentes tipos de estressores (MANTZOURANI et al., 2019).

Estudos tém mostrado um efeito prebiodtico de &cidos fendlicos, flavondides e
betacianinas, estimulando o crescimento de bactérias probidticas. Ademais, o0 ajuste
do pH antes da fermentacdo como realizado no presente estudo contribuiu para
minimizar possiveis efeitos negativos da matriz vegetal (MORAIS et al., 2019;
PIMENTEL et al., 2021).

5.7 VARIACAO DAS CONCENTRACOES DOS ACIDOS ORGANICOS E
CARBOIDRATOS

As concentracgdes iniciais e finais obtidas foram 2,69 + 0,8 e 2,34 + 0,6 g/L para
0 acido mélico e 3,85+ 1,0 e 3,57 £ 0,9 g/L para o citrico, respectivamente. Farias et
al. (2016), encontraram concentracdes de acido citrico e malico de 5,81 £ 0,3 e 0,78
+ 0,05 g/l, respectivamente, em bebida probidtica a base de maracuja da Caatinga
que permaneceram constante ao longo da realizacdo de estudo cinético da
fermentacao, utilizando concentracdo de polpa de aproximadamente 15% v/v. Estas
diferencas nas concentracfes sado influenciadas por fatores como o grau de
maturacdo do fruto, concentracdo da polpa utilizada na elaboracéo da bebida, e das
diferentes linhagens probidticas presentes no produto. O acido citrico € o acidulante
mais comum em alimentos produzidos em escala industrial e &cido malico é o segundo
acido mais abundante em frutas, sendo um dos responsaveis pelo sabor e aroma dos
frutos. Desta forma, quantificar estes acidos € importante por serem constituintes dos
frutos que podem servir como substrato para algumas linhagens probioticas,
colaborando na manutencdo da sua sobrevivéncia (SEQUEIRA, 2012; VALERO-
CASES & FRUTOS, 2017).

No acido malico observou-se uma diminuicdo das concentracdes na maioria
das condi¢cdes ao longo do estoque de 28 dias, exceto no E10 (Sacarose 10% e
Pectina 2g/L), que apresentou discreto crescimento (0,7 g/L) (Figura 14). Valero-
Cases e Frutos (2017), produzindo um suco probidtico de laranja com cenoura
mantido em estoque refrigerado por 40 dias, observaram que 0s monossacarideos e

o acido malico foram os substratos preferidos para L. acidophilus, quando comparados
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a sacarose e ao acido citrico, este achado pode justificar a diminuicdo das
concentracdes do acido malico observado na maioria dos ensaios do presente estudo.
Este comportamento também ser atribuido em partes pela descarboxilacdo do acido
malico em lactato que pode ser promovida pela maioria dos Lactobacillus pela acéo

da enzima malolatica (LU et al. 2018).

Xiong et al. (2014) observaram na fermentacdo (temperatura de 20 a 25°C
durante 7 dias) de chucrute chinés que L. plantarum e L. casei reduziram a
concentracdo de acido citrico, sendo esse composto consumido pelos
microrganismos. Neste estudo comportamento semelhante foi observado na maioria
dos ensaios. Situacao oposta, foi observada no E1 principalmente, ensaio com menor
sobrevivéncia, que apresentou um aumento na concentracdo, ou seja, onde haviam

menos bactérias, o aumento da concentracao foi proporcionalmente mais alto.

Figura 14 — Variacdo nas concentracdes dos acidos citrico e malico ao avaliar a

diferenga no inicio (T=0 dias) e ao final do estoque (T= 28 dias).
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Fonte: O autor, 2022

A média das concentracdes do acido latico apds fermentacdo e ao final do

estoque (Figura 15) foram de 7,03 (= 0,8) e (7,2 (x 1,0) g/L respectivamente, resultado
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semelhante ao obtido por Farias et al. (2016), que obtiveram concentracdes de 6 g/L
depois da fermentacdo e manteve-se constante apés estoque de 28 dias (6,2 £ 0,5
g/L), nas mesmas condi¢cfes do presente estudo e ao desenvolver bebida probiotica
com a mesma linhagem e espécie de maracuja. Em contrapartida, Adebayo-Tayo et
al. (2021) obtiveram concentracfes superiores a 17,5¢g/L de acido latico em suas
bebidas a base de suco de manga com Pediococcus pentosaceus e Pediococcus

acidilactici armazenados a 4° e 25° C por 28 dias.

Figura 15 — Concentracao de acido latico nos ensaios no inicio (T=0) e ao final

(T=28 dias) do estoque.
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O asterisco indica que houve diferenca significativa (p<0,05) entre o inicio e final do estoque.
Fonte: O autor, 2022

Altas concentracfes de acido latico tendem a atenuar o seu sabor no produto
e podem contribuir negativamente na sua qualidade sensorial, além disso, tende a
baixar o pH do meio, tornando o ambiente hostil e intoleravel para a maioria das
bactérias acido laticas, incluindo L. rhamnosus, afetando diretamente sua viabilidade
e desempenho. Isto foi observado no E1, onde a concentragdo de acido latico
aumentou significativamente durante o estoque (1,91 g/L) e refletiu de forma negativa
na sobrevivéncia do probiético. Entretanto, no E3 apesar do aumento significativo do
acido latico, refletindo na discreta diminuicdo do pH ndo foi capaz de afetar a

sobrevivéncia de L. rhamnosus, provavelmente devido as concentra¢des favoraveis
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de pectina (20g/L) e sacarose (5%) que contribuiram para a manutencdo da
sobrevivéncia. O aumento no E2 pode ser reflexo da alta concentracdo de sacarose
(15%) que serviu de substrato energético para o probiético e refletiu positivamente na

sua sobrevivéncia.

Os ensaios E4 (15% de sacarose e 20 de pectina) e PC (10% de sacarose e
12,5 g/L de pectina) apresentaram estabilidade nas concentracfes de acido latico,
assim como o E8 que se manteve estavel e apresentou a maior producdo pos
fermentacao (9,1 £ 0,05 g/L), corroborando com a diminuicdo mais evidente do pH
(4,77) ap6s 28 dias. Lu et al., (2018) com suco fermentado de carambola observou
que L. rhamnosus produziu niveis significativamente maiores de &cido latico (4,4 g/L)
do que L. helveticus (3,43 g/L) e L. paracasei (3,70 g/L) em correlacdo com o padrao
de consumo de acucar, resultando em uma importante diminui¢cdo do pH para 4,4.
Este comportamento é esperado visto que neste mesmo ensaio foi evidenciada a
maior sobrevivéncia (102,7%), resultando na maior producdo de acido latico e
diminuicao significativa de pH. A presenca do acido latico € importante pois ele é
considerado um agente antimicrobiano, impedindo a contaminacdo do produto
durante o periodo de estocagem (PIMENTEL et al., 2015).

Os acucares redutores apresentaram aumento ao longo do estoque na maioria
dos ensaios (Figura 16). No estudo de Lu et al. (2018), que avaliaram comportamento
de trés linhagens (L. helveticus L10, L. paracasei L26 e L. rhamnosus HNOO) na
fermentacdo de suco de carambola, observou-se que a sacarose foi totalmente
esgotada, levando a crer que houve formacao de glicose e frutose a partir da hidrélise

da sacarose.
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Figura 16 — Concentracao de acguUcares redutores totais (ART) no inicio e ao final do

estoque, o PC corresponde aos ensaios E5, E6 e E7.
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Fonte: O autor, 2022

Comportamento semelhante pode ser observado no presente estudo, uma vez
que, nos ensaios E2, E4 e E11 cujas concentra¢gdes de sacarose para formulacdo das
bebidas foram as maiores (15%, 15% e 17%) houve o maior incremento nas
concentracfes de ART provavelmente pela ocorréncia da hidrélise da sacarose. Além
disso, a baixa temperatura de armazenamento, uma vez que o produto foi mantido em
refrigeracdo contribui para uma menor atividade bacteriana e consequentemente
estes carboidratos foram consumidos mais lentamente, tendéncia observada em
todos 0s ensaios que mantiveram ou aumentaram suas concentracfes de ART
durante o estoque (ANDRADE et al., 2019).

No E1, mesmo com o aumento da concentracdo de ART na bebida, indicando
gue haviam nutrientes para manutencao da sobrevivéncia do probidtico, esta foi a
menor entre 0s ensaios. Ding & Shah (2008) relatam que células mortas também sao
capazes de liberar enzimas que hidrolisam sacarose, o que pode justificar este

aumento.

5.8 SOBREVIVENCIA DE L. RHAMNOSUS APOS SIMULACAO
GASTROINTESTINAL

De acordo com os resultados do planejamento foi possivel determinar entre as

concentragdes estudadas os ensaios com maior potencial de sobrevivéncia durante o
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estoque de 28 dias e mensurar a capacidade do probidtico de resistir as condicdes

gastrointestinais simuladas.

Os ensaios E3 (5% de sacarose e 20 g/L de pectina) e PC (10% de sacarose e
12,5 g/L de pectina) foram submetidos ao teste. Ambos apresentaram viabilidade no
inicio proximas a 7 log UFC/ml (E3 — 7,3 log UFC/ml e PC — 7,5 log UFC/ml) e declinio
para aproximadamente 5 log UFC/ml ao final do teste, sendo a taxa de sobrevivéncia
ligeiramente mais alta no E3 de 68,8% quando comparada ao PC que foi de 66,1%.
Estes achados corroboram com o0s resultados obtidos no planejamento,
demonstrando a capacidade de contribuicdo da pectina em manter viva a linhagem
probidtica, desta vez mesmo em condi¢cfes de estresse.

Estudos como o de Larsen et al. (2018) mostram que as pectinas apresentam
potencial para melhorar a sobrevivéncia de espécies probioticas de Lactobacillus,
como foi o caso de L. rhamnosus GG exposto a estresses gastrointestinais, como
baixo pH e enzimas digestivas. Khorasani & Shojaosadati (2016) descreveram uma
formulacdo contendo pectina usada para aprisionar o probiético Bacillus coagulans e
aumentar sua taxa de sobrevivéncia em fluidos gastrointestinais. Foi relatado também
que as matrizes simbidticas suplementadas com oligossacarideos pépticos tiveram
um efeito protetor maior sobre B. breve, L. acidophilus e L. reuteri em comparacao
com o alginato sozinho (CHALUVADI et al., 2012).

Os mecanismos associados aos efeitos das pectina na sobrevivéncia
bacteriana estdo relacionados as suas diversas propriedades, entre elas, grau de
metoxilagdo, peso molecular, grau de ramificagdo e viscosidade que tornam as
preparacdes a base de pectina um bom meio de aprisionamento para células
bacterianas para entrega direcionada ao coélon, além das complexas variacfes das
cargas superficiais e, assim, as interacdes eletrostaticas entre pectinas e bactérias
que podem inibir ou promover a sobrevivéncia dependendo de sua natureza
(NAQASH et al., 2017; LARSEN et al., 2018).

Os resultados evidenciados no presente estudo também sdo totalmente
influenciados pela matriz alimentar no qual a bebida foi produzida, neste caso o MC,
tanto pela polpa, quando pela pectina proveniente de sua casca. Mendes et al. (2021)

ao produzir dois tipos de Kefir, sendo um com MC e outro com 0 maracuja amarelo,
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verificaram que o Kefir de MC foi capaz de manter sobrevivéncia de bactérias acima
de 75% durante todo o estoque de 60 dias, resultados superiores quando comparado
ao Kefir do maracuja amarelo, que apresentou declinio durante o estoque, chegando
a 47% de sobrevivéncia aos 60 dias.

No que diz respeito a L. rhamnosus, Campos et al. (2019) investigaram o
comportamento da linhagem em suco fermentado de abacaxi e jussara quando
submetido a condi¢Bes gastrointestinais simuladas in vitro e in vivo obtiveram uma
sobrevivéncia de aproximadamente 77%, bem como Farias et al. (2016), que
observaram que L. rhamnosus incorporado a suco de MC também foi capaz de

sobreviver a condi¢des adversas do TGI.

A auséncia de sais biliares conforme metodologia utilizada pode ser um fator
contribuinte para manutencdo da sobrevivéncia frente ao estresse do procedimento,
uma vez que a literatura relata seus efeitos prejudiciais aos microrganismos inibindo
seu crescimento, no entanto, diversos estudos relatam que L. rhamnosus foram
capazes de crescer em e sobreviver em meios com baixo pH e concentrac¢des de bile
de até 2% (SHI et al., 2012; REALE et al., 2015; CAMPOS et al., 2019).

No entanto, Farias et al, (2016) relataram que ndo houve sobrevivéncia de L.
rhamnosus em pH abaixo de 2.5 no teste de simulacdo gastrointestinal. Da mesma
forma, Geres et al. (2011) trabalharam com L. rhamnosus CRL 1505 e também
observaram uma viabilidade abaixo de 2 Log UFC/mL apés 120 minutos de simulacao
do suco gastrico. Diante do exposto, observa-se que com a diminui¢do brusca do pH
ja ocorre a morte de maior parte das células, sendo este um fator mais relevante do
gue os préprios sais biliares na sobrevivéncia celular.

Esses estudos confirmam a versatilidade de L. rhamnosus que pode ser
incorporado a diferentes produtos funcionais potencializando seus efeitos benéficos,
atendendo a consumidores com preferéncias alimentares variadas e mantendo a

gualidade do produto.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O maracuja da Caatinga se mostrou uma matriz favoravel para extracdo da
pectina, apresentando um bom redimento quando comparado a outros frutos, fator
que além das caracteristicas intrinsecas do MC, pode ser atribuido a otimizacdo da
metodologia de extracdo na etapa de filtracdo do coagulado péctico.

A utilizacdo do fruto também foi positiva na producdo de bebidas simbidticas de
origem ndo lactea, mantendo estavel a viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469 na
maioria dos ensaios durante os 28 dias de estoque. Apesar de alguns ensaios
apresentarem decréscimo significativo na viabilidade, os mesmos conseguiram
manté-la em proporcdes suficientes para atender aos requisitos propostos pela
indastria para alimentos probioticos.

A pectina da casca do maracuja da Caatinga apresentou efeito positivo
significativo na sobrevivénica probiotica de acordo com o DCCR, e foi determinante
para o incremento da sobrevivéncia ao longo do estoque. Também foi possivel
identificar as concentracdes capazes de manter a sobrevivéncia em niveis superiores
a 90%, desta forma, ndo sendo necessérias concentracoes tao elevadas de sacarose
para elaboracdo da bebida, o que contribui para a melhora do valor nutricional da

formulacao.

Mesmo apos o estresse no qual L. rhamnosus foi submetido, através do teste
de simulagdo gastrointestinal, a linhagem foi capaz de manter a sobrevivéncia em
niveis satisfatérios (acima de 60%) fortalecendo sua utilizagdo como probiético com
boa capacidade de adaptacéo a situagdes adversas, incluindo variagdes de pH.

Apesar das dificuldades na manutencdo da viabilidade de probiéticos em
produtos a base de frutas, o ajuste do pH durante a producdo das bebidas pode ter
favorecido a sobrevivéncia do microrganismo e estabilidade do pH pode ser

considerada um fator determinante para uma melhor aceitacéo sensorial do produto.

Limitag@es incluindo a necessidade de inestigacdes do ponto de vista sensorial
sao importantes para avaliar o potencial de comercializacdo e aceitacao das bebidas
simbidticas, no entanto, em virtude da pandemia de COVID-19 e de outras questdes
como falta de matéria prima, impossibilitaram a realizacdo destas analises, tornando

estes questionamentos subsidio para futuras pesquisas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Key words: The cellular viability, gastrointestinal survival, physical-chemical and sensorial parameters during the refriger

Prabiotics ated storage of kefir from Caatinga passion frult (CPK) was studjed. Kefir from yellow passion fruit (YPK) was

Passion frult Juice used as a control. At the end of storage (60 days), the viabilities of bacteria and yeasts were about 6 and 10 Log

'::m ::::nm CFU/mL, respectively. With similated gastrointestinal conditions, bacteria survival was between 100 and 40%%
for YPK and between 90 and 70% for CPK. The survival of yeasts remained ~100% for the YPK and it varied
between 100 and 70% for the CPK. Consumer purchase intention was slightly higher for YPK although both had
reasonable acceptability. Both types of passion fruit could be used to prepare kefir and microorganisms in the
beverages remained viable during storage. The sensorial results might suggest that consumers will accept the
product.

1. Introduction 2005), Kefir may be classified as a functional food due to its reported

Probiotic bacteria cultures may have a positive influence on the
human gastrointestinal tract due to the health benefits of these micro-
organisms (Kerry 1 al., 2016), Lactle fermentation is generally associ-
ated with milk or dairy products; however, the development of
non-dairy probiotic products, including those with a fruit-based food
matrix, has been stimulated by the increase in the number of individuals
with lactose intolerance (Corona et al., 2016; Farlaset al,, 2016; Florda
etal., 2017; Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010).

The application of fruits as substrate for lactic fermentation also has
the advantage of incorporating specific flavors and different nutrients
for each type of fruit, resulting in products with different sensorial and
physicochemical characteristics (Sagdic et al, 2014.).

Kefir was originally made from mare milk by the people of the
Caucasus and traditionally prepared using fermentation of milk in bags
made from rawhide or the stomach of animals (Lopitz Otson et al,
2006). The results are a viscous beverage, refreshing, with a slightly acid
and spicy taste, produced using kefir grains (Corona of al, 2016
Lopitz-Otsoa et al., 2006; Marsh et al,, 2013,). Kefir consists of a pro-
biotic consortium, of bacteria and yeasts probiotic species that develop
in harmony. Other substrates besides milk such as water with sucrose
added or frult extracts can be used for grain maintenance (Farnworth,

* Comresponding author. Dep
E-mail address: roberta mendes @ fpe. br (RM.L. Mendes).
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beneficial effects on the human health, (Florda et al,, 20017; Zaniratl
et al,, 2015).

Passion fruit species belong to the Passifloraceae family, with culti-
vation throughout Latin American, and they are of considerable eco-
nomic importance to Brazil. The specie Passiflora edulis, known as yellow
passion fruit, is the principal commercially explored and cultivated
specie throughout Brazil. However, other species including the Passifiora
cincinnata (passion fruit from Caatinga), a reglon of desert vegetation are
less exploited, although it is a native of Brazilian northeast and repre-
sents another fruit variety with potential for commercialization (Farias
etal, 2016; Santas et al., 2017), This species is resistant to drought as
well as some of the pests that affect the YPK. It is rich in potassium, iron,
phosphorus, calcium, and B complex, A and C vitamins (Araujo et al,
2002).

Studles on the use of passion fruit for elaboration of probiotic bev-
erages are limited. Two recent studies have evaluated the use of CPK asa
vehicle for probiotic beverages with or without the addition of pre-
biotics (Farias et al,, 2016; Santos etal, 2017), Both studies have shown
that this variety is promising for probiotic beverages using Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469, This study will evaluate cellular viability,
gastrointestinal survival, physical-chemical and sensorial parameters
during the refrigerated storage of CPK,
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2, Material and methods
21. Pasdon fruit species

CPE was kindly provided by a production coopemtive in Tapiramuta,
state of Bahia, Brazl; while the YPE was purchased at an organic fair in
the Northern Zone of Recife, state of Pernambueo, Brazil. The greenish
(Caatinga passion fruit) and yellowish (yellow passion fruit) froits
collected with the ideal degree of maturity were selected, The ones that
had any physleal damages were not (sed, The remalning frult were
washed with water and liquid soap (Valenga Quimica, Recife, Pernam-
buco, Brazil) and manipulated for the pulp extraction. The froits from
the passion frult plant were cut with a knife and using a strainer the raw
pulp was separated from the seed. Peels and seeds were put away, The
pulp was comserved in a freezer (Electrolux, model DC49A, Recife,
Pernambucno, Brazl) at —20 °C for a maximum of 3 wh.

22, Production of kefirs

The julce was processed to obtaln an approximate value of 147 Brix
(Refractometer Ausjena model 1, Zeiss, Oberkochen, Germany). The
initial fermentation was carried using as the inoculum the symbiotic
Iyophilized powder of kefir (BloLogicus Co., Recife, PE, Brazil) in a se-
ries of flasks containing the juices for 15 days for maturation at a tem-
perature of 4.0 °C in accordance with the methodology- Patent Pending
(Marques o al, 20043, At the end of the fermentation, the mean values
af “ Brix 9.6 (YPK) and 9.4 (CPK) were obtained with pH values of 3,50
and 3.49, respectively,

The beverages were stored in PET bottles of 500 ml, closed her-
metically, and kept refrigerated (between O and 5 °C) until the time of
analyses, Consldering zero tme [t = 0] as the moment when the kefir
was ready. The other analyses were made after 30 and 60 days of
storage.

23. Determination of organk aclds, carbohydrates and ethanol

Organle acld (citric, malic and lactic) concentrations were deter-
mined at 0, 30 and 60 days using high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) in a Shimadz system (Model Prominence LC-20AD,
Kyoto, Japan) equipped with a quaternary pump coupled to a degasser
(model DGU-20A5r], an auto-sampler and a diode array detector (model
SPD-M20A). The software used for data acquisition was LC Solutions
(Shimadzu Corp.). An ionic exchange column (Aminexit HPYX-R7H,
BioRad, Hercules, CA, USA), 30 = .78 em, with a9 gm particle size,
was used. The mobile phase used was Hz50, 5 mM at 06 ml/min and
29 20, Carbohydrates (glucose and fructese) and ethanol were deter-
mined using the same column system but with a refractive index de-
tector and at 60°C,

The samples were filtered with a 0.22 pm membrane (Merck,
Darmstadt, Germany) and diluted in the mobile phase at a 1:10 ratio,
Different volumes of standards of organic acids (1,3 6 10, and 20 pl),
carbohydrates and ethanol (10, 15, 20, 25 and 30 pl) (Sigma Aldrich, St
Lots, MO, USA) at a coneentmtonaf 1 g/L were pul through the HPLC
to obtain each linear calibration curve and correlation coefficients (%)
of all calibration curves were >0,999, The retention times of the stan-
dards and their peak area were used to identify and quantify the cam-
pounds, The data were obtained using the software LalSolutions that
came with the instrument.

24, Cell vighility

Serial dilutions of kefir in a saline solution 0.9% (w/v) were used for
viable cell counts, Aliquots of 0.1 mlof the diluted samples were plated,
in h'iinc.ntz. on MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) (Merck) containing
cycloheximide (Sigma-Aldrich) (200 mg) to quantily lactic acid bac-
teria (LAB), the largest group of bactera belonging to the kefir

Food Floscence 20 (20210 1008

microbiota among which the dominant genera were Lactobacillus, Lew-
conosioe and Lactococcus (Magalhaes et al., 2001 1; Puerarl et al,, 2012
Sabokbar and Khodaiyan, 2014) and Saboraud (Kasvi, Parand, Brazil)
containing chloramphenical (Sigma-Aldrich) (100 mg/1) to quantify
veast (spread plate method), The plates were incubated at 37 °C for 48 h,
Plates contalning between 30 and 300 colonies were count to determine
colony forming units (CFU)/ml of solution,

25. Survival of bacteria and yeasts with simulated gastrointestinal
conditions

The determination of survival of LAB and veasts in each kefir was
hased on the method described by Santos ef al, [2017), at 0, 30 and 60
days. To simulate the gastric phase, the pH of beverages was adjusted to
2 using HCI (1 M) (Dinamica, 840 Paulo, Brazil), Pepsin (Dinamica),
which was added to samples to a concentration of 3 g/1 Flasks were
incubated at 37 °C and agitated at 150 rpm (Tecnal, TE model —422,
Piracieaba, Sho Paulo, Brazil) for 2 h, The pH was adjusted to 5 using an
alkaline soluton (150 ml) 1 M NaOH in 14 g/ NaH PO, (Alphatee,
Macaé, Rio de Janeiro, Brazil). Bile salts (HiMedia, Mumbai, India) and
pancreatin (Exodo Cientifica, Hortolindia, Sio Paulo, Brazil) were
added to 10and 1 g/1, mspectively. Samples were incubated as above at
37 °C and agitated at 150 rpm for 2 h (enteric phase 1), The pH was
adjusted to 7 wsing the same alkaline solution and the bile salts and
pancreatin concentrations weme back to (10 and 1 g/1, respectively). The
samples were incubated as above under the same conditions for 2 h
(enteric phase 2). Cell viability was determined (item 24) at the
beginning and after 6 h, Cell survival was caleulated in the initial and at
the end of storage according to equation (1.

Log CFLU W&

5= o o T )

Where:

S = survival rate (%)

N& = the total viable count after exposure to simulated gastrointes-
tinal conditions (6 h)

N0 = the total viable count before exposure to simulated gastroin-
testinal condi tons (0 h).

26. Sensory evaliation

The sensorial evaluation was carried out using the two types of kefir
after 60 days of storage, with 100 non-trained panelists that were stu-
dents, faculty and staff {74 female and 26 male with an age range of
18-45 yr) of the Federal University of Pernambuco (Recife, PE, Brazl)
that agreed to participate after an invitation and explanation of the test,
The samples were served cold (~4 “C) In disposable glasses randomly
coded with three-digit numbers and the order of presentation was ran-
domized. Partitioned booths with fluorescent lighting were used for
evaluation. Water was provided to clean the tester's palate between
sampling sesslons, Acceptabllity and buying Intentlon of products were
evaluated, using two hedonic scales: the fisthad a9 paint scale, varying
from 1 (extremely dislike] to 9 (really liked), the second had 7 points
varylng from 1 {(would never buy) to 7 (would buy very often). The
evaluations were carried out at the Dietetic Technics Laboratory of the
Department of Nutrition, This study was done in accordance with the
ethical guidel ines established by Brazilian legislation for research using
humans and was reglstered with the Brazilian Ministry of Health
(Approval mimber: 2,264,487,

27, Sratisteal analysis

The mean values of cell viabllity were obtained from triplicates and
the other analyses from duplicates, Data were analyzed using one-way
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Fig. 1. Viability of bacteria and yeasts in yellow passion fruit kefir (YPK) and
Caatinga passion fruit kefir (CPK), during storage. The different letiers (A, B, C,
D, E and F) indicate that ihere was a significant dilference in each type of kefir

over dme (P < (U05); asterisk denotes significant dilferences (P < 0005) be-
tween YPK and CPK.
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Fig. 2. Survival of bacterda and yeasts in yellow passion fruit kefir (YPK) and
Caatinga passion freit kefir (CPK), with simulated gastroimesting] conditions.
The different letters (A, B, C, D, E and F) indicate that them was a significant
diflerence ineach type of kefir over time (P < 0,05); asterisk denotes significant
diferences (P < 0L03) between YPK and CPE.

analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey test assuming P <
.05, using software OriginPro 8.0 (OriginLab Co., Narthampton, MA,
USA).

3. Results and discussion
3.1, Cell viability and survival with simulated gastrointestinal conditions

Bacterial viability (Fig. 1a) decreased during storage for both kefirs,
CPE had 73.8% and YPK had 86.1% survival. The fruit kefirs had been
matured at low temperature for 15 days before the inltial analyses and it
Is pessible that the bacterlal Nora between the two kefirs was di Merent in
numbers and species, There was a statistical difference between the
bacterial viability of the kefirs after 30 days, There was no statistical
difference between the viabilities at 60 days, even though the starage of
the CPK started with a higher concentration of bacteria, Yeasts viability
inereased during the storage (Fig. 1h). After 60 days of storage, yeast
vinhility increased mome for YPK than CPK but both were about the same
final CFU,

At the initial time of storage 99.5% bacteria survived in the YPK; at
30 and 60 days, however, the survival declined significantly to ~60 and
50%, respectively. The survival in the CPK was ~B0% at the initial time
of storage and It had Inereased significantly by 30 days and reached 75%
at 60 days, During all storage times, the survival of bacterium was sta-
tistically different between the YPK and CPK (Fig. 2a). Although LAB
usually do not tolerate high concentrations of bile zalt, other studles
wene consistent with the current study, using the same bile salt
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Fig. 3. Citric and malic acid concen trations in yellow passion fruit kefir (YPK)
and Caatinga passion fruit kefir (CPK) during storage. The different letters (A
and B) denaie significant differences (P < 0.05) between these acids.

concentration to evaluate the tolemnce of L. Rhamnosis ATCC 7469
simulating the conditions of the gastrointestinal traet (Andrade et al,
2019; Santos et al., 2017), The survival of yeast was constant in the YPK
and CPKE decreased within 60 days (Fig. 2b)

32, Physicochemical characteristics

Citric acid concentration of the YPK remained constant during stor-
age and malic arid concentration decreased after 60 days (Fig. 3a). On
the ather hand, citric acld concentration varied in the CPE (Fig, 5h) and
mialie acids concentration remained constant throughout storage, These
results, however, differed from the study by Farias et al. (2016], who
found concentrations of citric and malic acld of 5.8 + 0.3 and 0.78 +
0,05 g1, respectively. However, factors such as the degree of maturation
af the fruit and the concentration of the pulp used in the preparation of
the beverage may have account for the difference.

Lactie acld was not found in the YPK and was low in the CPE initially
and remained low during storage, Magalhaes et al. (2010) reported that
yeasts from the genus Kazachstania present in kefir could be related to
the assimlilation of some aclds produced by LAB, Klyyweromyces marx-
imues showed strong activity In an add medium; besides, this yeast
consumed lactic acid and produced ethanol and CO; (Zhou et al., 2009),
Saccharomyces cerevisioe can also reduce the lactic acid concentration
(Magalhaes et al,, 2000}, Florda et al, (2017 reported on the diversity of
microorganisms found in kefir grains, suggesting that strains may vary
according o the site that was used for growth, However, K. marsionms
and 8. cerevisioe are almost aways found in kefir, both in water and milk
waorldwlde, Zanleatl et al, (201 5) also mentioned yeasts maore commaonly
found in kefir, such as the geus Kluyveromyces, Kasachstania and
Saccharomyces, whose presence may explain the low levels of lactic acid.

The concentrations of ethanal ranged from 2.2 to 3.4% (v/v) in the
YPK and from 1.6 to 2,0% (v/%) in the CPK with the storage; resulis
cansistent with those found by Randazo of al. [2006), who reparted
coneentrations of 2.67% (v/v] in npple juice kefir, 1.3% (v/v) in kiwi
and 2.31% (v/v]) In pear kefir after 48 h of fermentation. The ethanal
concentration of kefir varied from 0.01 10 25% (mv " depending on
the starter and the method used to prepare the kefir (Beshhova et al,
2003; Magalhaes et al., 20117, Ethanal is formed during the conversion
of acetaldehyde to ethanal by aleohol dehydrogenase, an emeyme pre-
sent in both yeasts and Lactobacillus (Guzel-Seydim et al,, 20000, Y easts
and Lenconostoc are considered the principal producers of ethanal.
However, because no ethanol is produced during co-metabolism of
lactose and eltrate by Lenconostoc, yeasts are the maln ethanol producers
(Guzel-Sevdim etal,, 2000; Simova et al., 2002), 8 cerevisice is the main
yeast from kefir that produces ethanol (P a et al., 2010).,

Other studies Involving kefir showed lower ethanol levels (Mag
alhaes et al,, 2000, 200 1), Giizel-Seydim et al. (2000) reported that final
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Fig. 4. Glucose and Friciose concentmtions in vellow passion fruit kefir (YPK)
aned Caatinga passion fruit kefir (CPK) during storage. The different letters (A, B
andd C) denote significant differences (P = 0L05); asterisk denotes significant
differences (P < 0L05) between YPK and CPK.

fermentation products like ethanol and COy are important because they
are responsible for the taste and aroma of kefir, Beshhova et al, (2003
reparted that the aleohol content should be enough to give kefir a ty pical
light aleoholic flavor,

Glueose and fructose showed higher concentrations at the initial time
of storage, Flg, “a and b, respectively, During the storage, these carbo-
hydmtes were used for ethanol production in CPK. On the other hand, in
the YPE, the concentration of ethanol did not increase. Probably in the
YPE the consumption of sugars was only for growth of the microor-
ganisms, After 60 days of storage, the concentration of glucose
remaining was 10 and 30 gl in the YPK and CPK, mspectively; and the
concentration of fructose was 30 and 50 g/l for both beverages. It
probably was due to storage temperature, which prevented the appro-
priate conditions for fermentation and allowed a dominance of micro-
bial metabolism.

3.3. Sensory atiribues
There were no studies on the sensory acceptance of the passion fruit

af the Caatinga in any application. Despite the higher concentrations of
glucose and fructose in CPK, sensory analysis showed a greater
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preference for YPE (Fig. Sa). The results for CPE, indicated that this
beverage was not rejected, According to Araujo e al, (2002) Caatinga
passion fruit has a longer, sweeter and less acidie flavar than yellow
passion fruit, sensory atributes that are wually better accepted by the
population. However, the preference may be justified by the populari-
zation of yellow passion froit,

The results for the intention of purchase may reflect the usual low
cansumption of this type of product, as well aslack of knowledge about
the Caatinga passion fruit (Fig 5h), Kefir has an unusual characteristic
taste, and lack of experience with about fermented products may induce
its rejection, since the population usually associate carbonated drinks
with more popular consumed and sugar-rich saft drinks, In a study done
with cancer survivors alter physical exercise, the acceptance of the same
kefir was greater after individuals were informed about the benefits of
the drink to promaote health, inereasing a pproval from 75 1o almaost 89%
{({VBrien et al., 2017),

The vse of low cost fruits like passion Truit, especially the passion
fruit from Caatinga, after the popularization of a fruit that generates
income from the producers facing a hard economic scenario would be
beneficial, The present study represents another potential use of this
fruit which is different fom the kefir formulations studied by Farlas et al,
[(2016) and Santos et al, (2017), In the future, with the higher con-
sumption of this type of beverage associated with many benefits to
health, along with being a non-dairy probiotic product might make [tan
acceptalle commercial product.

4, Conclusions

Bath types of passion fruit have been shown to be reasonable vehicles
for the production of kefir, YPE showed higher survival of yeasts during
the storage, unlike the bacteria that decreased during the storage, Tak-
ing into account the reductions in survival after the simulated GIT
conditions, bacteria and yeasts maintained the highest stability in CPK
with survival always =70%. Sensory analysls showed a reasonable
acceptance of the kefir beverage, and the tasters showed a greater
acceplance and intent to purchase for YPE.
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