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RESUMO GERAL

O consumo de alimentos funcionais vem aumentando muito nos ultimos anos, ja que o
consumidor quer produtos que adicionem beneficios a sua satde. Dentro dos alimentos
funcionais, encontram-se os probidticos e as fibras prebioticas. Além disso, 0 namero
crescente de consumidores veganos aumenta a demanda por alimentos probioticos
fermentados alternativos de origem ndo lactea. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos
da concentracdo de farinha de yacon (FY) e de farinha de amendoim (FA) na producéao e
funcionalidade de uma bebida fermentada simbidtica, visando obter um produto que atenda as
legislacBes vigentes com respeito a concentracdo celular. Para isso foi utilizado um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com 2 variaveis independentes (
concentracdes de FY e FA) totalizando 13 tratamentos, tendo como varidveis resposta
crescimento celular, acidez, pH e consumo de acgucares redutores. Os experimentos foram
realizados em tubos de centrifuga contendo meios previamente esterilizados com diferentes
concentragdes de FY e FA, que foram inoculados com cultura mista de Lactobacillus
rhamnosus (LR32), Lactobacillus acidophilus (LA14), Lactobacillus
paracaseisubspparacasei (LBC81) e Bifidobactéria longum (BLO04). Foram realizados testes
de funcionalidade dos microrganismos puros, em cultura mixta e de duas bebidas
fermentadas. Os tratamentos referentes ao ponto central com 6% FY e 7% FA, apresentaram
0s maiores fatores de crescimento total (1,55%). J& o tratamento 6, com 12% FY e 7% FA
apresentou a maior producao de acido latico (10,3 g &cido lact/L) e o maior consumo de
agucares redutores e agucares redutores totais (20,9 e 20,7 g/L respectivamente). A melhor
condicdo de fermentagdo para a producdo de um simbidtico a base de Farinha de yacon e
Farinha de amendoim em termos de crescimento celular foi obtida com a formulacéo
contendo 7% FY e 7% FA. O valor de hidrofobicidade para a bebida (60,8%) foi maior que o
das cepas puras e o inoculo, a BL0O4 apresentou 0 maior porcentagem de autoagragacao
(61,3%) e o inoculo o maior porcentagem de co-agregacdo (61,23%), caracteristicas positivas
da funcionalidade probiotica quanto a aderéncia ao Tecido Linfoide Associado ao Intestino
(GALT). Os prototipos desenvolvidos neste estudo apresentaram contagens probidticas em
nameros elevados e dentro das exigéncias legais.

Palavras chaves: adesdo microbiana, Delineamento composto central rotacional (DCCR),
Lactobacillus spp. rhamnosus (LR32), Lactobacillus acidophilus (LA14), Lactobacillus
paracasei subsp paracasei (LBC81) e Bifidobacterium longum (BL04).



GENERAL ABSTRACT

The consumption of functional foods is increasing, since the consumer wants products that
add benefits to his health. Within these functional foods, we find probiotics and prebiotic
fibers. In addition, increasing numbers of ‘vegan' consumers show demand for alternative
fermented probiotic foods of non-dairy origin. The objective of this work was to evaluate the
concentration of yacon flour (FY) and peanut flour (FA) in the production and functionality of
a symbiotic fermented drink, in order to obtain a product that complies with current
legislation. For this purpose, the central composite rotational design (CCRD) was used to
evaluate the effects of FY (% m / v) and FA (% m / v) on cell growth, acidity, pH and
reducing sugars consumption. The treatments referring to the central point with 6% FY and
7% FA, presented the highest total growth factors (1.55%). On the other hand, treatment 6
with 12% FY and 7% FA presented the highest production of lactic acid (10.27 lactate / L)
and the highest consumption of reducing sugars and total reducing sugars (20.87 and 20.66
respectively) . The DCCR was effective to analyze the best fermentation conditions for the
production of a symbiotic yacon Flour and Peanut Flour. The functionality tests showed
higher values of hydrophobicity (60.8%) and autoaggregation (67.2%) than pure and mixed
inoculum (without addition of substrates), a positive feature of probiotic functionality in
adherence to Associated Lymphoid Tissue to the Intestine (GALT). And the substrates
showed a protective effect on the probiotic agents when obtaining final counts of the drink
above 6 logUFC / mL, required by Brazilian legislation.

Keywords: Microbial adhesion, central composite rotational design (CCRD), Lactobacillus
spp. rhamnosus (LR32), Lactobacillus acidophilus (LA14), Lactobacillus paracasei subsp
paracasei (LBC81) e Bifidobacterium longum (BL04).
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1. INTRODUCAO GERAL

Pesquisa realizada por Euromonitor Internacional no ano 2017 mostrou que no
mercado de salde e bem-estar, os alimentos funcionais tiveram um aumentou de
aproximadamente 7% (Martins, 2017) e em 2018 o aumento foi de 43% (Nutraceuticals
world, 2018). A Food Businnes New em 2017 estimou em 10% o crescimento do
mercado de alimentos funcionais até 2022. Esse aumento deve-se em parte ao fato de
que o consumidor atual procura alimentos que cumpram outras fun¢es do que as de
somente satisfazer a fome ou dar prazer, como por exemplo que contribuam
significativamente na prevencéo de patologias e aportem beneficios a saude. Dentro dos

alimentos saudaveis que satisfazem essas caracteristicas encontram-se os funcionais.

Os probioticos sdo alimentos que contém microrganismos Vvivos que ao serem
ingeridos em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAQ,
2001). Os probidticos devem segundo Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (2008) ter uma concentracdo de entre10® e 10° UFC de acordo com a dose

diéria recomendada para ter efeito benéfico na salde do hospedeiro.

Nas bebidas lacteas fermentadas, a contagem total de bactérias lacticas viaveis
deve ser no minimo de 10° UFC/g (um milhdo de unidades formadoras de col6nias por
grama) no produto final, durante todo o prazo de validade. No caso em que
mencione(m) um ou mais cultivo(s) lactico(s) especifico(s), estes também devem
atender a esses requisitos segundo o regulamento técnico de identidade e qualidade de
bebidas lacteas instrucdo normativa n® 36, de 31 de outubro de 2000. Ndo foram
encontradas legislacOes brasileiras que especifiguem contagem de microrganismos
especificos ou de bactérias probidticas em bebidas fermentadas ndo lacteas. As espécies,
maiormente utilizadas como agentes probidticos sdo os lactobacilos e as bifidobactérias,
pois cumprem com a maioria dos requisitos de funcionalidade, no entanto, estas
bactérias possuem exigéncias especiais quanto a requerimentos nutricionais, condi¢oes
de oxigénio, relaciones simbioticas e pH de meio de cultivo (Curbelo et al. 2005). Outro
requisito para alimentos serem caracterizados como probidticos é a resisténcia as
condicgdes extremas do sistema digestorio e possuir aderéncia ao epitélio intestinal para
evitar a proliferacdo de bactérias patogénicas (BIANCHI, 2013). O mercado de

alimentos probiéticos é dominado por produtos fermentados a base de leite, no entanto,

14



autores de diversos paises vem publicando pesquisas utilizando extratos de vegetais
variados, convencionais ou ndo, entre sementes e graos como substratos fermentativos
(Swain et al., 2014; Tamang, 2015; Patra et al.,2017). O interesse por frutas, plantas e
sementes nasceu como alternativa para os consumidores que tem restri¢cbes alimentares
como alergia as proteinas do leite e/ou intoleréncia a lactose e também como uma forma
de diversificacdo de produtos ndo lacteos. Além disso, o nimero de consumidores
veganos, aqueles que levam uma forma de vida que procura excluir, na medida do
possivel e praticavel todas as formas de exploracéo e crueldade dos animais, ja seja na
comida, na roupa ou qualquer outro &mbito (The Vegan Society, 1988), tem tido um
incremento de 14% no Brasil, segundo estatisticas publicadas pelo Instituto Brasileiro
de Opinido Pdblica e Estatistica (IBOPE) no 2018 e por pesquisas realizadas por
Panghal et al.(2018). Observa-se por tanto, a necessidade de desenvolver alimentos que

atendam esta demanda.

Uma alternativa de substratos ndo lacteos sdo as plantas alimenticias néo
convencionais (PANC), que sdo alimentos ou fontes nutricionais com alto potencial
para o preparo de pratos variados que ndo sdo consumidas comumente pela maioria das
pessoas, seja por ndo fazerem parte dos habitos alimentares, culturais e costumes, ou,
por falta de conhecimento. No Brasil, diversos vegetais como ora-pré-nobis, rica em
proteinas, jambu, folha de begbnia, entre outros, sdo considerados como PANC. Dentro
das PANC, encontra-se 0 yacon que junto como amendoim, leguminosa convencional,
compdem uma mistura que pode ser utilizada como meio de fermentacdo com potencial

na elaboracédo de produtos probidticos e simbioticos.

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz tuberosa de origem andina. E
composto de 10-14% de matéria seca, sendo em sua maioria carboidratos do grupo
frutano e fibras. As oligofrutoses de inulina representam a maior parte dos carboidratos
seguido pelos agucares livres como sacarose, glicose e frutose, sendo considerado como
fonte de prebidticos e rico em compostos bioativos (Caetano, 2016; Santana e Cardoso,
2008).

O amendoim comum (Arachis hypogaea L.) € uma oleaginosa originaria da
America do Sul. Essa leguminosa é fonte de nitrogénio com 25% de proteina em base

umida, por isso é considerada um alimento completo rico em aminoacidos essenciais
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segundo padrdes de referéncia da FAO (Wilkin et al., 2014) e com potencial para o
desenvolvimento de alimentos substitutos do leite. (Lozano, 2016).

Diante do exposto, os objetivos desse trabalho foram avaliar os efeitos da
concentracdo de farinha de yacon e de farinha de amendoim na cinética da fermentacéo
com 4 linhagens probidticas e a funcionalidade das bebidas fermentadas simbidticas,

visando obter um produto que atenda as legislagdes vigentes.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Alimentos Funcionais

O termo alimentos funcionais foi utilizado em Japdao no ano de 1984 para fazer
referéncia a produtos alimenticios fortificados com constituintes especiais que possuem
propriedades que conferem beneficios fisiologicos aos consumidores (Arai, 1996).
Globalmente, 'Alimentos funcionais' ndo € um termo legalizado tendo assim diversas
definicdbes no mundo. No Brasil a ANVISA (2007) os define como aqueles que
possuem propriedades que estdo relacionadas ao papel no crescimento, seja fisiologico
ou metabolico de um nutriente ou ndo nutriente, ao desenvolvimento, conservacao e
outras fun¢des do organismo humano, sempre e quando seu consumo esteja associado a
uma alimentacédo equilibrada e saudavel. Os consumidores modernos interessam-se cada
vez mais pela sua salde, e esperam que os alimentos ingeridos sejam saudaveis e
capazes de prevenir doencas. Os ingredientes permitidos pela ANVISA e que tem
capacidade funcional comprovada sdo carotenoides (licopeno, luteina e zeaxantina),
acidos graxos (6mega 3), fitoesterdis, polidis (manitol, xilitol e sorbitol), fibras
alimentares (beta glucana, dextrina, frutooligossacarideo — FOS, goma guar, inulina,
entre outras) e probidticos (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei,
Bifidobacterium animallis, dentre outros) (ANVISA, 2007). A popularidade dos
probidticos tem resultado em pesquisas que visam desenvolver alimentos funcionais
probidticos fora do setor lacteo, as novas carateristicas dos produtos e dos substratos
ndo convencionais com respeito a tecnologia dos probioticos sdo o foco dos mercados
de alimentos funcionais, o qual procura solucdes para os problemas de estabilidade e
viabilidade dos probi6ticos em novos substratos e/ou meios como frutas, sementes,
vegetais, entre outros ( Farnworth et al., 2007)

2.2. Probiéticos

A palavra probi6ticos provem da etimologia grega e significa a favor da vida, esse
vocabulo foi utilizado por primeira vez no ano de 1965 por Lilly y Stillwell referindo-se
a fatores que incitavam o crescimento de outros microrganismos; no ano de 1979 Parker
redefiniu seu conceito como microrganismos e sustancias que ajudam no balanco
intestinal, mas ndo foi até 1989 quando Fuller incluiu o termino utilizado até a

atualidade, que sé@o microrganismos que quando ingeridos em quantidades adequadas

17


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1541-4337.2010.00110.x#b36

2.2.1.

conferem beneficios a saude do consumidor, definicdo que hoje em dia e desde o ano
2001 é aceita e utilizada globalmente pela FAO. Segundo RDC N° 241, DE 26 DE
JULHO DE 2018 (Brasil,2018) a definigdo de probiotico é: “micro-organismo vivo que,
quando administrado em quantidades adequadas, confere um beneficio a salude do
individuo” e determina que o uso de e probidticos em alimentos requer a comprovagdo
da sua seguranca e beneficios a salde. Eles também sdo conhecidos como
bioterapéuticos, bioprotetores ou bioprofilacticos, e ajudam a melhorar o equilibrio da

microbiota intestinal, e estimular as fungdes protetoras do sistema digestivo.

Caracteristicas

Segundo SZAJEWSKA et al., 2006, os requisitos para que um microrganismo
possa ser considerado como probidtico sdo: ter origem humana, ndo ser patogénico,
viabilidade durante o processamento e armazenamento, estabilidade frente a acidos
gastricos, a bile e pH do estdmago e resisténcia contra enzima digestivas. Além dessas
caracteristicas, deve seguir os postulados de Hutcheson: ser habitante normal do
intestino, ter um tempo de reproducéo curto, produzir compostos antimicrobianos, poder
sobreviver as barreiras do trato digestivo humano, chegar vivos ao intestino e ter
capacidade de adesdo ao TIAL — Tecido Linfoide Associado ao Intestino. As bactérias
mais proeminentes entre 0s probiodticos sdo os lactobacilos e bifidobactérias, ja que
constituem parte majoritaria da microbiota natural do trato gastrointestinal e sdo muito
importantes na producdo de acidos organicos, sendo Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, e a Bifidobacterium longum como as espécies mais utilizadas (Curbelo et al.
2005).

As bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium produzem compostos
organicos decorrentes da fermentacdo, como acido lactico, peréxido de hidrogénio, e o
acido acético, os quais aumentam a acidez intestinal e as bacteriocinas que sdo proteinas
que auxiliam na destruicdo de microrganismos patogénicos indesejaveis impedindo sua

reproducéo e o dano ao epitélio intestinal (Morais, 2006).

Em 1900, Moro isolou pela primeira vez estes microrganismos a partir de células
de neonatos, alimentados do leite materno. Os lactobacilos apresentam forma bacilar ou

cocobacilar, sdo gram positivos, desprovidos de flagelos e incapazes de produzir
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esporos, sendo aerotolerantes ou anaerdbios. Este género tem 56 espécies reconhecidas
atualmente sendo as mais comerciais L. acidophilus, L. rhamnosus e L. casei.
(Nogueira e Gongalves, 2011). Ja segundo Watanabe et al., 2003 as bifidobactérias
foram isoladas pela primeira vez no século XIX, sdo gram positivas, ndo tem flagelos,
ndo produz esporos, sdo anaerdbicas com catalese negativa e sua morfologia é variada
contendo bacilos curtos, curvado e bifurcados; existem 30 espécies de bifidobactérias
sendo 10 de origem humana, 17 de origem animal, 2 de &guas residuarias e 1 de leite
fermentado (a diferenca das outras estas espécies € bastante tolerante ao oxigénio). E de
grande importancia no trato intestinal ja que se encontra muito bem distribuida, pelo
qual, encontram-se na dieta alimentar independentemente da idade, sendo tipico nos
neonatos o B. infantis e 0 B. breve, na idade adulta sdo comuns as espécies B.
adolecentis e o B. longum, a qual perdura por toda a vida, tornando-se assim a mais

utilizada para compor alimentos funcionais (Curbelo et al. 2005).

2.2.2. Modo de acdo dos agentes probidticos

A tolerancia dos probi6ticos a pHs acidos e enzimas presentes no TGI, producéao
de componentes antimicrobianos e adesdo na mucosa intestinal caracterizam a sua
funcionalidade, fazendo com que possam trazer beneficios ao organismo hospedeiro
(JERONYMOCENEVIVA et al., 2014; RUBIO et al., 2014). Segundo Doherty (2014)
diversos mecanismos para que 0s probidticos possam trazer esses beneficios a salde séo
sugeridos destacando-se a modulacdo positiva do sistema imune do hospedeiro,
importante nos processos de prevencdo e tratamento de doencas do trato digestério.
Essa modulacdo é resultado da interacdo entre moléculas da membrana do
microrganismo e as células epiteliais, alterando as vias de sinalizacdo do sistema

imunologico.

Os probidticos podem estimular a resposta da imunidade inata contra patogénicos.
As células dentriticas intestinais podem reter bactérias convivas, ativando seletivamente
os linfocitos B a produzir IgA e diminuir a penetracdo da mucosa por bactérias
indesejaveis. O probidtico estimula a producdo de substadncias e componentes
citoprotetores nas células humanas blogueando a inducdo de apoptose contribuindo na
restituicdo da barreira epitelial danificada (SARKAR E MANDAL, 2016). O

mecanismo de isencdo competitiva como mostrado na figura 1 se baseia na capacidade
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do probidtico de bloquear as ligacGes entre os receptores das células epiteliais com as
adesinas dos microrganismos patogenos, impedindo a aderéncia dos mesmos. Para
conseguir bloquear essas ligacbes o0s probidticos produzem componentes
antimicrobianos como sdo acido latico, peroxido de hidrogénio, acido acético, e
bacteriocinas (JENSEN et al., 2012; MONTEAGUDO-MERA et al., 2012; SARKAR E
MANDAL, 2016). Além da protecdo competitiva dos probidticos, a microbiota

anaerdbia nativa do TGI limita a concentracdo de patdgenos. (SOCCOL et al., 2010).
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MCALLISTER. T A etal Review The use of direct fed microbials to mibgate pathogens and enhance production In cattie. Can. J. Anim. Sci.. jan. 2011 (adaptado)

Figura 1-1. Mecanismo de acdo de agentes probidticos.
Fonte: Mcallister et al, 2011.

2.3. Testes de Funcionalidade

Para um microrganismo ser considerado probidticos este deve se enquadrar ao
menos em uma das seguintes categorias: promover a funcdo de barreira epitelial e

modular a resposta imune, manter a homeostase da microbiota e inibir a proliferacéo de
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patdgeno através das interagdes bactéria-bactéria isso segundo Lebeer et al. (2008). O
microrganismo deve ser de origem humana, ser capaz de aderir bem & mucosa intestinal,
apresentar estabilidade frente ao acido e a bile, ser capaz de produzir compostos
antimicrobianos, estar ativo metabolicamente, ndo ser patogénico (Collins et al., 1998;
Lee et al., 1999; Saarela et al., 2000; Stanton et al., 2003). Os agentes probioticos
devem obrigatoriamente, aderir beneficios a saude do hospedeiro, sendo estes
evidenciados cientificamente através de estudos com o organismo no qual elas irdo atuar
(FAO & WHO, 2001; SANDERS, 2003). Existem varios testes para comprovar a
funcionalidade probidtica, segundo Mishra e Prasad (2005) os testes de resisténcias a
sais biliares, resisténcia a acidez producdo de compostos antimicrobianos e
sobrevivéncia no trato digestorio sdo importantes para caracterizar uma cepa como
probiotica mas o mecanismos antagdnicos de competéncia pelos nutrientes e pelos
sitios de adesdo ao epitélio e/ou mucosa intestinal ¢ um dos mais importantes, ja que a
partir da adesdo o microrganismos conseguira modular o sistema imune beneficiando a
salde do hospedeiro e podera produzir biomoléculas que evitaram a propagacao de
patogénicos. A adesdo pode ser medida mediante testes in vitro utilizando células caco-
2, mediante ensaios de hidrofobicidade ou por testes de Autoagregagéo e co-agregagédo
bactéria-bactéria (Busscher et al., 1997).

2.4. Adesdo Microbiana

Bactérias residentes e em circulacdo coexistem no trato gastrointestinal humano
(TGI) fazendo-lhe um ecossistema complexo. Essa complexo microbiolédgico realiza
funcdes fisiologicas e metabdlicas, incluindo a manutencdo do TGI. O sistema imune
esta relacionado com o TGI, sendo que, o desequilibrio desse sistema pode causar
diversas desordens gastrintestinais, como o sindrome do intestino irritado, doenca de
Crohn, entre outros (FOLIGNE et al., 2016). As BALs sdo a microbiota dominante do
intestino delgado, as BALs consideradas probioticas tem sido aplicadas como uma
alternativa na prevencdo dessas doencas devido a que as células imunes estdo
diretamente associadas com a mucosa intestinal. (SOCCOL et al., 2010; BARBERI et
al., 2015; VARANKOVICH et al., 2015). O potencial de adesdo das BALs ao epitélio
intestinal tem um papel fundamental nessa interacdo e regulacdo do sistema imune, j&

que, pesquisas indicam que mecanismos celulares resultantes da interacdo desses
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microrganismos com as células epiteliais intestinais regulam a resposta imunoldgica.
Desta forma, citocinas pro e anti-inflamatorias sdo produzidas, contribuindo na
manutencdo a saude (VANDERPOOL et al., 2008; VARANKOVICH et al., 2015).
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. contribuem para a agdo inibidora da
colonizagdo de bactérias patogénicas devido a interacdo entre a cepa e a superficie da
mucosa intestinal promovendo a exclusdo competitiva de bactérias patogénicas
(RIEDEL et al., 2006; VARANKOVICH et al., 2015). A adesdo das bactérias na
mucosa intestinal é dependente das estruturas adesivas presentes na estruturas dos
microrganismos (adesinas), além de receptores complementares presentes nas células
hospedeiras como observado na figura 1. E influenciada pelas cargas e pela
hidrofobicidade, as cargas liquidas das adesinas e dos receptores sdo negativas 0 que
cria uma forca repulsiva, a qual pode ser superada pelas forcas atrativas entre as
moléculas hidrofobicas que se encontram presentes em ndmeros varidveis em ambas
superficies (Beachey, 1981), tal como mostrado na figura 2. A autoagregacdo e a
coagregacdo dos probioticos também é um mecanismo importante que envolve um ou
mais microrganismos, realizando um processo necessario para ocorrer a adesdo ao
epitélio intestinal. Uma vez que pode formar barreiras que previnem a colonizagéo por

microrganismos patogénicos (Reid et al, 1988; Boris et al, 1997; Del Re et al, 2000).
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Figura 1-2. Agdo das forgas atrativas de hidrofobicidade na aderenca dos agentes probioticos

ao epitélio intestinal.
Fonte: Adaptacéo de Vilela, 2012.
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2.5. Yacon

O Yacon (Smallanthussonchifolius), € uma raiz tuberosa originria da regido
andina da Coldmbia, Peru, Venezuela, Equador, Argentina e Bolivia, que data da época
pré-Inca (Santana e Cardoso, 2008). Ele foi introduzido no Brasil em 1989 na éarea de
Sdo Paulo por imigrantes japoneses que utilizavam raiz como elemento funcional para
combater a diabetes e as altas taxas de colesterol (Vilhena et al, 2000). Esta raiz in
natura composta principalmente por agua, a qual, constitui de 83 a 90% de seu peso
fresco fazendo com que seu valor energético seja baixo. Também contém de 10 a 14%
de carboidratos armazenados, 0s quais, na sua grande maioria, estio em forma de
frutooligossacarideos de inulina (FOS) (40-70% em base seca), sendo o alimento com
mais contido de FOS nas natureza fazendo com que seja considerado como
nutracéutico. Os outros carboidratos encontram-se em forma de agucares livres, como a
sacarose (5-15%), a frutose (5-15%) e a glicose (< 5%), além de tragos de amido. Seu
contetdo de proteinas é baixo. Comparado com outras raizes, o Yacon é rico em
compostos fendlicos (200mg/100g™ de matéria fresca comestivel) (Santana e Cardoso,
2008). Por ser muito nutritivo, tem sido cultivado nos Gltimos anos em muitos paises
como Nova Zelandia, China, Coréia, Paraguai e Taiwan. Atualmente no Brasil seu
maior cultivo se concentra no estado de S&o Paulo, mas, desde o 2013 ele tem sido
implementado em Minas Gerais como uma opc¢do de cultivo, e inclusive em cidades
como Carandai, local onde se agrupa sua maior cultivar. Tem substituido a plantacao de
grdos e cereais mais tradicionais como feijdo, tomate e a aboborinha, devido a seu facil

manejo e baixo custo de cultivo (Santos et al., 2013).

Atualmente a Farinha de yacon € utilizada em muitas pesquisas para dar um apelo
funcional ao produto devido a alta proporcao de oligofrutanos presentes nela. Na tabela

1 pode ser observada a composic¢do quimica da mesma.
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Tabela 1-1. Composicdo quimica da farinha de yacon (g/100g).

Rodrigues
Componente (%) Moscatto et Vasconcelos etal.,
al., 2006 2010 2011
Umidade 6,79 6,59 6,9
Cinzas 3,75 3,39 54
Proteinas 6,41 2,61 2,7
Lipidios 0,58 0,27 0,15
Fibra Totais sd 11,79 10,53
Carbohidratos nao
diferiveis sd sd 38,95
Carbohidratos Totais 82,26 87,13 Sd
Glicose sd sd 8,6
Frutose sd sd 21,1
Sacarose sd sd 16,3
Oligofrutanos 17,58 29,27 25,7

Sd: sem dados.

Fonte: Ribeiro 2008; Rodrigues et al., 2011.

2.6. Amendoim

O amendoim comum (Arachis hypogaea L.) € uma oleaginosa originaria da
América do Sul, sendo uma das principais oleaginosas cultivadas no mundo. Em termos
de importancia econbmica, esta oleaginosa é a quarta mais cultivada, ficando atras
apenas da soja, do algoddo e da colza. O amendoim, a quarta oleaginosa mais produzida
no mundo, é cultivado em mais de 30 paises, com especial destaque para o continente
africano. Porém, a China a India os Estados Unidos sdo os principais produtores
mundiais com 1.6550.213, 6.557.000 e 2.353.540 toneladas respetivamente
(FAOSTAT, 2017). Em sul américa com 1.165.924 e 402.626 toneladas Argentina e
Brasil sdo destaque sendo que a producdo brasileira de amendoim concentra-se na
regido Centro-Sul e se desenvolve principalmente nos estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais, Parana e Rio Grande do Sul (FAOSTAT, 2017). O maior centro de cultivo do
amendoim em Brasil se encontra no Estado de Sdo Paulo com 93% da producéo
nacional (CONAB, 2017).

Essa leguminosa é fonte de nitrogénio porque contém aproximadamente 25-32%
de proteina em base Umida, por isso é considerada um alimento completo rico em

aminoacidos essenciais segundo padrdes de referéncia da FAO (Wilkin et al., 2014) e
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com potencial para o desenvolvimento de alimentos substitutos do leite. O amendoim
tem baixo teor de oligossacarideos e um sabor suave que permitem melhor a aceitagao
sensorial dos produtos elaborados com ele como ingrediente ou seus derivados em
comparacdo a outras fontes vegetais (Lozano, 2016). Possui teores de carboidratos,
fibras alimentares, cinzas e umidade de 20, 8, 3 e 6% respetivamente e é muito
valorizado por seu conteudo de lipidios (36-56% em base seca), sendo sua grande
maioria constituidos por triaciglicerois (95%) e acidos graxos insaturados (80%)
(Norris, 2013; Gongalves, 2016), Dentre os micronutrientes presentes em maiores
quantidades destacam-se potassio, fosforo e zinco (FREIRE et al., 2005) além de
tocoferol, vitamina B1 e 4cido folico (MACEDO, 2004).

Segundo Lozano (2016) a farinha de amendoim tem sido usada no
desenvolvimento de produtos gragas a seu sabor suave, o qual permite melhor a
aceitacdo sensorial dos produtos elaborados com ele como ingrediente ou seus

derivados em comparacao a outras fontes vegetais.

O aporte de Proteinas do amendoim o classifica como autossuficiente no
fornecimento de aminoécidos essenciais quando comparado ao valor de referéncia da
FAOQ, fornecendo cisteina, leucina, isoleucina, fenilalanina, valina e hestidina (Lozano,
2011).

2.7. Fermentacdo Lactica

A fermentacdo lactica como seu nome o indica produz acido lactico como
composto principal, sendo assim um processo bioguimico produzido por bactérias
acidolécticas (Oliveira, 2009). Os microrganismos para sobreviver precisam de energia,
para o qual, as bactérias fermentadoras utilizam a lactose e por médio de enzimas
conhecidas como lactases degradam a lactose em glicose e galactose, ocorrendo a
fermentacdo a partir da glicose e originando o acido lactico como produto final tal como

observado na Fig. 4.
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Figura 1-3. Esquema da conversdo de glicose em &cido latico.
Fonte: adaptacdo de James, 2018
As bactérias do 4&cido lactico possuem duas formas de metabolizar o0s
carbooidratos sendo conhecidos esses metabolismos como homoléatico ou heterolatico.
A fermentacdo homolatica ou glicélise fornece exclusivamente lactato como produto
final. J& a fermentacdo heterolatica segue a rota do fosfogluconato, fornecendo lactato,
etanol (e/ou acetato) e CO,> em quantidades equimolares (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2002). Grande parte das bactérias do acido latico homofermentativas consegue
converter somente glicose em 4cido latico. Em contraste, algumas BAL
heterofermentativas sdo capazes de fermentar tanto hexoses quanto pentoses (GIVRY;
PREVOT; DUCHIRON, 2008; ZHU; LEE; ELANDER, 2007).

Na transformacdo de acucares a lactato, os aglcares sdo oxidados pela via
glicolitica ou via de Embden Meyerh of-Parnas (EMP), na qual sdo reducidos e
transformados em piruvato. O piruvato é entdo reduzido a lactato por médio da enzima
lactato desidrogenase (LDH) (Brock, 2014). A Figura 5 representa 0 processo
metabolico da fermentacdo de acucares nas bactérias do acido lactico
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Figura 1-4. Esquema do processo metabolico da fermentacdo de agucares nas
bactérias do acido lactico.
Fonte: Adaptado Wee; Kim; Ryu, (2006).
Na industria de alimentos, as bactérias do acido lactico (BAL) tem um papel
importante nos processos de fermentacdo ao produzirem alguns acidos organicos,
incluindo &cido lactico e acido acético, ja que estes atuam como conservantes naturais,

acidulantes e intensificadores de sabor (LI et al., 2014).

O acido lactico, ou lactato, é o produto principal da fermentacdo lactica durante o

metabolismo de oxidagdo dos carboidratos para obtencéo de energia (L1U, 2002).

2.8. Fermentacdo De Extratos Vegetais Com Probioticos

Devido ao aumento de pessoas que tem restrito o consumo de produtos lacteos ja
que tem desenvolvido alergias e intolerancias a lactose e aos consumidores “veganos”

aqueles que levam uma forma de vida que procura excluir, na medida do possivel e
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praticavel todas as formas de exploracéo e crueldade dos animais, j& seja na comida, na
roupa ou qualquer outro &mbito (The Vegan Society, 1988), esta tendo-se a obrigagdo
de procurar substratos vegetais que possam substituir ao leite, suprindo as necessidades

metabolicas durante o processo de fermentacéo dos microrganismos probioticos.

A soja tem sido por muitos anos uns dos extratos vegetais maiormente utilizados
tendo pesquisas realizadas por Mondragon-Bernal (2004, 2009) na qual desenvolveu
uma bebida simbidtica a base de extrato hidrossollvel de soya utilizando agentes
probioticos, Teixeira (2017) realizou uma ampliacdo de escala fermentando extrato
hidrossollvel de soja fermentado com misturas probidticos, também Riquette no 2013,
fermentou uma bebida a base de extrato de soja adicionada de mel de avelha. Mas o
interesse por diversificar os substratos vegetais tem aumentado sendo realizados estudo
de bebidas fermentadas com aveia, yacon, arroz, brocolis, goiaba, laranja (Coelho,
2009; Bau et al., 2012; Bertagnolli, 2014; Veeck et al., 2018).

2.9. Planejamento experimental

O planejamento experimental apresenta grande importancia, ja& que, ©
desenvolvimento de um produto abarca inUmeras varidveis, cujo principal objetivo é a
minimizacao de custos e tempo, maximizacao de rendimento, produtividade e qualidade
desses produtos. (RODRIGUES; IEMMA, 2014). Esta é uma técnica de engenharia
utilizada para definir os efeitos que determinadas variaveis tem sobre uma resposta de
interesse. No cenario industrial, o planejamento experimental € uma das técnicas que
atualmente vem sendo usada em grande escala, uma vez que, mediante seu uso, séo
obtidos resultados mais confidveis, com menores custos. Para 0 uso desta ferramenta é
fundamental a integracdo de trés condic¢Ges: conhecimento do processo, conhecimento
estatistico e 0 bom senso (BOX et al., 2005).

Através deste método, pode-se determinar as variaveis que exercem maior
influéncia no desempenho de um determinado processo, tendo como resultado: reducao
da variagdo do processo, melhor concordéncia entre os valores nominais obtidos e 0s
valores pretendidos, redugdo do tempo do processo, reducdo do custo operacional e
melhoria do rendimento do processo (CALADO; MONTGOMERY, 2003).
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O delineamento experimental aceita determinar e quantificar a influéncia das
variaveis sobre as respostas desejadas, fornecendo informagdes sobre a robustez ou néo
das respostas desejadas, e também permite a otimizacdo do processo (RODRIGUES;
IEMMA, 2014).

A utilizacdo do planejamento experimental reduz o nimero de ensaio brindando
qualidade da informacdo obtida nos resultados. Além otimiza o processo, possibilita
otimizar mais de uma resposta ao mesmo tempo, analisa os fatores simultaneamente e
aceita constatar e quantificar efeitos sinérgicos e antagdnicos entre os fatores de
interesse, e permite calcular e avaliar o erro experimental (RODRIGUES; IEMMA,
2014).

A escolha do planejamento adequado é uma funcdo direta do nimero de variaveis
independentes envolvidas no estudo, da disponibilidade de matéria-prima, da
viabilidade do nimero de ensaios que podem ser realizados e do custo do processo em
estudo (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

De acordo com Rodrigues e lemma (2014) se deve seguir um ordem sequencial
para a aplicacdo do delineamento. Na primeira etapa, € sugerida a selecdo de variaveis,
por meio de fatorial fracionado ou de Plackett Burman (PB), sendo aplicado quando se
tem muitos fatores e pouco conhecimento do processo. Na seguinte etapa é realizada a
otimizagdo por meio de um fatorial completo ou Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR). E na ultima etapa, € realizada a validacdo das condicbes
otimizadas, quando se deseja confirmar experimentalmente os resultados obtidos pela
analise de superficie de resposta, neste caso as condi¢cdes ja estdo otimizadas e
definidas.

2.9.1. Delineamento Composto Central Rotacional

Para uma investigacdo inicial dos efeitos das varidveis estudadas sobre as
respostas desejadas, no caso em que se tem 2 variaveis independentes, recomenda-se 0
delineamento composto central rotacional (DCCR) (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

O modelo de regresséao alcancado proporciona a anélise para o efeito de cada fator
individual e para todas as possiveis interagdes que existem entre as varidveis
dependentes e independentes (PRIYADHARSHINI; BAKTHAVATSALAM, 2016). O
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DCCR utilizado juntamente com a metodologia de analise de superficie de resposta é
mais vantajoso, ja que, se obtém uma boa exatiddo do experimento realizado (AHMADI
et al., 2006).
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RESUMO

O numero crescente de consumidores de veganos mostra a demanda por alimentos nesse
segmento. Uma das alternativas de produtos é a elaboracdo de fermentados probioticos de
extratos vegetais alternativos. Cinéticas da fermentacdo de meios contendo farinha de yacon
(FY) e farinha de amendoim (FA) por cultura mista de Lactobacillus rhamnosus (LR32),
Lactobacillus acidophilus (LA14), Lactobacillus paracasei subsp paracasei (LBC81) e
Bifidobactéria longum (BL04) foram estudadas. Foram avaliados os efeitos das concentragdes
de FY (% m/v) e FA (% m/v) no crescimento celular, acidez, pH, consumo de acucares
redutores (AR) e consumo de acucares redutores totais (ART) aplicando um delineamento
composto central rotacional (DCCR) de 13 tratamentos. Foi avaliada a funcionalidade
probidtica da bebida fermentada por meio de viabilidade e contagem final, testes digestivos
simulados, hidrofobicidade, autoagregacdo e co-agregacdo celular in vitro. Verificou-se que
na regido entre 6-8% de FY e de FA foram obtidas as maiores contagens totais probiéticas e
de bifidobacterias. Os modelos para contagem total (CT), contagem de bifidobactérias (CB),
AR e ART foram validados pela ANOVA (p< 0.005). A viabilidade probiética final nos
testes digestivos simulados se manteve acima de 6 log UFC/mL, exigido pela legislagdo
brasileira nos ensaios contendo substratos vegetais. O valor de hidrofobicidade para a bebida
(60,8%) foi maior que o das cepas puras e o0 inoculo, a BL04 apresentou 0 maior porcentagem
de autoagragacdo (61,3%) e o inoculo o maior porcentagem de co-agregacdo (61,23%),
caracteristicas positivas da funcionalidade probidtica quanto a aderéncia ao Tecido Linfoide
Associado ao Intestino (GALT).

Palavras chaves: Extratos vegetais alternativos, adesdo microbiana, alimento funcional
simbidtico, funcionalidade priobiética, delineamento composto rotacional (DCCR),
Lactobacillus spp. rhamnosus (LR32), Lactobacillus acidophilus (LA14), Lactobacillus
paracasei subsp paracasei (LBC81) e Bifidobacterium longum (BL04).
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ABSTRAC

The growing number of vegan consumers shows the demand for food in this segment. One of
the product alternatives is the elaboration of probiotic ferments from alternative plant extracts.
Kinetics of media fermentation containing yacon (FY) flour and peanut flour (FA) by mixed
culture of Lactobacillus rhamnosus (LR32), Lactobacillus acidophilus (LA14), Lactobacillus
paracasei subsp paracasei (LBC81) and Bifidobacterium longum (BL04) were studied. The
effects of FY (% m / v) and FA (% m / v) on cell growth, acidity, pH, reducing sugars
consumption and total reducing sugar consumption (ART) were evaluated using a central
composite rotational design (CCRD) of 13 treatments. The probiotic functionality of the
fermented beverage was evaluated through viability and final count, simulated digestive tests,
hydrophobicity, autoaggregation and in vitro cellular co-aggregation. It was verified that in
the region between 6-8% FY and FA the highest total probiotic and bifidobacteria counts
were obtained. The models for total counting (CT), counting of bifidobacteria (CB), RA and
ART were validated by ANOVA (p <0.005). The final probiotic viability in the simulated
digestive tests remained above 6 logUFC / mL, required by Brazilian legislation in the tests
containing plant substrates. The hydrophobicity value (60.8%) was higher than that of the
pure and mixed inoculum (without addition of substrates), the BL04 presented the highest
percentage of autoaggregation (61.3%) and the inoculum had the highest percentage of co-
aggregation (61.23%), positive characteristics of the probiotic functionality regarding
adherence to the Intestine Associated Lymphoid Tissue (GALT).

Keywords: Alternative plant extracts, microbial adhesion, symbiotic functional food,
priobiotic functionality, central composite rotational design (CCRD), Lactobacillus spp.
rhamnosus (LR32), Lactobacillus acidophilus (LA14), Lactobacillus paracasei subsp
paracasei (LBC81) and Bifidobacterium longum (BLO04).

40



1. INTRODUCAO

Uma pesquisa realizada por Euromonitor Internacional no ano 2017 mostrou que
no mercado de salde e bem-estar, os alimentos funcionais tiveram um aumentou de
aproximadamente 7% (Martins, 2017), no ano 2018 esse mercado teve um aumento de
43% quando comparado com o 2017 (Nutraceticals world, 2018). A empresa de
consultoria New Nutrition Business (2018) identificou o mercado de alimentos
saudaveis para o intestino como a tendéncia nimero um do 2019 e a Food Businnes
New em 2017 publicou um artigo no qual a agencia de nutricdo Kerry Beloit Wi
adquiriu a companhia de probioticos Ganeden prevéndo um crescimento de 10% no
mercado deste até o 2022. Esse aumento deve-se & procura dos consumidores por
produtos com apelos funcionais que aportem beneficios ao organismo, ja que, 0
consumidor atual entende que o alimento deve cumprir funcbes muito além de so
satisfazer a fome, trazer prazer ou sobrevivéncia ele deve contribuir significativamente
na prevencdo de patologias e aportar beneficios a salde além das fungdes nutricionais
bésicas. Evitar o aparecimento de doencas tornou-se prioritario em relacdo a cura em
parte devido aos altos custos médicos, mas também por maior consciéncia da relacao
existente entre saude, alimento e doenca. Dentro dos alimentos funcionais encontram-se
produtos simbioticos, ou seja, aqueles contendo probidticos e prebidticos

simultaneamente.

Segundo RDC N° 241, DE 26 DE JULHO DE 2018 (Brasil,2018) a defini¢do de
probidtico é: “micro-organismo vivo que, quando administrado em quantidades
adequadas, confere um beneficio a saude do individuo” e determina que o uso de
probidticos em alimentos requer a comprovacao da sua seguranca e beneficios a salde.
A RDC ANVISA N° 2, DE 7 DE JANEIRO DE 2002, explica que probiotico é o nome
do microrganismo, acompanhado da forma de apresentacdo do produto que deve constar
a quantidade dos microrganismos viaveis, que garanta a acdo alegada dentro do prazo de
validade do produto. Esta informagdo deve estar proxima a alegacdo de propriedade
funcional e ou de saude do produto e fora da Tabela de Informac&o Nutricional (Brasil,
2002). Os probioticos devem Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2008) ter uma concentragdo de entre10® e 10° UFC de acordo com a dose diaria

recomendada para ter efeito benéfico na saude do hospedeiro.
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Nas bebidas lacteas fermentadas, a contagem total de bactérias lacticas viaveis
deve ser no minimo de 10° UFC/g (um milhdo de unidades formadoras de col6nias por
grama) no produto final, durante todo o prazo de validade. No caso em que
mencione(m) um ou mais cultivo(s) lactico(s) especifico(s), estes também devem
atender a esses requisitos segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Bebidas Lacteas, segundo instrucdo normativa n° 36, de 31 de outubro de 2000. N&o
foram encontradas legislacdes brasileiras que especifique Contagem de microrganismos
especificos ou de bactérias probioticas em bebidas fermentadas néo lacteas.

As espécies maiormente utilizadas sdo os lactobacilos e as bifidobactérias, que
tem requerimentos nutricionais, potencial de oxido-reducdo, relacfes simbioticas e
condicdes Otimas de pH e oxigénio para seu crescimento (Curbelo et al. 2005). Os
probidticos também devem cumprir uma série de requisitos para ser caracterizados
como probidticos dos quais se destaca que devem resistir as condi¢Ges extremas do
sistema digestorio e ter capacidade de aderéncia ao GALT. A adesdo das baterias na
mucosa intestinal é dependente das estruturas adesivas presentes na parede celular dos
microrganismos (adesinas), além de receptores complementares presentes nas células
hospedeiras. E influenciada pelas cargas e pela hidrofobicidade, as cargas liquidas das
adesinas e dos receptores sdo negativas, o que cria uma forca repulsiva, a qual pode ser
superada pelas forcas atrativas entre as moléculas hidrofébicas que se encontram
presentes em numeros varidveis em ambas superficies (Beachey, 1981). A
autoagregacdo (capacidade de ligacdo dos microrganismos entre eles) e a co-agregacédo
(capacidade de ligacdo dos microrganismo com outras espécies) dos probio6ticos
também €& um mecanismo importante que envolve um ou mais microrganismos,
realizando um processo necessario para ocorrer a adesdo ao epitélio intestinal. Uma vez
que pode formar barreiras que previnem a colonizacdo por microrganismos patogénicos
(Reid et al, 1988; Boris et al, 1997; Del Re et al, 2000).

O mercado de alimentos probioticos concentra-se em produtos fermentados com
substratos de origem lacteo, mas nos ultimos anos, observa-se na literatura varias
pesquisas utilizando sementes e vegetais como substrato fermentativo (Martin et al.,
2013; Swain et al., 2014; Sahlin, 1999; Blandino et al., 2003; Marshall e Mejia, 2011;
Tamang, 2015; Patra et al., 2016). O interesse por frutas, plantas e sementes ndo nasceu

s6 como uma forma de diversificagdo de produtos ndo lacteos, mas também para suprir
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a demanda dos consumidores limitados por alergias e intolerdncias a lactose. Além
disso 0o nimero de consumidores veganos aqueles que levam uma forma de vida que
procura excluir, na medida do possivel e praticavel todas as formas de exploracdo e
crueldade dos animais, ja seja na comida, na roupa ou qualquer outro ambito (The
Vegan Society, 1988), tem tido um incremento del4% no Brasil, segundo estatisticas
publicadas pelo Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica (IBOPE) no 2018 e
por pesquisas realizadas por Panghal et al.(2018). fazendo necessario desenvolver
alimentos que compensem esta demanda. Uma alternativa de substratos no lacteos séo
as plantas alimenticias ndo convencionais (PANC). Dentro das PANC, encontra-se 0
yacon que junto como amendoim, leguminosa convencional, comp&em uma mistura que
pode ser utilizada como meio de fermentacdo com potencial na elaboracdo de produtos
probidticos e simbioticos.

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz tuberosa de origem andina, que é
rica em frutooligossacarideos de inulina e agucares livres como sacarose, glicose e
frutose, considerado como excelente prebidtico e rico em compostos bioativos (Caetano
etal., 2016).

O amendoim comum (Arachis hypogaea L.) é uma oleaginosa originaria da
América do Sul e é considerado um alimento completo e fonte proteica contendo
aproximadamente 25% em base Umida. Fornece aminoécidos essenciais quando
comparado a outros padrdes de referéncia da FAO (Wilkin et al., 2014). Além disto tem
baixo porcentagem de oligossacarideos e um sabor suave, fazendo com que os produtos
feitos a base de farinha de amendoim sejam bem aceitos em comparacao a outras fontes
vegetais (Lozano, 2016).

Por tanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos dos parametros:
concentracdo de farinha de yacon e de farinha de amendoim para formular uma bebida
fermentada a base yacon e amendoim, visando obter um produto que atenda as

legislacGes vigentes e caracteriza-la funcionalmente.

2. MATERIAIS E METODOS

Para a formulagdo do meio fermentativo foram usadas farinha integral de yacon
da empresa Emporio Grao de Ouro (Séo Paulo, Brasil) e farinha integral de amendoim

adquirida no comercio local (A Granel, Lavras, Brasil). As linhagens probidticas,
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utilizadas como indculo para as fermentagfes, foram adquiridas em envelopes
liofilizados e mantidas em estoque a -20 °C, sendo:Lactobacillus paracasei subsp
paracasei LBC 81(LBC), Lactobacillus rhamnosus LR-32 (LR), Bifidobacterium
longum BLO4 (BL) (Danisco Dupont® - S&o Paulo, Brasil) e o Lactobacillus
acidophilus LA-14 (LA) (Aché ® - {Guarulhos, Brasil)

2.1. Ativacao e propagagéo dos microrganismos liofilizados

A ativacdo foi realizada seguindo a metodologia de Teixeira (2017). 1g do
microrganismo liofilizado foi tranferido para caldo MRS, previamente esterilizado em
autoclave a 121°C por 15 min. Em seguida, foram mantidos em estufa B.O.D a 37°C
por 48 h. foi usada a formulagdo de MRS (Man, Rogosa e Shape) de De Man et al.,
(1960) (Formulacéo 1L: peptona bacterioldgica 10g, extrato de carne 10g, extrato de
levedura 4g, D-glicose 20g, Tween-80 1g, fosfato dipotéssio 2g, acetao de sédio 5g,
Citrato de tri-amonio 29, MgSO4.7H20 0,2g, MnSO4.4H-0 0,059)

O pre-indculo ativado foi transferido para caldo MRS estéril e mantido em estufa
B.O.D a 37 °C por 24h. Com o objetivo de obter col6nias novas e puras, foi feita
isolacdo por esgotamento, para o qual uma alcada de cada cultura ativada foi estriada,
em triplicata, em placas contendo Agar MRS, e foram incubadas em B.O.D a 37°C por
72 horas, lactobacilos em aerobiose e bifidobactérias em anaerobiose por meio de jarras
herméticas e geradores Anerobac Porobac (Sdo Paulo, Brasil). Uma colénia isolada de
cada cepa foi transferida para tubo previamente esterilizado (121°C por 15 min) e que
continha 10 mL de caldo MRS e foi incubada a 37°C por 24h. Em seguida, foi
transferido todo o contetdo de cada cultura ativada (10 mL) em erlenmeyer contendo 90
mL de caldo MRS estéril e mantido a 37 °C. Ap06s 24 h, os in6culos ativados foram
transferidos para ependorfs e centrifugados (Spinlab modelo SL-5AM, S&o Paulo,
Brasil) a 71269 por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, meio congelante estéril
foi acrescido aos microrganismos concentrados e foram estocados nos eppendorfs em
condicGes de congelamento (-20°C) para uso futuro como cultura estoque (metodologia
adaptada de Souza et al., 2015 e Teixeira, 2017). Contagens individuais foram

realizadas.
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2.2. Preparo do in6culo

O inoculo para a fermentacdo foi ativado a partir da cultura estoque com MRS.
Apos 24 h foi feita verificacdo das contagens pelo método padréo detalhado no item 2.7,
10% (v/v) do inoculo (10 mL) foi transferido para erlenmeyer contendo 90 mL do meio
de fermentacdo, com 0s microrganismos nas seguintes proporcdes: BL04 (6 mL), LA14
(1,5 mL), LBC81 (1,5mL) e LR32 (1 mL) segundo metodologia adaptada de
Mondrag6n-Bernal (2004 e 2005).

2.3. Planejamento experimental

Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) de 2
variaveis e 5 repeticdes no ponto central, (RODRIGUES, IEMMA, 2014) para um total
de 13 ensaios, as repeticdes foram feitas ja que os processos microbioldgicos tem maior
erro experimental. As variaveis independentes foram: x; - Farinha de yacon (% m/v)
(FY: 0-12 g/100mL) e x2 - Farinha de amendoim (% m/v) (FA: 2,8-11,2 g/100mL). As
variaveis resposta foram contagem total de microrganismos (em Log UFC/mL), fator de
crescimento total (Contagemrina/Contageminicial), contagem de bactérias laticas (em Log
UFC/mL ) e seu fator de cresciemntos (ContageMrinaideBaLs/ContageMinicialdeBALS),
contagem de bifidobactérias ((em Log UFC/mL) e seu fator de crescimento
(Contagemerinaidebifidobactérias/ CONtageMinicialdebifidobactérias), CONSUMO de agucares redutores
(AR) e consumo de acucares redutores totais (ART), Na Tabela 1 encontram-se 0s
niveis e os valores reais do DCCR aplicados neste estudo.

Tabela 2-1. Delineamento experimental DCCR para fermentado simbiotico
elaborado com farinhas de yacon e amendoim.

Variaveis Codigo -1,41 -1 0 1 1,41
(%) Farinha de Yacon X1 0 1,75 6,0 10,25 12
(%) Farinha de Amendoim  X> 2,8 4,0 7,0 10 11,2

A matriz do planejamento pode ser observada na tabela 3 dos resultados.

2.4. Fermentagéo

As fermentagdes foram realizadas em escala laboratorial em tubos fechados

contendo 15 mL dos meios preparados com farinha de yacon e farinha de amendoim,
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segundo o DCCR. Os meios foram esterilizados a 121°C / 15min e resfriados a
aproximadamente 45°C e inoculados em condicGes assepticas com o mix de probioticos.
As fermentacdes ocorreram sem agitacdo a 37°C em B.O.D. e foram interrompidas ap0s
6h. Amostras foram coletadas em triplicata a cada 2 horas para estudos cinéticos de
contagem total (CT), contagem diferenciada de Lactobacilos (CL) e contagem
diferenciada da bifidobactéria (CB), acidez (g/L) e pH.

2.5. Analise estadistica

Para analise estatistica do delineamento experimental DCCR, foram utilizados os
dados do final das fermentacfes, sendo que as variaveis dependentes ou respostas
foram: Fatores de Crescimento para Contagem Total (FCct), Contagem de Lactobacilos
(FCcL) e Contagem de Bifidobactérias (FCcg), Consumo de Acucares Redutores (AR=
AR inicial — AR final) (g/L), Formacdo Total de Acidos (PA) (Acidez=Acidez final-
Acidez Inicial em g/L) e Variacdo de pH (pH= pHinicial-pHfinal).

Os coeficientes de regressdo das variaveis independentes foram determinados e a
analise de variancia ANOVA foi realizada a 95% de confianga (p<0,005), sendo

ajustados modelos de regressao polinomial de segunda ordem (equacéo 1),

Y:JBD—I_iJBiXE—I_ iﬁﬁ){:-l-iﬁi}-ﬂfﬁj—ks (D)
i=1 i=1 i=2

onde Po - é constante do modelo, Bi - € coeficiente linear, Bii - € coeficiente
quadratico, e Bij - € coeficiente de interacdo; Xi e X; - sdo as varidveis independentes; k -
¢ o nimero de fatores testados (k=2); e € € o erro experimental. A partir dos modelos
ajustados foram geradas superficies de resposta e curvas de contorno com auxilio do
software Statistica 8.0 (Statsoft, 2008) (RODRIGUES, IEMMA, 2014).

2.6. Validacao do modelo

Os modelos ajustados a partir do DCCR para fator de crescimento da contagem
total (FCcr), fator de crescimento para contagem de bifidobacterias (FCcs), 0 consumo
de acucares redutores (ART) e o consumo de acucares redutores totais (ART) foram
validados por meio da conducéo de dois experimentos em triplicata, elaborados com

teores de farinha de yacon e amendoim dentro da regido de 6timo.
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2.7. Contagem padrao de bactérias probioticas

Para a Contagem Total (CT) de probioticos foram retiradas a cada 2 h amostras de
0,5 mL e transferidas para eppendorffs contendo 4,5 mL de agua peptonada (0,01%), a
partir dessa primeira diluicdo foram feitas diluicbes decimais subseqiientes e
plagueamento em profundidade em Agar MRS + 0,1% de azul de anilina e incubadas
em B.O.D. por 72 horas a 37°C em condic¢Oes de anaerobiose e aerobiose. As condig¢oes
de anaerobiose foram obtidas por meio de jarras herméticas e geradores Anerobac
Probac (S&o Paulo, Brasil). A CT corresponde a contagem em anaerobiose e expressa
em logUFC/mL. A contagem diferenciada para lactobacilos (CL) corresponte a
contagem em aerobiose e a contagem de bifidobactéria (CB) foi calculada como a
diferenca entre a CT e CL de acordo com metodologia desenvolvida por Mondragon-

Bernal et al (2005). Todas as contagens foram feitas em triplicata.

2.8. Medicdo do pH e acidez titulavel

O pH foi medido em potenciémetro MS Tecnopon Instrumentacdo (Sdo Paulo,
Brasil).

Para a determinacdo da acidez titulavel foi diluido 1,0 mL da amostra em agua
destilada e titulado com solucdo de NaOH 0,1 M, utilizando fenolftaleina 1% como
indicador. A acidez titulavel expressa em porcentagem de &cido lactico e determinada
pela equagéo 2 (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

Vo fxo0 <M

: 2)

AT em acido lactico =

Onde, AT: acidez titulavel em (g/L); V: volume da solucdo NaOH gasto na
titulacdo (mL); A: volume da amostra (mL); f: fator de correcdo da solucdo de NaOH,;
90: fator de conversdo do acido lactico; M: molaridade da solucdo de NaOH (nimero de
mols/L da solucdo de NaOH).

2.9. Determinacao de acUcares redutores (AR) e Acucares Redutores Totais (ART)

Para a determinacdo de acucares redutores (AR) e acucares redutores totais
(ART), as amostras foram centrifugadas (3000 g / 30 min). O sobrenadante foi diluido
apropriadamente em agua destilada e foi feita a determinacdo de AR e ART pelo
método Espectrofotométrico — 3,5-DNS de Miller (1959). Para determinacdo de ART
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foi feita previamente uma hidrolises acida, adicionado 2mL de HCI 2M na amostra a
qual foi agitada e deixada no banho maria por 5min, enseguida foi resfriada em banho
de gelo por 5min e adicionada de NaOH 2M. A  absorbancia das amostras foi medida
em espectrofotdmetro Bioespectro SP-22 a 540 nm. A curva padrdo foi elaborada
utilizando-se glicose (Synth, S&o Paulo, Brasil) (0-1g/L) para AR e sacarose (Synth, S&o
Paulo, Brasil) (0-3g/L) para ART.

2.10. Determinacédo de acidos organicos

Esta analises teve como objetivo quantificar os &cidos organicos (acido
latico, &cido acético e propidnico) presentes nos tempo Oh e 8h dos tratamentos da
validacdo da bebida fermentada a base de farinha de yacon y farinha de amendoim. As
amostras foram diluidas em uma proporcgdo de 1:20 e filtradas com filtro de 0,22 pm;

em seguida foram armazenadas sob refrigeracdo para posterior analises via HPLC.

2.10.1. Preparo dos padroes

Preparou-se 50mL de soucdo padrdo de &cido latico, acético e propiénico, comm
concentracdo de 10g/L, e um mix (mistura dos trés acidos) com concentragédo de 0,1g/L
de cada. Para a construgdo da curva analitica, foram preparadas 7 solucGes a partir das
solucBes estoques dos &cidos latico, acético e propibnico. Na tabela 2 encontram-se 0s

valores dos pontos dos sete pontos da curva e na tabela 3 os volumes para preparo das

solucdes.
Tabela 2-2. Concentragdo dos acidos organicos.
Analito Concentracdo Curva Analitica
Ac. Léatico 5 100 250 750 1000 2500 5000
Ac. Acético 5 50 100 250 500 750 1000
Ac. Propibnico 1 50 250 500 750 1000 1500
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Tabela 2-3. Volumes para preparo dos mix, a partir de solucdes a 10g/L.

Latico Acético Propibnico Agua Total

Mix W) @) (D) (L) (uL)
1 0,5 0,52 10 989 1000
2 5 10 5 980 1000
3 10 25 25 940 1000
4 25 75 50 850 1000
5 50 100 75 775 1000
6 75 250 100 575 1000
7 100 500 150 250 1000

Obs: Para o preparo do primeiro mix foi necessaria uma diluicdo prévia do acido
propidnico para se obter uma solucdo 0,1 gL, sendo assim foi utilizado 10uL da solugéo
padrdo para se obter uma concentracgdo final de 0,001 g/L

2.10.2. Método analitico

A analise foi realizada em um sistema HPLC Shimadzu, constituido por duas
bombas LC-20AD, degaseificador DGU-20A3, sistema de controle CBM-20?, forno de
coluna CTO-20?, detector SPD-M20Ae amostrador automatico SIL-20AHT. Os dados
foram adquiridos e processados com uso de software LC-Solution. As amostras foram

analisadas nas seguintes condicdes:

Coluna utilizada na analise: Supelcogel Ce10H, 30 cm x 7,8 mm x 9,0 pm,

equipada com pré-coluna;
Fase movel: HCIO4 100mM em H.0;
Fluxo: 0,45 mLmin™t;
Tempo de corrida: 30 minutos;
Temperatura da anélise: 50°C;
Comprimento de onda de analise: 210nm;

Volume de injecdo: 10uL
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2.11. Testes in vitro de resisténcia de probiodticos as condi¢des simuladas do trato
Digestorio humano

Foram elaborados sucos digestivos artificiais conforme as metodologias adaptadas

de Bernucci (2017) e Mondragon-Bernal (2009), para avaliar a resisténcia dos

microrganismos presentes no produto fermentado a base de farinha de yacon e farinha

de amendoim as condicGes simuladas do trato digestério humano. Os sucos digestivos

foram preparados com solucdo tampéo Bicarbonato de sédio-carbonato de sodio 0,1 M

adicionados das enzimas e sais mais caracteristicos de cada solucdo digestiva cuja

composicao foi a seguinte:

- Saliva: Foi preparada com lisozima 1g/L (de clara de ovo — Interprise, Séo
Paulo/Brasil) ¢ a-amilase 0,3 ¢g/100mL (Termamyl ® - Novosyme, Dinamarca) e

tampdo bicarbonato de sédio-carbonato de sédio 1.M pH 6,0.

- Suco gastrico: HCI 0,08 M pH 1,2; com pepsina 0,32g/L (affymetrix - Thermo
Fisher Scientific, California/ USA), lipase 0,2 g/L (de pancreas suina - Tipo Il, Sigma
Aldrich, Sdo Paulo/Brasil) e quimosina0,002 g/L (Fermentech, Sdo Paulo/Brasil).

-suco intestinal: foi preparado com sais biliares 0,33 g/L (Sigma Aldrich, Séo
Paulo/Brasil), invertase comercial 0,25 g/L (Sigma Aldrich, sdo Paulo/Brasil) e
lisozima.1g/L (de clara de ovo — Interprise, Sdo Paulo/Brasil). Foi usada solucdo tampao

bicarbonato de sddio-carbonato de sédio 1.M pH 8,0.

-Suco pancreatico: foram usadas pancreatina 0,83 ¢/L (de pancreas suino,
Darmstadt/Germany) tripsina 0,1g/L (Novosyme, Sigma Aldrich, S&o Paulo/Brasil) e
lipase 0,02 g/L L (de pancreas suina - Tipo Il, Sigma Aldrich, Sdo Paulo/Brasil). Foi

usada solucdo tampdo bicarbonato de sédio-carbonato de sédio 1.M pH 8,0.

Todos os sucos digestivos foram esterilizados a frio atraves de filtracdo usando
membrana de 0,2 pm (Chromafil-Induslab/Curitiba, Parana/Brasil) em comdic¢Ges

assépticas.
2.11.1. Digestéo In Vitro.

Foi adicionado 1,0 mL de amostra em 9 mL da saliva simulada. Esta mistura foi

agitada em agitador de tubos por 10 segundos e incubada por 5 minutos a 37 °C. foi
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retirada amostra para plagueamento e posteriormente adicionado 10 mL do suco
géstrico e incubado por 2 tempos, uma e trés horas para simular a digestdo estomacal. A
terceira hora se realizou uma centrifugacdo e o sobrenadante foi descartado, foi
adicionado 5mL de suco intestinal e 5 mL do suco pancreéatico e incubado novamente
por dos tempos 4 e 8 horas. As amostras foram coletadas em triplicata nos seguintes
tempos: cinco minutos, uma, trés, quatro e oito horas. Foi realizada contagem em placa

em meio MRS, para controle da perdida de viabilidade dos microrganismos.

2.12. Teste de hidrofobicidade

A hidrofobicidade foi testada utilizando o solvente xilol ou xileno (Synth, S&o
Paulo, Brasil). O Xileno é um hidrocarboneto aromético constituido por uma mistura de
trés isdmeros: o-xileno, m-xileno e p-xileno. O xileno comercial contem 20% do
isbmero orto, 40% do meta e 20% do para, 15% de etilbenzeno e o restante de outros
hidrocarbonetos aromaticos. A hidrofobicidade foi calculada de acordo a metodologia
de Mishra e Prasad (2005) para as linhagens puras, o indculo e células centrifugas da
amostra fermentadas de farinha de yacon e amendoim, elaboradas para validagdo do
DCCR (T1=7%FY e 7%FA). As culturas selecionadas foram cultivadas em caldo MRS
a 37°C por 24h e centrifugadas a 1008g/15min, foram lavadas duas vezes em tampéao
fosfato 0,1M (pH 7,0) e ressuspensas no mesmo tampdo fosfato 0,1M (pH 6,2) para
medicdo da absorbéancia inicial (A) a 600nm em espectrofotdbmetro Biospectro SP-22.
Em tubos de ensaio foram colocados 5 mL da suspensdo celular em tampdo fosfato
0,1M pH 6,2, adicionados de 1ml do hidrocarboneto xileno e misturados com auxilio de
agitador tipo vortex (Vision Scientific KMC-1300V) a alta velocidade durante 2min. Os
tubos foram incubados por 1h a 37°C para permitir a separacdo das fases. Com auxilio
de uma pipeta Pasteur a fase inferior aquosa foi coletada em cubeta de quartzo e foi
realizada leitura da absorbancia final (A¢) a 600 nm. Quanto menor a absorbancia na
fase aquosa maior sera a hidrofobicidade da superficie celular (H%), calculada

utilizando a equacéo 3:

(4-4,1)

Hop = x100 (3)

Onde, A= absorbancia inicial, A¢= absorbancia final.
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2.13. Auto agregacéo e Co-agregacao

Para medir a capacidade de auto-agregacao foi utilizada a metodologia de Mishra
e Prasad (2005). foram utilizadas as linhagens puras e o indculo (utem 2.2). As
linhagens puras e o inoculo foram cultivadas em caldo MRS em aerobiose e anaerobiose
a 37°C por 24. As amostras foram centrifugadas a 1372 g durante 10min em tampé&o
fosfato salino 0,1mol/L pH 7,0. Cada suspensdo foi submetida a forte agitacdo com
vortex durante 10 s e incubada por 6h, a cada hora foi retirado 1mL da amostra e
realizou-se leitura da absorbancia a 600 nm. A porcentagem de auto-agregacao foi

calculada mediante a equacao 4:

Autoagregaciols =1 — ? 4

0

Onde,

At= absorbancia em diferentes pontos do tempo, Ao= absorbancia inicial.

No teste de coagregacdo, a metodologia empregada foi a mesma do teste de
autoagregacdo, porém, os microrganismos foram utilizados em conjunto (1 ml de
suspensdo celular de cada um). Para calcular a porcentagem de coagregagédo, foi
utilizada a equacdo de Handley et al (1987).

(ALR + ALBC:— ABL+ALA) _ 000
YCoagregacio = (

(ALR + ALBC + ABL + ALA)/4)

(5)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR

Na Tabela 5 encontram-se os resultados das respostas para o crescimento dos
microrganismos no delineamento experimental DCCR cujas variaveis independentes
foram as porcentagens de farinha de yacon e de amendoim usadas como substrato para
fermentagdo por cultura mista de agentes probioticos. Analisando o0s resultados
apresentados na Tabela 4, verificou-se que para contagem total dos microrganismos o
fator de crescimento (FCcr) variou entre 1,29 e 1,56, com as contagens totais ao final da
fermentagdo variando entre 1,95.10° UFC/mL (tratamento 5) e 3,7. 102 UFC/mL

(tratamento 6), sendo que no meio de fermentacdo do tratamento 5, ndo foi adicionada
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farinha de yacon, enquanto que no tratamento 6, foi adicionada a maior quantidade de
farinha de yacon (12%m/v). Para fator de crescimento e contagem final das
bifidobactérias, os maiores valores foram 1,59 e 2,95.10? UFC/mL (tratamento 12),
elaborado com 6% FY e 7%FA. Ja para fator de crescimento e contagem final de
bactérias laticas, os maiores valores obtidos foram 1,52 e 2,2.10*2 UFC/mL, referente ao
tratamento 6 (12%FY e 7%FA).

Os menores fatores de crescimento totais, para lactobacilos e bifidobactéria
(FCct, FCcL e FCcg) foram 1,29; 1,28 e 1,32  respectivamente e ocorreram com 0
ensaio contendo somente 7% de farinha de amendoim como meio de fermentagédo
(ensaio 5). Esse resultado era esperado, pois como 0 meio ndo possui farinha de yacon,
apesar do amendoim ser rico em proteinas, carece de acUcares e oligossacarideos
disponiveis para o bom desenvolvimento celular das linhagens probioticas, que possuem
requerimentos nutricionais especificos. Outros ensaios contendo diferentes niveis de
yacon, rico em acucares redutores e oligofrutoses (Santana e Cardos, 2008).) tiveram
melhores fatores de crescimento do que aqueles sem yacon, como por exemplo o

tratamento 4,5e0 7.
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Tabela 2-4. Resultados obtidos para contagens dos probidticos nos meios com
farinhas de yacon e amendoim, de acordo com DCCR.

FA CL
frat (Fozm/v) (%6miv) g_-lf;gUFC/mL) FCer (logUFC/mL) FCet (CI:oBgUFC/mL) FCea
1 1(L75) 1(4)  11,6%01 132 11,34£005 13 112%03 1,39
2 1(1025) -1(4) 11,9402 135 11,97+003 137 114%02 1,38
3 -1(L75) 1(10) 12305 139 11,76£059 135 1201£047 1,46
4 1(1025 1(10)  123%05 14 824012 135 121%07 147
5 -141(0) 0(7) 10294006 1,29 1000+015 128 1001001 1,32
6  1,41(12) 0(7) 12574003 151 1234+006 152 12,34%006 151
7 0(6)  -141(28) 121£02 146 11,68+014 146 117+01 147
§ 0(6)  141(11,2) 11,93+008 1,40 1095+003 1,37 1095%003 1,37
9 0(6) 0(7) 12,0+0,1 154 1094001 138 11901 1,58
10 0(6)  0(7) 11,7+0,1 155 1095%001 137 11,89£002 155
1 0(6)  0(7) 11,9+0,1 155 10954001 138 1193+002 152
12 06  0(7) 11,9£0,0 156 11,11£002 145 1247£003 1,59
13 06  0(7) 11984002 155 11,07+002 144 1242%003 158

Trat: Tratamentos; FY: farinha de yacon; FA: farinha de amendoim; CT: contagem total;
DP: desvio padrdo; FCcr: fator de crescimento para Contagem Total; CL: contagem de
lactobacilos; FCc.: fator de crescimento para Contagem de Lactobacilos; CB: contagem
para bifidobacteria; FCcg: Fator de crescimento para bifidobacterias e DCCR
(Delineamento Composto Central Rotacional).

Na tabela 5 observam-se os resultados obtidos no DCCR para o pH do meio
fermentado, producdo de acido latico, consumo de agucares redutores (AR), consumo de

acucares redutores totais (ART).
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Tabela 2-5. Resultados obtidos para pH, producdo de acido lactico, consumo de
AR e ART na fermentacéo latica de meio contendo farinhas de yacon e amendoim por
linhagens probidticas segundo delineamento experimental DCCR.

. Cons. Cons.
Acidez
Trat. FY FA pH ApH PA AR Cons. ART Cons.
(Yomlv) (Yomlv) (GAL/L) (JAL/L) (% AR ART

rel) (g/L) (%rel) (g/L)

1 1(L75) -1(8) 365 141 665 273 239 229 675 814
2 1(1025) -1(4) 393 106 652 347 175 795 573 20,6
3 -1(175) 1(10) 395 163 522 254 563 009 720 922
4 1(1025) 1(10) 412 116 852 506 269 1124 398 12,39
5  -141(0) 0(7) 437 079 156 100 520 007 463 0,08
6  141(12) 0(7) 422 147 1027 728 481 2087 557 20,66
7 0() ég)l 36 143 82 716 380 1416 477 14,68

0 (6) gﬁlz) 37 134 763 620 317 1133 565 18,84
o 0() 0(7) 39 141 763 334 383 1329 779 1291
10 0(6) 0(7) 395148 754 28 391 136 77.2 1272
11 0() 0(7) 393 128 754 305 358 1387 755 1218
12 0() 0(7) 395138 620 334 373 1454 755 1311
13 0(6) 0(7) 393 126 649 315 365 1431 763 1275

Trat: tratamento; FY: farinha de yacon; FA: farinha de amendoim; ApH: variacdo de
pPH=(pHincia-pHsinal); Acidez (g acido lac/L); Producdo de acidos(PA): PA=(Acidez final-
Acidez iniciar); Cons. AR (%rel): consumo relativo de acUcares redutores = ((ARinicial-
ARfinal)/ARinicia)*100; Cons. AR (g/L): consumo de acUcares redutores=(ARinicial-ARfinal);
Cons. ART (%rel): consumo relativos de aclcares redutores totais=((ARTinicial-
ARTfinal)/ARTinicia)*100; Cons. ART (g/L): consumo de acgucares redutores totais=(ARTinicial-
ARTfinal).

O tratamento com menor producdo de &cidos (PA) foi o 5 (1,00 g/L) e o

tratamento 6 foi o que teve maior producéo (7,28g/L), sendo que estes ensaios apresentaram o
menor e 0 maior crescimento celular respectivamente. Da mesma forma, e como esperado, 0
maior consumo de agUcares redutores (20,87 g/L de AR) ocorreu tratamento 6 e 0 menor no
tratamento 5 (0,07 g/L) igual que o consumo de agUcares redutores totais (20,66 e 0,08 g/L
para o tratamento 6 e 5, respectivamente). Gonzales-Montoya et al., 2016, comprovou o baixo
teor de carboidratos totais e agicares no amendoim, dai sua baixa capacidade fermentescivel e
a necessidade de suplementag@o com outras fontes de carbono, como por exemplo com yacon,
que € rico em acucares redutores, tornando-se um complemento adequado para fermentagéo
probidtica no desenvolvimento de produtos proteicos substitutos de produtos fermentados a

base de leite.
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Para todas as respostas, foram ajustados modelos, e os coeficientes da regressao

sdo apresentados na Tabela 6 e na tabela 7, a um nivel de confianca de 95% (p<0,05).

Os Unicos modelos com bom ajuste aos dados experimentais foram os obtidos para

FCcrt, FCcg, 0 consumo de agucares redutores e o consumo de agucares redutores totais,

pelos coeficientes de determinagdo (R?) acima de 75% e pela analise de variancia, em

que o ajuste da regressdo foi significativo, critérios considerados satisfatorios para

confirmar a significancia do modelo, segundo Rodrigues e Lemma (2014). Na Tabela 6

e 7 sdo mostrados os coeficientes de regressao para todos os modelos e, em negrito, sdo

destacados os parametros significativos.

Tabela 2-6. Coeficientes de regresséo e p- valor associados para o FCCT, FCCL e

FCCB.

Fcr

FcL

Fce

Parametros

Regressdo p-valor

Regressdo p-valor

Regressdo p-valor

Media/lnteracdo. 1,55

X1 (L)
X1(Q)
X2 (L)
X2 (Q)
X1X2
R2

0,04
-0,09
0,01
-0,07
-0,01
0,83

0
0,06
0
0,8
0,01
0,84

1,40
0,05
-0,02
-0,01
-0,01
-0,02
0,49

0,00
0,05
0,46
0,59
0,65
0,59

1,56
0,03
-0,07
0,00
-0,07
0,01
0,75

0,00
0,15
0,01
0,91
0,02
0,87

FCcr: fator de Crescimento para Contagem Total em logUFC/mL, FCc. fator de Crescimento
para Contagem de lactobacilos em logUFC/mL e FCcg: fator de Crescimento para Contagem
de bifidobacterias em logUFC/mL.
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Tabela 2-7. Coeficientes de regresséo e p- valor associados para o pH, a producéo

de &cidos e o consumo de agucares redutores.

ApH ZIA\_/L) (9 Cons. AR (g/L) Cons. ART (g/L)
Parametros Regressao \F/)E-JJOI’ ORegressé - Regressd p-valor Regressd p-valor
gf';ggfa“”ter 3,15 0 136 0 1393 0 1274 0
X1 (L) 1,52 0,02 0,04 0,85 11,56 0 11,2 0
X1 (Q) 0 1 -0,21 0,33 -6,6 0,06 -2,87 0,19
X2 (L) 0,01 0,99 0,05 0,79 -0,73 0,79 -0,32 0,87
X2 (Q) 1,28 0,04 0,05 0,81 -4,32 0,18 3,55 0,11
X1X2 0,45 0,53 -0,06 0,81 2,75 0,49 -4,65 0,11
R? 0,7 0,16 0,78 0,87

PA (g AL/L): producdo de &cidos em gramas de acido lactico por litro; Cons. AR(g/L):

consumo de agucares redutore em gramas sobre litro.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7 e 8, a um nivel de

confianca de 95% (p<0,05), os termos quadraticos para farinha de yacon e farinha de

amendoim foram significativos sobre o fator de crescimento para contagem total e o

fator de crescimento para contagem de bifidobactérias, apresentando efeitos negativos,

indicando que os maiores valores dos fatores de crescimento total e de bifidobacterias

sdo obtidos na regido central das concentra¢des da farinhas. Em relacdo ao consumo de

acucares redutores, apenas o termo linear da concentracdo de farinha de yacon foi

significativo e mostra que um aumento da concentracdo da farinha de yacon favorece o

aumento do consumo de agucares redutores. As analises de variancia para 0os modelos

de regressao foram feitas e apresentadas na Tabela 8 abaixo.
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Tabela 2-8. Analise de variancia para o fator de crescimento da contagem total de
probidticos (FCCT), o fator de crescimento da contagem de bifidobactérias (FCCB),
para 0 consumo de agucares redutores (Cons. AR), e o consumo de aclcares redutores
totais (Cons. ART)

FCct

FV SQ gL QM Fcalc Ftab (5%) p-valor
Regressédo 0,09 5 0,02 6,67 3,97 0,01
Error 0,02 7 0

Total 0,11 12

R2 0,83

FCcs

FV SQ gL QM Fcalc Ftab (5%) p-valor
Regressdo 0,07 5 0,01 4,21 3,97 0,04
Error 0,02 7 0

Total 0,1 12

R2 0,75

Cons. AR

FV SQ gL QM Fcalc Ftab (5%) p-valor
Regresséao 371,88 5 74,38 5,164 3,97 0,03
Error 100,83 7 14,4

Total 472,71 12

R2 0,78

Cons. ART

FV SQ gL QM Fcalc Ftab (5%) p-valor
Regresséao 312,88 5 62,58 9,424 3,97 0,01
Error 46,48 7 6,64

Total 359,36 12

R2 0,87

SQ: soma dos quadrados; gL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Fcalc: F calculado
e Ftab: F tabelado.

Observa-se na Tabela 9 que o modelo de regressdo para o FCcr é
significativo pelo Teste F, sendo que o Fcalc >Ftab para 0 modelo, além de apresentar
um p-valor baixo. O ajuste do modelo foi verificado também pelo coeficiente de
determinacgdo (R?), sendo que o valor acima de 0,70 é considerado satisfatorio para
confirmar a significancia do modelo (Rodrigues e Lemma, 2014) Os modelos de
regressdo codificados obtidos para o fator de crescimento total e de bifidobacterias estdo

expressos nas Equacdes 5 e 6.

FCct=1554+0,04+X1 —0,09 X124+ 0,01+=X2—0,07=X22 —0,01 «X1X2 5)
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FCc8=156+0,03*X1—0,07 *X12+ 0,00+ X2 — 0,07 *X22 + 0,01 = X1X2 (6)

Como observado o modelo de regressdo para o consumo de acucares
redutores (Cons. AR) e o consumo de acucares redutores totais (Cons. ART) é
significativo pelo Teste F, sendo que o Fcalc >Ftab para o modelo, além de apresentar
um p-valor baixo. O ajuste do modelo também tem um coeficiente de determinacéo

(R?), com valor acima de 0,70.

Os modelos de regressdo codificados obtidos para o consumo de aglcares

redutores e agUcares redutores totais estdo expressos nas Equagdes 7 e 8.

Cons. AR (g/L) = 13,9345+11,56*X1-6,6*X12-0,73*X2-4,321*X22+2,75*X1X2 (7)
Cons. AR (g/L) = 12,74+11,20*X1-2,87*X12-0,32*X2+3,55*X22 - 4,65*X1X2 (8)
A partir dos modelos gerados pelo DCCR para o fator de crescimento para

contagem total e Cons. AR, as curvas de contorno foram construidas e sdo apresentadas

na Figura 1.
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Figura 2-1. Curvas de contorno para o FCCT (fator de Crescimento para Contagem Total) em
relacdo as variaveis %FY e %FA (a), FCCB (fator de Crescimento para Contagem de
bifidobactérias) em relacédo as variaveis %FY e %FA (b), Cons. Acucares redutores (AR) com
respeito ao %FY e % FA (c) e Cons. Acucares redutores totais (ART) com respeito ao %FY e
% FA (d).

Ao analisar a Figura 1 € possivel observar que, dentro dos limites desde estudo, 0s
maiores fatores de crescimento (FC), ou seja acima de 1,56 e 1,59 para a contagem total
e de bifidobactérias respetivamente, foram obtidos quando os meios de fermentagdo
forem formulados dentro da faixa de 6 -8 % de FYe 6-8 % de FA. Por tanto, dentro dos
tratamento estudados, as formulacdes elaboradas de acordo com o ponto central do
DCCR, contendo 6% de FY e 7% de FA sdo as que mais se aproximam desses valores
de otimizagdo em relagdo as contagens totais de probioticos e de bifidobcatérias. Em
média, foram obtidas contagens finais de 12 log UFC/mL e FC de 1,55 e 1,56 no ponto
central, o ensaio 12 (contendo 6%FY e 7%FA) obteve o maior FC, sendo de 1,56 e 1,59

para contagem total e de bifidobacterias. Quanto maior seja 0 nimero de células viaveis
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no produto final, espera-se que seu efeito funcional seja maior segundo Brasil (2008).
De acordo com a legislagdo brasileira, uma das caracteristicas de um alimento
probidticos € que este deve conter acima de 8-9log UFC/mL por dose diaria e que as
células devem atingir o trato digestorio em nimeros elevados e viaveis de no minimo 6
log UFC/mL para terem efeito funcional. Isto porque as bactérias probidticas que
sobreviverem as drasticas condic¢Ges do trato digestorio deverdo se aderir ao GALT para

atuarem produzindo o efeito positivo em salde esperado por elas.

A respeito do consumo de Acucares Redutores (AR), a figura 1(c) mostra que a
regido de maior consumo ocorre entre 6 e 9 % de FA e 9 e 12% de FY. No entanto, o
maior consumo de AR nao significou maior crescimento probioticos, ja que parte dos
AR gastos ndo necessariamente foram utilizados para o crescimento celular, mas para
producdo de &cidos organicos e como precursores de formagdo de outras substancias
como exopolissacarideos, ja que como conhecido as bactérias lacticas em especial as
bifidobacterias possuem genes que codificam a frutosiltransferase (enzima envolvida na
biosintesis de frutana) para a formacdo de EPS dentro da sua via metabdlica. Segundo
Santana e Cardoso (2008) o yacon contém entre 10 e 14% de carboidratos (na maioria
do grupo frutano) armazenados, encontrando-se em grande parte em forma de
oligofrutoses de inulina (40-70% em base seca) tornando-se dos alimentos com maior
conteido de oligofrutoses na natureza junto com a alcachofra Jerusalem, sendo, por
tanto, considerado como alimento funcional. Além da fonte de carbono, bactérias
probidticas sdo altamente exigentes nutricionalmente. Estudos mostram que as fibras
sollveis, amido resistentes, oligossacarideos (como por exemplo as oligofrutoses) e
dissacarideos como a lactulose fornecem substratos para a microbiota conviva, afetando
sua atividade metabolica e o crescimento, sendo relacionados principalmente ao
crescimento de bifidobacterias e lactobacilos (Cummings et al., 2002; Magalhdes et al.,
2011). Para o consumo de agucares redutores totais como foi visto na tabela 7, teve um
bom ajuste e a adicdo de yacon tem um efeito significativo, sendo a zona de maior

consumo de acucares redutores totais aquelas com maior concentracéo de %FY.

3.2. Validacéo do modelo

Na Tabela 9 sdo apresentados os teores de FY e FA utilizados para a validacéo e

as respostas: crescimento total, crescimento de bifidobacterias, consumo de agucares
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redutorese consumo de agucares redutores totais, bem como os valores preditos pelo
modelo e o erro ou desvio relativo. Observou-se que os valores preditos pelo modelo
foram préximos aos experimentais, com baixos desvios relativos para 0 FCct e para
FCcg. Para consumo de AR, os valores preditos pelo modelo também ficaram proximos
dos valores experimentais, com desvios relativos abaixo de 20%, que podem ser
considerados baixos, levando em consideragdo a variabilidade inerente aos processos
fermentativos. Isto indica que os modelos foram validados, tanto para o a fator de
crescimento para contagem total e contagem de bifidobacterias, quanto para consumo de
acucares redutores na fermentacdo de farinha de yacon e amendoim por quatro

linhagens probidticas.

Tabela 2-9. Resultados da validagdo dos modelos para fator de crescimento para
contagem total, fator de crescimento para bifidobactérias (FCCT) e para consumo de
acucares redutores

FA

Trat FY (Yom/v) (%omiv) EXxp. Predito  Desvio
0,
FCcr FCct rel. (%)
T1 0,24 (7) 0(7) 1,56 1,55 0,29
T2 0,94 (10) 0(7) 1,53 1,51 1,09
Exp. Predito .
FA Desvio

0,
Trat FY M) (oomi)  FCos  FCes el (%)

T1 0,24 (7) 0(7) 1,66 1,56 5,83

T2 0,94 (10) 0(7) 1,56 1,53 2,16
Exp. Predito .

Trat FY (Yom/v) I(:°2m ) Cons. AR Cons.AR E;S\z(')/oo )
(9/L) (9/L) '

T1 0,24 (7) 0(7) 18,82 15,13 19,59

T2 0,94 (10) 0(7) 20, 05 16,45 17,94

Trat: Tratamento; FY: rainha de yacon; FA: farinha de amendoim; FC; fator de crescimento;
CTt: contagem total, CB: contagem de bifidobactérias, D. relativo: desvio relativo; cons. AR
(9/L): consumo de acucares redutores em gramas por litro.

3.3. Estudo cineético do crescimento total de probidticos

Observam-se na figura 1, os resultados das cinéticas de crescimento em
relacdo a Contagem total de probidticos e contagem diferenciada de lactobacilos (L.

acidophilus LA14, L. paracasei subsp paracasei LBC81 e L. rhamnosus (LR32)
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durante 6 horas de fermentacdo a 37°C em meios contendo farinha de yacon e/ou
farinha de amendoim, de amostras retiradas a cada 2 horas, segundo o delineamento

experimental DCCR adotado neste estudo.

Aproximadamente, todos os tratamentos (T1 a T13) tiveram aumento
nas contagens em 3 ciclos logaritmicos em relagdo & concentragdo inicial de células
inoculadas. As contagens finais de todos os tratamentos foram elevadas, sendo maiores
que 10 logUFC/mL satisfazendo as recomendacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) de no minimo 8-9 logUFC/porcao.

Espirito-Santo et al. (2015) fez pesquisas utilizando um meio de 10% de
soja liofilizada em agua e culturas de L. acidophilus, L. casei e B. animalis subsp. lactis.
Esses autores obtiveram contagens de aproximadamente 10°-10'° UFC/mL ao empregar
culturas puras, em tempos de fermentacdo que variaram entre 15-24 horas. Ao realizar
fermentacdes com cultura mista de L. acidophilus, L. casei e B. animalis subsp. lactis o
tempo final de fermentacdo foi reduzido a um intervalo variando de 5 a 9 horas com
contagens semelhantes. Estudos realizados por Mondragén-Bernal et al. (2017) e
Teixeira (2017), fermentando extrato de soja por culturas mistas de lactobacilos e
Bifidobacterium longum BLO04 obtiveram contagens de 10° em 16 horas e 10'° em 10
horas de fermentacdo, respectivamente. Mondragon-Bernal (2004), assim como neste
estudo, também observou que quando 0s microrganismos se encontram em simbiose 0
tempo de fermentacdo foi reduzido de 24 horas (linhages puras) para 16 horas para obter
a mesma concentracdo de células probidticas e 0 mesmo pH final. Cunha et al. (2018)
ao fermentar residuos agroindustriais de batata e agua de maceracdo de milho com
Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595 puro obteve contagens de 10'° UFC/mL apés 70
horas de fermentagcdo. Demostrando assim que a simbiose entre diferentes espécies de
microrganismos confere um efeito positivo no crescimento celular e reducdo do tempo

de fermentacao.

Segundo Santana e Cardoso (2008) o yacon contém de um 14 a 10% de
carboidratos armazenados, destes a grande maioria encontram-se na forma de
oligossacarideos de inulina, ou oligofrutoses (40-70% em base seca), substancias que
estimulam ou favorecem o crescimento seletivo de agentes probidticos e que

proporcionam um efeito sinérgico positivo na salde de quem 0s consuma
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simultaneamente, A relagdo sinérgica entre prebioticos e probidticos € mais conhecida
com ‘simbiose’. Portanto, o yacon, alimento considerado funcional pelo seu alto teor de
oligossacarideos prebidticos e junto com agentes probidticos, possui 0 potencial para o
desenvolvimento de alimentos simbidticos. Pode-se por tanto, estabelecer que a
presenca do yacon influenciou a simbiose entre as linhagens inoculadas e os
oligossacarideos presentes no meio para o mais rdpido crescimento das culturas
probidticas e as elevadas contagens finais. Da mesma forma, o amendoim, caracterizado
pelo elevado teor proteico (33%), e a sua composicdo de aminoacidos essenciais, entre
eles cisteina, leucina, isoleucina, fenilalanina, valina e hestidina, importantes para o
desenvolvimentos de bactérias devido a sua limitada habilidade de sintetizar tais
compostos. Sendo assim 0 amendoim conjunto com o yacon formaram um meio
balanceado nutricionalmente para o desenvolvimento de todas as linhagens ali contidas.
As relagBes simbidticas entre linhagens de lactobacilos e a bifidobactéria também
podem ser compreendidas, pois, por um lado, os lactobacilos possuem enzimas
proteoliticas que ajudam na digestdo das proteinas do amendoim, biodisponibilizando
peptideos e aminoacidos para as bifidobactérias que sdo pobres em peptinases.
Enquanto as bifidobactérias possuem maiores complexos enzimaticos do tipo inulinases
e/ou ou b(1-2) frutosidases (Biedrzycka e Bielecka, 2004) fermentando seletivamente os
frutanos, preferencialmente a outras fontes de carboidratos, como o amido, a pectina ou
a polidextrose (Fooks, Fuller, Gibson, 1999).

Os valores de acidez titulavel obtidos durante o processo de fermentacao,
quantificados em gramas de &cido lactico por litro de produto (g de &c. Léctico/L),
juntamente com os resultados de concentracdo de acucares redutores totais (g/L), estdo

representados na Fig 2.
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Figura 2-2. Contagem Total Log UFC/mL em relacdo ao tempo (A), crescimento de
lactobacilos em 6 horas de fermentacéo (B) e crescimento de bifidobactérias em 6 horas (C).
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As variacdes da acidez (g de &c. lactico/L), pH do meio e concentragdo de aglcares

redutores ao longo da fermentagéo séo apresentadas nas Figuras 3,4 e 5
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Figura 2-3. Cinética de acidez titulavel (g acido latico/L) durante a fermentacdo para cada

tratamento do DCCR.
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Figura 2-4. Variacdo do pH do meio durante a fermentagéo para os tratamentos do DCCR.
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Figura 2-5. Cinética de consumo de acUcares redutores (AR)(g/L) durante a fermentacdo para
cada tratamento do DCCR.
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Figura 2-6. Cinética de consumo de acuUcares redutores totais (ART)(g/L) durante a
fermentacdo para cada tratamento do DCCR.

O tratamento 6 (12%m/v FY e 7%m/v FA), foi observada a maior producéo de
acidos organicos (9,3 g acido lact/L), corroborando com os resultados de maior
crescimento de bactérias lacticas, além de maior disponibilidade de substrato. As
menores conentragdes de acidez podem ser observadas nos tratamentos 5 e 3 (1,56 e
5,22 g &cido latico/L), os quais tiveram menor adi¢do de farinha de yacon. Mondragén-
Bernal et al. (2012) e Teixeira (2017), em seus estudos, utilizando extrato de soja
fermentado por Lactobacillus paracasei LBC-81 e Bifidobacterium longum BL-04 e

Lactobacillus rhamnosus LR32, obtiveram uma acidez titulavel em &cido lactico de
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17,9 g/L e 11g/L em um tempo de fermentagdo maior (12 horas), com uma proporc¢ao
de bactérias lacticas e bifidobactérias de 40:60, com 12g/100mL de extrato de soja e
sem agitacdo, o qual pode justificar a maior producéo de acidez do tratamento 6 quando

comparado com 0s outros tratamentos.

Em relacdo ao pH do meio, os valores ao final da fermentagédo situaram-se
entre 3,6 e 4,37 para o tratamento 7 e 5, respectivamente. Mondragén-Bernal et al.
(2017) apos 16 horas de fermentacdo de extrato de soja por agentes probidticos, obteve

meios fermentados com maiores pHs oscilando entre 4,36 e 4,98.

O maior consumo de agUcares redutores foi apresentado pelo tratamento 6, no
qual a reducdo de acgUcares redutores foi de 20,87g/L até o final da fermentacdo. Esse
resultado era esperado, ja que foi o tratamento que teve maior crescimento celular e
producdo de &cidos. Nos tratamento 1, 3 e 5, foram verificados 0s menores teores e
consumo de agucares redutores, uma vez que foram os tratamentos com menores
concentracdes de farinha de yacon. Estudo realizado por Mora-Escobedo et al., 2016,

mostrou que o amendoim tem baixa porcentagem de carboidratos.

3.4. Producdo de acidos organicos

Na tabela 10 sdo apresentados os resultados obtidos mediante HPLC para a
producéo de &cido latico, &cido acético e acido propidnico para os tratamentos utilizados

na validagdo da matriz do delineamento experimental.

Tabela 2-10. ConcentracGes dos acidos no tempo inicial e final da fermentacédo
expressados em g/L.

Ac. Latico Ac. Acético Ac. Propibnico
TEMPO (h) AMOSTRA
") (/L) (9/L) (/L)
0 T1 3,854 + 0,72 11,561 +10,03 1,278+0,12
0 T2 4,611 +0,77 10,301 £ 5,78 1,468 + 0,04
8 T1 6,721 + 0,52 36,184 £ 5,93 1,425 +£0,17
8 T2 7,447 £0,70 48,039 £ 4,86 1,693 £ 0,16

O tratamento 1 (7 %FY e 7 %FA) apresentou producéo de acido latico de 2,867
g/L, valor semelhante ao observado no tratamento 2 (10 %FY e 7 %FA) que atingiu
2,836 g/L. Apds 8 horas de fermentacdo o tratamento 2 (10 %FY e 7 %FA) exibiu uma
concentracdo méaxima de acido latico de 7,447 g/L. Cunha et al. (2018) fermentou
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farinha de batata e 4gua de maceragdo de milho por lactobacillus rhamnosus ATCC
9595 e obteve 183,8 g/L de &cido latico, entretanto seu meio fermentado possuia
maiores concentragdes de substratos (220 g/L de farinha de batata e 55 g/L de agua de
maceracao) e empregou-se um tempo de fermentacéo superior (72 h).

Ja para a producdo dos outros acidos organicos o tratamento 2 apresentou uma
maior concentracdo final de &cido acético (48,039 g/L) e de &cido propidnico (1,693
g/L). A concentracdo maxima de acido acético alcancada por Ngome et al. (2017) ao
fermentar soro latico por Lactobacillus helveticus e Propionibacterium freudenreichii
PS-1foi inferior a apresentada neste estudo (3,10 g/L), entretanto a concentracdo de
acido propionico foi superior (3,78 g/L).

3.5. Testes de digestibilidade IN VIVO

Foram realizadas andlises de viabilidade celular (contagem no inicio e fim do
processo digestivo em logUFC/mL) e a taxa de sobrevivéncia. Os resultados encontram-
se detalhados na Tabela 11.
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Tabela 2-11. Resultados do teste de resisténcia as condi¢des simuladas do trato digestorio humana durante 8 h de digestéo.

Inéculo Tratamento 1 Tratamento 2
% % CT (log %

Tempo (h) Tratamento CT (log UFC/mL) Sobrev. CT (log UFC/mL) Sobrev. UFC/mL) Sobrev.
Contagem Total (Log UFC/mL)
0,08 Saliva (pH 6) 11,22 13,4 13,07
1 Suco gastrico (pH 1,2) 8,62 76,8 9,33 69,6 9,3 71,2
3 Suco intestinal pH(8.0) 7,46 66,5 8,28 61,8 8,19 62,7
4 (38“83’ Inst+pancr pH g q 526 7,41 553 7,38 56,5
8 (88“83’ Inst+pancr pH g 39 8 711 531 7,08 54,2
Lactobacilos (Log UFC/mL)
0,08 Saliva (pH6) 11,19 12,98 12,96
1 Suco géstrico (pH 1,2) 8,09 72,3 9,16 70,6 9 69,4
3 Suco intestinal pH(8.0) 7,43 66,4 8,16 62,9 8,11 62,6
4 (58”8‘)) Inst+pancr pH g 69 501 6,64 512 6,89 53,2
8 (58”8‘)) Instpancr pH 4 39 385 6,49 50 6,31 48,7
Bifidobactérias (Log UFC/mL)
0,08 Saliva (pH6) 10,1 13,19 12,45
1 Suco gastrico (pH 1,2) 8,47 83,9 8,84 67 8,99 72,2
3 Suco intestinal pH(8.0) 7,26 71,9 7,68 58,2 7,44 59,8
4 (38“8()’ Inst+pancr pH g 5g 552 7,33 556 7,21 57,9
8 Suco inst+pancr pH (8.0) 5,35 53 6,98 52,9 7,01 56,3

Amostra 1: 7%FY e 7%FA; Amostra 2: 10%FY e 7%FA; CT: contagem total expressado em Log UFC/mL;% Sobrev: porcentagem de
sobrevivéncia = (100-%de perda; onde %de perda= [[CTinicial-CTfinal]/ CTiniciai] *100).
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Os tratamentos 1 (7%FY e 7%FA) e 2 (10%FY e 7%FA), fermentados e apos
digestdo em condi¢Bes simuladas do trato digestério humano apresentaram uma
concentracdo de 7,11 e 7,08 logUFC/mL para a contagem total, valores acima do
exigido pela legislacdo brasileira, que determina um minimo de 6 logUFC/mL em
estado viavel apds ingestdo para terem efeito funcional de colonizagdo e aderéncia as
paredes intestinais (Brasil, 2008). As taxas de sobrevivéncia foram de 53 e 54%
respectivamente. Mondragdn-Bernal (2009) realizou testes digestivos in vitro em bebida
simbiotica a base de soja utilizando igual tipo e propor¢do de mistura de probidticos e,
no seu estudo, obteve contagens totais e de bifidobacterias entre 6,2-8,8 Log UFC/mL
ao final da digestdo, sendo todos resultados proximos.

3.6. Testes de hidrofobicidade

A porcentagem de hidrofobicidade ¢ uma medida indireta da capacidade de
aderéncia dos lactobacilos, bifidobacterias ou outros microrganismos ao GALT (Tecido
Linfoide Associado ao Intestino), importante caracteristica que determina a
funcionalidade dos agentes probidticos (Beachey, 1981). Uma vez os probidticos se
aderem ao sitio ativo nas paredes do intestino, € ali que realizam sua atividade
metabdlica como producdo de AGCC (Acido Graxos De Cadeia Curta), producio de
biocinas, sintese de vitaminas e enzimas, entre outros aspectos considerados como de
efeito benéfico a salde do hospedeiro (Ferreira e Teshima, 2000; Lourens-Hattingh et
al., 2001). Quanto mais hidrofébica, maior serd a capacidade de aderéncia da bactéria.
Na Figura 5, encontra-se representada a porcentagem hidrofobicidade obtida para os
microrganismos puros, em misturas utilizados neste estudo e da bebida fermentada

obtida usando meio com 7% FY e 7%FA.
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Figura 2-7. Porcentagem de Hidrofobicidade (%H) das linhagens puras de LR (Lactobacillus
rhamnosus LR32), LBC (Lactobacillus paracase supsp paracasei. LBC81), BL
(Bifidobacterium longum BLO4), LA (Lactobacillus acidophilus LA14), do inoculo da
mistura de LR:LBC:LA (Lactobacillus acidophilus LA14), do inoculo da mistura de
LR:LBC:LA:BL na proporgéo de 10:15:15:60, e da bebida fermentada contendo 7%FY e 7
%FA.

(]

71



Das cepas puras o LBC81 foi o que apresentou maior porcentagem de
hidrofobicidade (%H) (51,2%). O LR32 e o LA14 tiveram 43%H e a BL04 com 20,5%
teve a menor hidrofobicidade. O indculo com a mistura probiotica teve 51%H e a
bebida obteve a maior %H (60,8%). Segundo o protocolo descrito por Felten et al
(1999), a hidofobicidade pode ser classificada como: alta (71-100%), média (36-70%) e
baixa (0-35%). Sendo assim, a maioria das cepas apresentaram hidrofobicidade media, a
excecdo da BLO4, que tem hidrofobicidade baixa. Segundo Barbosa et al., (2005) o B.
longum apresenta baixa hidrofobicidade (18%) quando comparado com B. lactis (66%).
Isso se deve principalmente as relagcdes entre cargas superficiais da estrutura celular,
sendo que as cargas negativas relacionadas as adisinas da B. lactis e os receptores do
hospedeiro formam uma forca de repulsdo maior que as forcas de coesdo da sua
hidrofobicidade. Além que a presenca de glico-proteinas na superficie celular faz com
que as cargas negativas diminuam, causando uma alta hidrofobicidade, como é o caso
do B. lactis Bb12, e a presenca de polissacarideos aumenta essa relacdo de cargas
negativas, aumentando as forcas de repulsdo e portanto causam uma baixa

hidrofobicidade como é o caso da B. longum BLO04 (Pelletier, 1997).

3.7. Testes de Autoagregacao e co-agregacao

Foi demonstrado que o fendmeno de autoagregacdo estd associado a multiplos
mecanismos moleculares, as capacidades de autoagregacao e adesdo estdo associadas a
um fendtipo na membrana celular, o Agg+. O Agg+ é uma proteina que converte a
superficie celular bacteriana em uma superficie aderente para as células doadoras,
causando agregacdo ou aglutinacdo, facilitando a adesdo na matriz das células
eucaridticas. Quando esta proteina esta presente e além se tem pouca concentracdo da
proteina Agg-, tem-se um porcentual de autoagregacdo maior e portanto adesao maior
(Del re et al., 1998; KOCH et al, 2008). Na Figura 6 ¢ ilustrado o comportamento de
autoagregacao de cada linhagem, Como observado, com 61,3% a BL04 apresentou o
maior %A, devendo-se a alta concentracdo do Agg+ presente na sua membrana celular
tal e como foi demonstrado por Del rei et al., (1998) e o LA14 apresentou 0 menor
porcentual (43%) indicando uma possivel baixa concentracdo de Agg+.
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Figura 2-8. Porcentual de autoagregagdo (%A) do LR32, LA14, BL04, LBC81, o inoculo
misto na proporcdo de 10:15:15:60, e da bebida fermentada contendo 7%FY e 7 %FA (a) e
porcentual de co-agregacdo do inoculo na proporcéo de 10:15:15:60, e da bebida fermentada
contendo 7%FY e 7 %FA (b).

Rendon (2008) realizou uma pesquisa com Enterococcus faecium e Lactobacillus
helveticus ssp jugurti, obtendo %A de 80% aproximadamente em 5 horas de ensaio,

resultado proximo ao encontrado nesse estudo em 6 horas de experimento.

A capacidade de co-agregar é de suma importancia nas bactérias probidticas, ja
que devido a esta, elas conseguem formar uma barreira no intestino e impedem a
colonizacdo por patogénicos (Del Ré et al., 1998). O ensaio mostrou que 0s agente
probidticos utilizados no estudo tem boa capacidade de coagregacéo, 61 e 43% para 0
inoculo e a bebida respectivamente, resultados considerados superiores aos encontrados
em outros estudos como por exemplo ao obtido por Kos et al., (2003) que teve um
porcentagem de co-agregacdo entre Lactobacillus acidophilus M92 e Enterococcus
faecium L3 de, aproximadamente, 19,46% e ao resultado de Redondo (2008), que em 5
horas de experimento alcangou uma co-agregacdo entre Enterococcus faecium CRL

183 e o0 Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 de 25,4%.
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4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a mistura probidtica de Lactobacillus rhamnosus (LR32),
Lactobacillus acidophilus(LA14), Lactobacillus paracasei subspparacasei (LBC81) e
Bifidobacterium longum (BLO4) pode fermentar eficazmente o meio composto por
farinha de yacon e de farinha de amendoim, sendo a melhor formulacdo em termos de
crescimento celular contendo 7% FY e 7% FA. Os protdtipos desenvolvidos neste
estudo apresentaram contagens probidticas em numeros elevados e dentro das
exigéncias legais. Foram demonstradas as caracteristicas de funcionalidade do produto
simbiotico em relacdo a resisténcia dos probidticos inoculados as condi¢es simuladas
do trato digestério humano, com possivel capacidade de aderéncia ao tecido linfoide

associado ao intestino com sitios de acéo especifico no trato gastrointestinal.
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