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APRESENTACAO

Com grande entusiasmo apresentamos o primeiro volume da colec¢ao “A Producgao
do Conhecimento nas Ciéncias da Saude”. Um trabalho relevante e solido na area da
saude composto por atividades de pesquisa desenvolvidas em diversas regides do
Brasil.

Tendo em vista a importancia dos estudos a nivel microbiologico, para o avangco
do conhecimento nas ciéncias da saude, reunimos neste volume informacdes
inéditas apresentadas sob forma de trabalhos cientificos que transitam na interface
da importancia da microbiologia a nivel clinico, patolégico, social, ergonémico e
epidemiolégico.

Com enfoque direcionado as analises, avaliagdes, caracterizacao e determinantes
ambientais, parasitologicos e econdmicos, a obra apresenta dados substanciais de
informacgdes que ampliarédo o conhecimento do leitor e que contribuirdo com a formacgao
e possiveis avanc¢os nos estudos correlacionados as tematicas abordadas.

O interesse cada vez maior em conhecer e investigar no ambiente novos focos
parasitarios tem como base transformacdes provocadas por mudancgas econémicas ou
sociais, urbanizacéo crescente, tratamentos e descartes inadequados de antibioticos,
que propiciam aparecimento de novos focos. Assim, dados obtidos em diferentes
locais sobre diferentes condicbes ambientais ou de desenvolvimento microbiano/
parasitario séo relevantes para atualizagdo do conhecimento sobre mecanismos de
acao do agente patologico assim como diagnéstico e tratamento eficaz.

Uma vez que a interdisciplinaridade tem sido palavra chave nas ciéncias da
saude observaremos aqui um fio condutor entre cada capitulo que ampliard nossos
horizontes e fomentara propostas de novos trabalhos cientificos.

Assim, o contetudo de todos os volumes € significante ndo apenas pela teoria
bem fundamentada aliada a resultados promissores, mas também pela capacidade de
professores, académicos, pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir
conhecimento em saude nas condicées ainda inconstantes do contexto brasileiro.
Desejamos que este contexto possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui
presente pode ser um agente transformador por gerar conhecimento em uma area
fundamental do desenvolvimento como a saude.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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Theobroma grandiflorum

BIONORTE).
Sao Luis, Maranh&o.

RESUMO: Probiéticos sdao microrganismos
vivos, ndo patogénicos, que estdo associados
a diversos beneficios a saude do hospedeiro.
Deste modo, o desenvolvimento de produtos
contendo probiéticos € de suma importancia, e
0s sucos de frutas tém sido apontados como
veiculos alternativos. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar o efeito da fermentacéo utilizando
lactobacilos (Lactobacillus fermentum ATCC
23271 ou Lactobacillus rhamnosus ATCC 9595)
na atividade antioxidante do suco de Cupuagu
(Theobroma grandiflorum). Inicialmente foram
determinadas quais as melhores combinacdes
de quantidades de polpa e concentracéo
inicial de in6culo (densidade Optica a 630 nm;
DO,,..,) Para promover o crescimento de cada
lactobactéria. Aviabilidade bacteriana foi aferida
apés 48 horas de fermentagdo. Conforme
os resultados encontrados, as melhores
condicbes de cultivo foram encontradas no
experimento 6 (DO, = 3,0; 120 mg/mL de
polpa). Utilizando estes parametros foram
realizadas novas fermentacdes e apos 48 horas
foi realizada extracdo liquido-liquido utilizando
acetato de etila. O suco ndo fermentado foi
utilizado como controle. Foi observado que
ambas fermentagbes lacticas aumentaram
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os conteudos de compostos fendlicos e flavonoides, assim como a capacidade de
inibir os radicais DPPH (2,2- difenil-1- picrilhidrazilo) e ABTS [2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]. Os melhores resultados antioxidantes foram
encontrados com o extrato obtido do suco fermentado por L. rhamnosus ATCC 9595.
Em conjunto, os resultados demonstram que a fermentacdo com L. fermentum ATCC
23271 ou L. rhamnosus ATCC 9595 € uma ferramenta eficaz no aumento do potencial
antioxidante do suco de cupuacu. Estes achados fornecem novas perspectivas para
aplicacéo deste suco para o desenvolvimento de alimentos probioticos.
PALAVRAS-CHAVE: Suco de Fruta. Cupuagu. Compostos Fendlicos. Espécies
Reativas.

ABSTRACT: Probiotics are living, non-pathogenic microorganisms that are associated
with various health benefits of the host. Thus, the development of products containing
probiotics is of paramount importance, and fruit juices have been highlighted as
alternative vehicles. The objective of this research was to evaluate the effect of the
fermentation using lactobacilli (Lactobacillus fermentum ATCC 23271 or Lactobacillus
rhamnosus ATCC 9595) on the antioxidant activity of Cupuacgu juice (Theobroma
grandiflorum). Initially, the best combinations of pulp and initial inoculum concentrations
(optical density at 630 nm; OD,,, ) were determined to promote the growth of each
bacteria. The bacterial viability was measured after 48 hours of fermentation. According
to the results, the best cultivation conditions were found in Experiment 6 (OD,,,, = 3.0,
120 mg/mL pulp). Using these parameters, new fermentations were carried out and
after 48 hours liquid-liquid extraction was carried out using ethyl acetate. Unfermented
juice was used as control. It was observed that both lactic fermentations increased
the contents of phenolic compounds and flavonoids, as well as the ability to inhibit the
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS [2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonic acid)] radicals. The best antioxidant results were found with the extract
obtained from the juice fermented by L. rhamnosus ATCC 9595. Together, the results
demonstrate that the fermentation with L. fermentum ATCC 23271 or L. rhamnosus
ATCC 9595 is an effective tool for increase the antioxidant potential of cupuagu
juice. These findings provide new perspectives for the application of this juice to the
development of probiotic foods.

KEYWORDS: Fruit juice. Cupuacgu. Phenolic Compounds. Reactive Species.

11 INTRODUCAO

Probiéticos, € um termo definido como microrganismos vivos néo patogénicos que
consumidos em doses adequadas, proporcionam beneficios a saude do hospedeiro
atuando na prevencao ou tratamento de determinadas doencas. Como integrante
dos alimentos funcionais tem beneficios como, capacidade de sobreviver ao trato
gastrointestinal, inibir a proliferacdo de patbgenos e estimular a resposta imune do
hospedeiro (DE SOUZA et al., 2018).
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Dentre as bactérias probidticas, espécies do género Lactobacillus tém se
destacado gragas ao seu potencial terapéutico que incluem o tratamento de infeccbes
vaginais e intestinais (RODRiGUEZ—NOGALES et al., 2017; MARTINS; SILVA;
NICOLI, 2018). Trata-se de microrganismos Gram-positivos, anaerdbios facultativos
gue sao encontrados no trato gastrointestinal, boca, leite materno e na vagina (BOND;
MORRIS; NASSAR, 2017; OUARABI et al., 2017; VERCE; DE VUYST; WECKX, 2018).
Estudos tém demonstrado que produtos lacteos fermentados por Lactobacillus spp.
séo eficientes no combate de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, disturbios
inflamatorios, dislipidemias e diabetes, além de ter efeito anti-obesidade (YADAV et
al., 2018).

A fermentacao lactica de produtos alimenticios € uma alternativa interessante e
bastante aplicada para a obtencédo de produtos diferenciados. Tradicionalmente, os
produtos enriquecidos com probibticos sao leites fermentados e iogurtes, sendo estes
consumidos em todo o mundo (DE PRISCO; MAURIELLO, 2016). Entretanto, apesar da
fermentacao lactica estar muito mais frequentemente associada ao leite, ela também
pode ser realizada a partir de outros substratos, como as polpas de frutas, desde
gue possuam agucares fermentaveis em suas composicoes (DI CAGNO et al., 2013).
Existe uma demanda crescente para produtos probidticos nao lacteos, atendendo
principalmente os consumidores que apresentam prevaléncia de alergia a produtos
lacteos e intoleréancia a lactose, e as necessidades do crescente mercado vegetariano
(KUMAR; VIUAYENDRA; REDDY, 2016; NEMATOLLAHI et al., 2016). Neste contexto,
0s sucos de frutas devido ao alto valor nutricional sdo apontados como uma alternativa
interessante para o desenvolvimento de bebidas fermentadas com probiéticos (DI
CAGNO et al., 2013; FARIAS; SOARES; GOUVEIA, 2016; NEMATOLLAHI et al., 2016;
SANTOS; ANDRADE; GOUVEIA, 2017).

Os sucos de frutas sédo ricos em vitaminas e minerais, sendo ideais tanto para
a fermentacéo, quanto para o seu consumo. Além disso, apresentam alguns acidos
importantes, como o citrico, que funciona como acidulante, e o malico, por possuir
caracteristicas organolépticas (FARIAS; SOARES; GOUVEIA, 2016). No Brasil,
ha uma grande quantidade de frutas tropicais com sabores exéticos e atrativos ao
consumidor (FARIAS, 2016). Dentre elas temos o Cupuacgu ( Theobroma grandiflorum),
encontrada no noroeste do Maranhao e em outras regides, que € uma fruta de grande
potencial comercial, devido a sua polpa aromatica, seu teor de acidez e seu gosto
muito agradavel. Seu valor nutricional encontra-se na polpa, sendo utilizada para a
elaboracéo de diferentes produtos como sorvete, creme, torta, suco, licores (GALVAO
et al., 2017).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
fermentacao utilizando as cepas do género Lactobacillus (L rhamnosus ATCC 9595
ou L. fermentum ATCC 23271) na atividade antioxidante do suco de T. grandiflorum.
Para isto, foram inicialmente avaliadas as melhores condi¢cbes de fermentacao que
propiciaram uma maior sobrevivéncia da bactéria no suco, e apds, foram realizadas as
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avaliagbes comparativas do conteudo de compostos fenolicos e flavonoides e da agdo
antioxidante em extratos obtidos a partir dos sucos fermentados e nédo fermentados.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e Ativacao dos Microrganismos

As linhagens de bactérias (L. fermentum ATCC 23271 ou L. rhamnosus ATCC
9595) utilizadas neste estudo foram obtidas da Bacterioteca da Universidade Ceuma.
Cada linhagem foi ativada em caldo de MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) incubada
por 24h a 37°C para atingir a absorbancia de 0,600. correspondente a 10° UFC/mL na
escala de MacFarland.

2.2 Amostra e Preparo do Suco de Cupuacu (Theobroma grandiflorum)

O fruto de cupuacu (T. grandiflorum) foi coletado na cidade de Sao Luis do
Maranhao. Foi lavado, cortado manualmente com faca de aco inoxidavel, em seguida
processado no liquidificador para a obteng¢ao da polpa que foi armazenada para uso
futuro. Em cada experimento, uma determinada quantidade de polpa, foi dissolvida
em 250 mL de 4gua destilada e o pH foi ajustado para 6,0. Cada suco foi submetido a
autoclavagem.

2.3 Fermentacao com lactobacilos

Para a fermentacao foi preparado um pré-indculo de cada lactobacilo em caldo
MRS (De Man, Rogosa & Sharpe) a 37 °C por agitacao (120 rpm). ApGs 24 h, aliquotas
de 1 mL da suspencéo de L. rhamnosus ATCC 9595 (nas concentragdes mostradas na
tabela 1) foram inoculadas nos sucos, nove combinagdes de diferentes quantidades de
polpa e concentracdo de inoculo (determinado por densidade 6tica a 630 nm; DO630)
para determinar as melhores condi¢des de crescimento bacteriano.

Experimento Densidade do in6culo Concentracéo da polpa
(DOy5n) (mg/mL)
! 0,1 40
2 2,1 64,6
8 0.1 175,4
4 2,1 200
5 1,0 40
6 3,0 120
7 1,55 40
8 1,55 200
9 1,55 120

Tabela 1: Valores das concentragbes do indculo bacteriano e quantidade de polpa de T.
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grandiflorum utilizados em cada experimento.

2.4 Quantificacoes da Viabilidade Celular e Determina¢ao do pH

A quantificacao da viabilidade celular foi realizada pelo plaqueamento da bactéria,
onde foram feitas a diluicdes seriadas em solugao salina 0,9% (m/v), contendo bactérias
e essas diluicdes foram plaqueadas em placa de Petri contendo meio agar MRS e em
seguida incubadas por 48h a 37°C.

2.5 Extracao Liquido-Liquido

Apb6s a determinacdo das melhores condicbes de crescimento bacteriano, foi
realizado um processo de extracao liquido-liquido para obtencédo das substéncias
antioxidantes. Para isso, foram adicionados 50 mL de acetato de etila a 50 mL de cada
amostra de suco. Apds 24 horas, as fases contendo o solvente foram recuperadas e
submetidas a secagem. Os extratos obtidos foram armazenados para posterior uso.

2.6 Dosagem de Compostos Fendlicos

A metodologia seguiu o proposto por McDonald et al. (2001). Utilizando 200 pL
das amostras (concentracao de 1000 pg/mL) foram adicionadas em tubos de ensaio
e 1,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Transcorrido trés minutos, adicionou-se 800
uL de carbonato de sodio (7,5%). A mistura foi incubada a temperatura ambiente, em
ambiente escuro e em repouso durante 2 horas. Em seguida as amostras tiveram
suas absorbancias medidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda 735 nm.
A quantidade de fenois foi calculada em mg/g Equivalente de Acido Galico (EAG) da
curva de calibragao da solugcéao padréao de acido galico. O procedimento foi realizado
em Triplicata.

2.7 Dosagem de Flavonoides

A dosagem de flavonoides foi realizada pela metodologia proposta por Woisky
e Salatino (1998) com algumas modificagcdes. Foram utilizados 100 yL das amostras
(concentracao de 1000 pyg/mL) e misturadas com 100 pL da solucao reagente (2 g
de Cloreto de Aluminio diluido em 100 mL da solucdo de etanol a 2%) em placa de
96 pocos. A mistura foi deixada em temperatura ambiente incubada durante 60 min
em ambiente escuro. A absorbancia foi medida por espectrofotometria a 420 nm. A
quantidade de flavonoides foi calculada em mg/g equivalente de Quercitina (EQ). O
procedimento foi feito em Triplicata.

2.8 Ensaio DPPH

Neste ensaio a atividade de radical livre do extrato foi medida em termos de
hidrogénio doado usando o DPPH radical estavel (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; Sigma-
Aldrich) (BLOIS, 1958). Uma aliquota de 250 pyL de solu¢do de DPPH (1mM) foi
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misturada com 40 pL de diferentes concentragdes da amostra (31,25 — 1000 pyg/mL).
Vinte e cinco minutos mais tarde, a absorbancia foi medida no leitor de Elisa a 517
nm. O Acido Galico foi utilizado como o composto de referéncia. A sequestradora de
radicais livres foi calculada usando a seguinte férmula:

[DPPH] (%) = (Ac - Aa) / Ac x 100
Onde: Ac = controle de absor¢céao; Aa = Absorbancia da Amostra

2.9 Método do ABTS

Neste ensaio a atividade de radical livre da amostra foi medida em termos de
hidrogénio doado usando o ABTS radical estavel (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) (REE et al., 1999). Foi utilizado 20 pyL da amostra e 250 yL da
solugéo reagente ABTS (30 mg do ABTS, 379,4 mg de persulfato de Potassio e 0,137
mL de solugéo de persulfato). E realizado leitura por espectrofotébmetro (734 nm) apds
6, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos de incubagéao.

Inibicao (%) = (Ac - Aa) / Ac x 100
Onde, Ac é absorbancia do controle e Aa é absorbancia da amostra.

2.10 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise por estatistica descritiva, sendo
expressos como média + desvio-padrdo. A analise estatistica foi realizada utilizando
o software Graphpad Prism (versdo 5.03), empregando-se a analise de variancia
(ANOVA) para determinar as diferencas entre as médias a um nivel de significancia
p < 0,05. A determinacéo da IC50 (concentracéo capaz de inibir 50% do radical) foi
realizada por regresséo linear.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Otimizacao das condi¢c6es de Crescimento de L. rhamnosus ATCC 9595 e L.

fermentum ATCC 23271 no meio a base de suco de T. grandiflorum

A primeira etapa do trabalho foi determinar as melhores condi¢des de crescimento
das duas linhagens de Lactobacillus no meio a base de T. grandiflorum. Foram
realizados nove experimentos com diferentes concentracées de in6culo e quantidade
de polpa (Tabela 1). Em relagao aos resultados com L. fermentum ATCC 23271, foram
encontrados os altos niveis de crescimento bacteriano (maiores que 13 Log CFU/mL)
apds 48 horas de cultivo em todas as condi¢des testadas (Figura 1B), o que também
foi evidenciado pela diminuicdo dos valores de pH (<4). Esta linhagem néo foi capaz
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de crescer nas condicbes do experimento 8.
Dentre as combinacdes avaliadas, os melhores resultados de crescimento foram
encontrados no experimento 6 (20,30 Log CFU/mL), onde foram usados alta densidade

bacteriana como in6culo (DO = 3,0) em 120 mg/mL de polpa de T. grandiflorum.

630nm
Esta condicao apresentou valor de CFU superiores a todas as outras (p< 0,05). Valores
elevados de crescimento de L. fermentum ATCC 23271 foram também encontrados
nas condicdes dos experimentos 9 (18,91 Log CFU/mL), 7 (18,30 Log CFU/mL) que

utilizaram uma densidade intermediaria de inoculo (DO = 1,55) combinada com

630nm
120 mg/mL e 40 mg/mL de polpa. Nos experimentos 2 e 3 foram detectados indices
de crescimento de 17,60 Log CFU/mL e 17,83 Log CFU/mL, respectivamente. Estes
valores foram estatisticamente semelhantes (p> 0,05), mesmo tendo sido utilizando
valores bem diferentes de inoculo (DO, =2,1e0,1) e polpa a adi¢gdo de inoculo (64,6
mg/mL e 175,4 mg/mL). Em adi¢&o, os menores valores de CFU foram detectados no
experimento 1 (aproximadamente 13 Log CFU/mL), como esperado neste experimento
se utilizou as menores concentracdes de polpa (10 g) e inéculo bacteriano menos
denso (DO,
em nosso estudo (concentracdo da polpa e do in6culo) afetam a taxa de crescimento
de L. fermentum ATCC 23271.

L. rhamnosus ATCC 9595 foi capaz de crescer em todas as combinag¢des

= 0,1). Todos estes dados apontam que as duas variaveis utilizadas

testadas, alcancando indices de crescimento superiores a 12 log CFU/mL (Figura 1A).
Em todas as condicdes avaliadas foi observada a diminuicdo dos valores de pH de 6
para 4, sugerindo que L. rhamnosus ATCC 9595 foi capaz de crescer e produzir acidos
organicos (FARIAS; SOARES; GOUVEIA, 2016). E importante destacar ainda que
estas altas taxas de crescimento foram obtidas sem a suplementacao do suco, sendo
apenas ajustado o valor de pH para 6,0.

Os melhores resultados foram observados nas condi¢gbes do experimento 6
onde foram utilizadas 120 mg/mL de polpa de T. grandiflorum e a densidade inicial
(630 nm) foi de 3,0 do inéculo de L. rhamnosus ATCC 9595. Nestas condicdes foi
detectado um crescimento na ordem de 20 Log CFU/mL ap6s 48 horas de cultivo, valor
significativamente superior as outras condi¢des (Figura 1A). Nos outros experimentos
(8 e 9) que utilizaram as maiores concentracdes de polpa (200 mg/mL e 120 mg/mL)
associados com uma densidade média de in6culo (DO, = 1,55) também foram
observadas altas taxas de crescimento microbiano (aproximadamente 19 logs CFU/
mL). Os menores indices de crescimento (aproximadamente 13 logs CFU/mL), por
sua vez, foram obtidos nos experimentos 1 e 7 quando baixas quantidades de polpa
foram utilizadas (40 mg/mL) em combinag&o com in6culo de densidade baixa (DO, .
= 0,1, experimento 1) ou intermediaria (DO, . = 1,55, experimento 1). Estes dados
denotam que a concentragcéo da polpa é um fator determinante para o crescimento do
microrganismo, como esperado.

A polpa do cupuacu tem caracteristica acida, sendo rica em compostos volateis
e sais minerais. Possui alto teor de pectina, fibras, ésteres (butanoato de etila e
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hexanoato de etila), assim como de acido ascorbico e de agucares, assim contribui
para o crescimento de microrganismos (MARTIM, 2012). Tais resultados corroboram
com os de Farias, Soares e Gouveia, (2016) que encontraram uma alta viabilidade
celular 8,78 Log UFC/mL, quando fermentou o suco de maracuja com L. rhamnosus
ATCC 7469. Inicialmente, as concentragdes celulares (Oh) foram de 6,72 Log CFU/
mL, 7,72 Log CFU/mL e 8,41 Log CFU/mL para os inéculos com 0,1%, 1% e 5%
v/v, respectivamente. Ao final da fermentacado, a viabilidade celular aumentou para
7,84 Log CFU/mL e 9,52 Log CFU/mL, nos inoculos de 0,1% e 1%, respectivamente,
ficando praticamente constante no in6culo a 5% v/v, com 8,78 Log CFU/mL.
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Figura 1: Otimizagcéo das condi¢cbes de cultivos de crescimento de L. fermentum ATCC 23271
e L. rhamnosus ATCC 9595 em suco de T. grandiflorum. (*) Ensaios com maior crescimento
bacteriano (p<0,05).

Costa et al. (2013) e Fonteles et al. (2011) também obtiveram altas taxas de
crescimento celular (8,34 e 8,98 Log CFU/mL, respectivamente), quando fermentaram
suco de abacaxi e de melao utilizando o probibtico L. casei. Pereira et al. (2013)
observaram viabilidade similar (8,3 Log CFU/mL) quando fermentaram suco de caju
com L. casei. Os sucos de frutas podem apresentar 6timo veiculo para incorporacao
de probidticos, dado que contém quantidades elevadas de acucares que estimulam
seu crescimento.

3.2 A fermentacao lactica aumentou o contetido de compostos fenélicos no suco

de T. grandiflorum

De acordo com os resultados encontrados nos experimentos de crescimento
=3,0e 120
mg/mL de polpa) foram selecionadas para avaliacdo do efeito da fermentacéo lactica

bacteriano, as condigbes de cultivo utilizadas no experimento 6 (DO,
na acao antioxidante e teores de compostos fendlicos e flavonoides. Para tanto, apds
48 horas de fermentacéo, os sucos foram submetidos a extragdo com acetato de etila.

A quantificacdo do conteudo de fendlicos totais nos extratos dos sucos de T.
grandiflorum fermentados ou n&o por Lactobacillus spp. sao apresentados na Figura
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2. Em ambos os casos foi observado aumento no teor destes compostos. Verificou-
se que o extrato do suco fermentado por por L. fermentum ATCC 23271 apresentou
aumento significativo (p< 0,05) nos niveis de compostos fendlicos (11,20 = 0,71 mg
EAG/g), em relacédo ao extrato obtido do suco néo fermentado (7,94 + 0,71 mg EAG/q).
Este efeito também foi observado na fermentagao utilizando L. rhamnosus ATCC 9595
gue apresentou aumento na ordem de 2 vezes (17,83 ++ 0,79 mg EAG/qg).
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Figura 2: Quantificacdo de composto fendlico total nos sucos fermentado e ndo fermentado de
T. grandiflorum. (*) Diferencas estatisticas em relagéo ao suco nao fermentado (p< 0,05).

Os compostos fendlicos fazem parte do metabolismo secundario dos vegetais,
participando de maneira importante na defesa da planta. Compostos dietéticos
presentes em frutas e vegetais; seu consumo esta associado a efeitos benéficos
a saude (ALMEIDA; SANTOS; VENTURA, 2017). Esses compostos fendlicos
apresentam atividade antioxidante, caracteristica apontada como relevante para o
retardamento do envelhecimento e prevencao de doengas associadas ao estresse
oxidativo (SILVA, 2014; ROTHENBERG; ZHOU; ZHANG, 2018). De fato, diversos
estudos tém demonstrado que a ingestdao de compostos fendlicos é eficiente no
controle da diabetes mellitus, hipertenséo e dislipidemias (DIAS et al., 2016; MARTIN-
PELAEZ et al., 2016; SANTANGELO et al., 2016; MARTIN-PELAEZ et al., 2017).

3.3 A fermentacao lactica aumentou o conteudo de flavonoides no suco de T.

grandiflorum

Outra classe de compostos bioativos de grande relevancia para a saude humana
séao os flavonoides que sdo bem conhecidos gracas ao potencial imunomodulador,
anti-hipertensivo e antidiabético (ALKHALIDY; WANG; LIU, 2018; RIBEIRO et al.,
2018; VARGAS et al., 2018). A administracéo oral de flavonoides previne ou melhora
os efeitos adversos no rim do consumo elevado de frutose, dieta rica em gordura e
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diabetes tipos | e 2. Esses compostos atenuam a fungcao de barreira endotelial renal
rompida pela hiperglicemia, a excrec¢do urinaria de microalbumina e a hiperfiltracéo
glomerular que resulta de uma reducéo da lesao podocitaria, um fator determinante
para a albuminuria na nefropatia diabética (VARGAS et al., 2018). Além disso, os
flavonoides tém sido relacionados a efeitos antidepressivos que estdo associados
principalmente ao aumento do conteudo de bioamina (GERMAN-PONCIANO et al.,
2018; KHAN et al., 2018).

A fermentagdo do suco de T. grandiflorum com L. fermentum ATCC 23271
provocou aumento significativo do teor de flavonoides (aproximadamente 10 vezes)
(Figura 4). O extrato do suco nao fermentado apresentou teores na ordem de 1,66
+ 1,44 mg EQ/g, enquanto que o extrato do suco fermentado obteve 21,10 + 0,84
mg EQ/g. Similarmente, a fermentacédo do suco de T. grandiflorum por L. rhamnosus
ATCC 9595 também resultou no aumento (aproximadamente 3 vezes) do teor de
flavonoides em comparagcdo com o suco nao fermentado (Figura 3B). O extrato do
suco fermentado apresentou 5,80 ++ 3,19 mg EQ/g, enquanto que no extrato do suco
nao fermentado os valores encontrados foram de 1,66 +4 1,44 mg EQ/g.

Estudos tém demonstrado que durante a fermentacéo lactica, os acidos fendlicos,
ésteres de acido fendlico e flavonoides glicosilados sao metabolizados (SVENSSON
et al., 2010; EWE; ALIAS, 2012; MARAZZA; GARRO; DE GIORI, 2009). Por exemplo,
o efeito da fermentagdo por linhagens de L. fermentum no contetdo de flavonoides
foi relacionado com a conversdo de isoflavonas e propriedades probidticas, como
observado para o leite de soja fermentado e suplementado com biotina (EWE; ALIAS,
2012).

De igual modo, linhagens de L. rhamnosus para aumentar ou modificar o contetdo
de flavonoides de produtos vegetais ou animais tem sido relatado em outros trabalhos,
como uma producéo de aglicona por L. rhamnosus CRL981 pois apresenta maiores
niveis B-glicosidase durante a fermentacdo do leite de soja. L. rhamnosus CRL981 foi
avaliado quanto a hidrolise de isoflavonas em agliconas, populagao celular, agcucares
residuais e acidos orgéanicos produzidos durante a fermentacdo em leite de soja
(37 °C por 24h). L. rhamnosus CRL981 foi capaz de proliferar no leite de soja e produzir
uma atividade de B-glucosidase elevada, conseguindo uma hidrdlise completa das
isoflavonas glucésidas ap6s 12 h de fermentacdo (MARAZZA; GARRO; DE GIORI,
2009). Segundo Hati et al. (2015) a cepa L. rhamnosus C6 também apresenta maior
atividade de B-glicosidase e bioconverséo de isoflavonas de gliconas a agliconas em
leite de soja fermentado. E provavel que o aumento do teor de aglicona de isoflavona
no leite de soja fermentado melhore a funcionalidade bioldgica do leite de soja (por
exemplo, atividade antioxidante, alivio de disturbios hormonais em mulheres na pés-
menopausa, etc.).
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Figura 3: Efeito da fermentacao lactica no teor de flavonoides totais no suco de T. grandiflorum.
(*) Diferencas estatisticas em relagcéo ao suco nao fermentado (p< 0,05).

3.4 A fermentacao latica aumentou as caracteristicas antioxidantes do suco de

T. grandiflorum.

A acao antioxidante dos extratos obtidos a partir dos sucos de T. grandiflorum
submetidos ou ndo a fermentacao lactica foi determinada pelos testes de DPPH e
ABTS. Os melhores resultados foram obtidos pela fermentacdo com L. rhamnosus
ATCC 9595. O suco nédo fermentado apresentou uma IC50 de 8244,32 ug/mL (Tabela
2), sendo observado que a fermentagéao com L. rhamnosus ATCC 9595 aumentou em
mais de 10 vezes (IC50 de 799,42 ug/mL) a acao antioxidante do suco em sequestrar
o radical DPPH, ja a fermentacéao com L. fermentum ATCC 23271 potencializou mais
de duas vezes este efeito (IC50 de 2453,34 ug/mL).

Ensaio €50 (pg/m)
Controle L. fermentum L. rhramnosus

DPPH 8244,32 2453,34 799,43
ABTS (6 min) 1319,76 796,39 264,28
ABTS (15 min) 1171,27 664,53 185,25
ABTS (30 min) 997,47 525,97 104,58
ABTS (45 min) 860,98 416,45 104,58
ABTS (60 min) 747,43 311,24 44,65

Tabela 2: Valores de IC50 encontrados nos ensaios de DPPH e ABTS para os extratos obtidos
dos sucos de T. grandiflorum fermentados ou ndo fermentado.

Comparando os resultados de cada concentracdo testadas dos extratos
fermentados como controle, foi possivel observar que o extrato do suco fermentado por L.
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rhamnosus ATCC 9595 apresentou inibicao significativamente maior nas concentragdes
de 1000 pg/mL, 500 pg/mL e 250 pg/mL, enquanto que para a fermentagcdo com L.
fermentum ATCC 23271 a inibi¢cdo do radical DPPH foi significativamente maior que
nas concentracdes de 1000 pyg/mL e 500 pyg/mL (p < 0,05) (Figura 4).
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Figura 4: Inibicdo do radical DPPH por extratos obtidos dos sucos de T. grandiflorum
fermentados e nédo fermentado. (*) Diferencgas estatisticas em relacdo ao suco ndo fermentado
(p< 0,05).

A avaliacdo pelo método ABTS foi realizada apds diferentes tempos de
incubacéao (figuras 5 e 6) e os valores de IC50 estdo representados na tabela 2. Em
todos os periodos testados foram encontrados uma maior atividade antioxidante dos
extratos obtidos dos sucos fermentados, sendo este efeito mais potencializado com a
fermentacao por L. rhamnosus ATCC 9595.

Apds 6 minutos de incubacgéo, foram encontrados valores de IC50 de 264,28
pg/mL e 796,39 pug/mL para os extratos dos sucos fermentados por L. rhamnosus
ATCC 9595 e L. fermentum ATCC 23271, respectivamente; enquanto que o extrato do
suco nado fermentado apresentou IC50 de 1319,76 pyg/mL (Tabela 2). Neste tempo, a
atividade antioxidante do extrato do suco fermentado por L. rhamnosus ATCC 9595 foi
significativamente superior nas concentracées mais altas (= 250 pyg/mL) em relacao
ao suco nao fermentado, ja a fermentacao por L. fermentum ATCC 23271 apenas foi
superior na concentracdo de 1000 pyg/mL (Figuras 5A e 6A).

Resultados semelhantes foram encontrados para incubacéo por 15 minutos, 30
minutos, 45 minutos. Nestes periodos, os valores de IC50 para o extrato do suco
fermentado por L. rhamnosus ATCC 9595 foram aproximadamente 6 a 8 vezes maiores
(185,25 pg/mL, 104,58 pug/mL, 104,58 pug/mL, respectivamente para os tempos de 15
minutos, 30 minutos, 45 minutos) que aqueles observados para o extrato do suco nao
fermentado (1171,27 ug/mL e 997,47 ug/mL, 860,98 ug/mL, respectivamente) (Tabela
2).
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Figura 5: Cinética de inibicdo do radical ABTS por extratos obtidos dos sucos de T. grandiflorum
fermentados e nao fermentados por L. fermentum ATCC 23271. (A) Inibicdo do Radical ABTS
apbs 6 minutos de incubacao; (B) Inibicdo do Radical ABTS ap6és 15 minutos de incubacgéo; (C)
Inibicdo do Radical ABTS ap6s 30 minutos de incubacéo; (D) Inibicdo do Radical ABTS apos
45 minutos de incubacgéo; (E) Inibicdo do Radical ABTS apés 60 minutos de incubacéo. (*)
Diferencas estatisticas em relagéo ao suco néo fermentado (p< 0,05).

Vale destacar que, apds 60 minutos de incubacéo, o valor de IC50 para o extrato
do suco fermentado por L. rhamnosus ATCC 9595 (44,65 ug/mL) foi cerca de 17 vezes
superior que o encontrado para o extrato do suco nao fermentado (747,43 pug/mL).
Fazendo a comparacgéao para cada concentragcao, nos tempos 15 minutos e 30 minutos,
a atividade antioxidante do extrato do suco fermentado foi significativamente superior
nas concentracdes de 1000 pyg/mL, 500 pg/mL, 250 ug/mL e 125 pug/mL (Figura 6). Ja
apés 45 minutos e 60 minutos de incubacéao, a atividade antioxidante do extrato do
suco fermentado foi significativamente superior em todas as concentra¢des avaliadas
(Figura 6D e 6E).
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Figura 6: Cinética de inibicdo do radical ABTS pelos extratos obtidos do suco de T. grandiflorum
fermentados e ndo fermentados por L. rhamnosus ATCC 9595. (A) Inibicdo do Radical ABTS
apds 6 minutos de incubacéo; (B) Inibicdo do Radical ABTS ap6s 15 minutos de incubacgéo; (C)
Inibicdo do Radical ABTS apds 30 minutos de incubac¢éo; (D) Inibicdo do Radical ABTS apds
45 minutos de incubagéo; (E) Inibicdo do Radical ABTS apds 60 minutos de incubacgéo. (*)
Diferencas estatisticas em relacé&o ao suco nao fermentado (p< 0,05).

No caso da fermentagédo com L. fermentum ATCC 23271, o extrato apresentou
valores de IC50 aproximadamente duas vezes maiores (664,52 ug/mL, 525,97 ug/
mL, 416,45 pg/mL e 311,24 ug/mL, respectivamente para os tempos de 15 minutos,
30 minutos, 45 minutos e 60 minutos) que os obtidos com o suco nao fermentado.
Nos tempos 15 minutos e 30 minutos, a atividade antioxidante do extrato do suco
fermentado por L. fermentum ATCC 23271 foi significativamente superior nas
concentragcdes de 1000 pg/mL e 500 pyg/mL (Figuras 5B e 5C). J& apds 45 minutos e
60 minutos de incubacgao, a atividade antioxidante do extrato do suco fermentado foi
significativamente superior nas concentracdes de 1000 pyg/mL, 500 pyg/mL e 250 ug/
mL (Figura 5D e 5E).
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que a fermentacgéo lactica do suco
de T. grandiflorum resultou no aumento no teor de compostos com ag¢ao antioxidante,
sendo este efeito mais potente utilizando a linhagem L. rhamnosus ATCC 9595 do que
com L. fermentumATCC 23271. Estudos anteriores tém demonstrado o uso de linhagens
de linhagens destas duas espécies com o intuito de aumentar as caracteristicas
funcionais de bebidas. Por exemplo, a cepa L. fermentum KKL1 foi utilizada para
obtenc&o de uma bebida probibtica a base de arroz com acéo antioxidante (GHOSH
Ketal., 2015).

Em outro estudo, verificou-se que o extrato de cha verde (Camellia sinensis)
fermentado por L. fermentum (FGTE) aumentou significativamente a viabilidade celular
das células hepaticas HepG2, ap6s a exposicéo ao etanol (PARK; KIMY; KIM SH, 2012).
Semelhantemente, 0 uso de L. rhamnosus para aumentar a atividade farmacoldgica
de plantas foi reportado. Recentemente, foi demonstrado que a biotransformacgéo
do extrato de Pueraria lobata com L. rhamnosus vitaP1 melhorou as atividades anti-
melanogénica, anti-tirosinase e a capacidade antioxidante (KWON et al., 2018).

41 CONCLUSAO

Apartir dos resultados obtidos, foi possivel observar que a polpa de T. grandiflorum
apresenta as caracteristicas necessarias para garantir o crescimento dos lactobacilos
estudados, sem a necessidade de suplementacdo. Em adicdo, a fermentacéo por
estas bactérias aumentou a capacidade antioxidante da polpa o que esta associado
com aumento nos teores de compostos fendlicos totais e flavonoides. Desta forma,
este trabalho fornece indicios para a aplicagdo do suco de cupuagu como veiculo para
crescimento de lactobacilos, o que pode ser explorado pelas industrias alimentares
e farmacéuticas, abrindo novas perspectivas para aplicacdo deste suco para o
desenvolvimento de alimentos probidticos.
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