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APRESENTACAO

Acolecao “Ciéncias da Saude no Brasil: Impasses e Desafios” € uma coletanea
composta de nove obras, € no seu sexto volume apresenta uma variedade de estudos
que versam sobre: - a Metodologia da “simulacgéo realistica” para o aprendizado da
reanimacao cardiopulmonar na graduacé@o de medicina, - Relagéo entre indicadores
sociais e de saude cardiovascular da populagdo negra de uma cidade do sul do
Brasil, - Andlise da frequéncia de Doencas Cardiovasculares (DCV) em usuarios
atendidos numa Unidade Basica de Saude (UBS) do municipio de Patos na Paraiba,
- O perfil nutricional de pacientes com insuficiéncia cardiaca internos em um hospital
especializado no municipio de Caruaru-PE, - O impacto do transplante cardiaco
no padréo clinico e qualidade de vida dos pacientes com insuficiéncia cardiaca, -
Relato de caso sobre Mixoma Atrial Direito, - Avaliacdo do risco cardiovascular por
meio do indice LAP (produto de acumulacéo lipidica) em pacientes transplantados
renais, e apresenta o - “Programa de matriciamento em cardiologia” desenvolvido pelo
Ambulatério Médico de Especialidades de Barretos-SP, que inclusive pode servir de
modelo para ser implementado em outras regides.

Essa obra também oportuniza leituras sobre varios aspectos que abrangem
a problematica da hipertensdo, como mostram os capitulos: - Diagnésticos e
intervengbes de enfermagem em individuos hipertensos a luz das necessidades
humanas basicas, - Perfil e fatores de risco da populagédo de hipertensos atendida
em uma unidade de salde da familia de Sobral-CE, - Hipertenséo arterial sistémica
e suas influéncias na qualidade do sono, - Internagbes hospitalares de urgéncias e
emergéncias hipertensivas no Piaui no ano de 2019, - Aspectos odontologicos gerais
dos anestésicos locais em pacientes hipertensos.

Na sequéncia de temas, dardo continuidade os estudos: - Assisténcia de
enfermagem as pessoas portadoras do Acidente Vascular Cerebral (AVC), doenca
que mais incapacita no Brasil, - Fatores de risco para complica¢des vasculares em
pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2, - Diabetes mellitus gestacional e os impactos
neonatais, - Estratégia andragdgica para educacdo e seguranga alimentar de
pacientes diabéticos - Diverticulo Vesical, - Perfil de potenciais doadores de 6rgaos
de hospitais publicos do sul do Brasil.

Acrescenta-se analises sobre habitos alimentares, reeducagéo alimentar
com interveng@o na obesidade infantil, probi6ticos comerciais, um estudo sobre
as evidéncias laboratoriais que ajudam na diferenciacdo e diagnéstico de anemias,
merenda saborosa e nutritiva e a regulamentacéo da rotulagem de alimentos no Brasil.

Diante da proeminente necessidade de divulgagcdo dos avangos da ciéncia,
seus impasses e desafios, a Editora Atena presenteia os leitores com esse volume



que apresenta assuntos tdo importantes na evolucéo e discussé@o dos processos de
saude.

Isabelle Cerqueira Sousa
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GASTROINTESTINAL

RESUMO: A busca por alimentos funcionais
aumenta constantemente, e nessa procura,
também cresce a oferta das industrias que
buscam produzir e comercializar suplementos,
como é o caso de probibticos vendidos livremente
em farmacias e supermercados. Esses produtos
costumam utilizar rotulagem apelativa e induzir o
consumidor a adquirir esses probibticos, os quais,
por muitas vezes, nao oferecem os beneficios
descritos na embalagem. Visto o grande numero
de alimentos com apelo probiético e suplementos
comercializados sem a necessidade de
prescricdo nutricional ou médica, este estudo
surgiu com o intuito de avaliar a viabilidade de
células de cinco probibticos comerciais, por meio
de simulacdo gastrointestinal. Os resultados
encontrados mostram que apenas duas
amostras possuem concentra¢do minima final de
6 log UFC g, que é a contagem minima para
alimentos probibticos para conferir os beneficios
esperados. Os produtos probidticos necessitam
de maior fiscalizagdo e rigor para a produgéo
e comercializagdo, visto a baixa concentracéo
de células vivas encontradas nas amostras

avaliadas.
PALAVRAS-CHAVE: Alimentos funcionais.
Probidticos. Suplemento. Simulagéo
gastrointestinal.

COMMERCIAL PROBIOTICS:

GASTROINTESTINAL SIMULATION

ABSTRACT: The search for functional foods is
constantly increasing, and in this demand, the
supply of industries that seek to produce and
sell supplements also grows, as is the case of
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probiotics sold freely in pharmacies and supermarkets. These products usually use
appealing labeling and induce the consumer to purchase these probiotics, which often
do not offer the benefits described on the packaging. In view of the large number of
foods with probiotic appeal and supplements sold without the need for nutritional or
medical prescription, this study emerged with the aim of evaluating the viability of cells
from five commercial probiotics, through gastrointestinal simulation. The results found
show that only two samples have a minimum final concentration of 6 log UFC g, which
is the minimum count for probiotic foods to check the expected benefits. Probiotic
products need greater inspection and rigor for production and commercialization,
given the low concentration of live cells found in the evaluated samples.
KEYWORDS: Functional foods. Probiotics. Supplement. Gastrointestinal simulation.

11 INTRODUGAO

Nas Uultimas décadas, a busca por alimentos funcionais aumentou
consideravelmente, uma vez que os alimentos passaram a ser vistos ndo somente
como uma fonte de nutrientes, mas também como um promotor de bem-estar e
salde, devido a redugédo do risco de doencas (ROUXINOL-DIAS et al., 2016).
Com isso, existe o interesse no desenvolvimento de suplementos alimentares que
promovam beneficios a satde (OZOGUL; HAMED, 2016).

O consumo de suplementos probidticos vem ganhando destaque nos
Gltimos anos, sendo comercializados no formato de céapsulas ou em p6 (sachés)
em farméacias. A administracao oral desses microrganismos resulta em uma grande
perda da viabilidade, devido a passagem pelo sistema gastrointestinal, sendo
injuriados pela elevada acidez do estdmago e a presenca de sais biliares ao alcancgar
o intestino (COOK et al., 2012).

O beneficio a salde associado ao uso do probibtico deve estar claramente
identificado e refletir da forma mais adequada o conjunto de evidéncias apresentadas.
Nos produtos adicionados de probiéticos, o beneficio deve ser comunicado por
meio da alegacgéo de propriedade funcional ou de salde aprovada para a linhagem,
exceto quando houver disposicao em contrario em regulamento técnico especifico.
O beneficio alegado pode ter carater geral ou especifico, levando em consideracéao
a totalidade e o nivel das evidéncias disponiveis (BRASIL, 2018; BRASIL, 2019).

Sao considerados alimentos funcionais os alimentos que além do seu
valor nutritivo, inerente a sua composi¢cdo quimica, possam afetar beneficamente
determinadas fungdes do organismo, contribuindo, para a manutencéo do bem-estar
e da saude (ZHANG et al., 2019). ARDC n° 243, de 26 de julho de 2018, da ANVISA,
descreve suplemento alimentar como o “produto para ingestdo oral, apresentado
em formas farmacéuticas, destinado a suplementar a alimentagéo de individuos
saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probiéticos, isolados
ou combinados”, e probidticos como “microrganismo vivo que, quando administrado
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em quantidades adequadas, confere um beneficio a saude do individuo” (BRASIL,
2018).

Inimeros beneficios a saude tém sido atribuidos a ingestao de probibticos,
porém, é importante ressaltar que tais beneficios somente ocorrem se os mesmos
estiverem totalmente viaveis nos produtos onde serdo incluidos, ou seja, que
sobrevivam durante seu processamento e condicbes de armazenamento, sendo
assim ingeridos em quantidades adequadas, alcangcando um ndmero viavel de
microrganismos (108 - 107 UFC g') (SOHAIL et al., 2011; TRIPATHI; GIRI, 2014). No
Brasil, a legislagdo recomenda 108 — 10° UFC/100g na ingestéo diaria do produto
pronto para consumo (BRASIL, 2008).

Com a intencdo de conhecer o potencial probidtico de produtos
comercializados com o apelo probibtico e a viabilidade durante a passagem pelo
trato gastrointestinal, buscou-se realizar um estudo com suplementos probibtico
comercializados em farmacias. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar
a viabilidade probittica, por meio de simulagdo gastrointestinal, de probio6ticos
comercializados como compostos funcionais, na forma de suplementacgéo.

21 MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados cinco probi6ticos comerciais adquiridos em farmacias. A
contagem de células probidticas viaveis foi realizada antes da simulagéo da digestao
dos produtos, ou seja, quando as embalagens eram abertas, e em cada etapa da
passagem pelo trato gastrointestinal do experimento in vitro.

Para proceder a analise, foram transferidas aliquotas de 1,0 g em diluicdes
adequadas, em triplicata, para placas de Petri descartaveis. Para as espécies
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus realizou-se plagueamento
por profundidade em agar MRS (Kasvi®), e para determinar a concentracéo de
Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium animalis foi adicionado 0,5% de solugéo A
(dicloxaxilina na concentragéo de 0,01%), 1% de solucao B (cloreto de litio a 11%)
e 0,5% de solugédo C (cloreto de cisteina a 10%) em agar MRS (Kasvi®) e realizado
plaqueamento por profundidade. ApOs a inoculacédo, as placas foram incubadas
invertidas em jarra de anaerobiose, em estufa bacteriologica a 37 °C por 72 h.

A viabilidade dos probio6ticos comerciais frente as condi¢gdes gastrointestinais
foram avaliadas conforme descrito por Madureira et al. (2011). A viabilidade foi
avaliada sequencialmente em meios que simulam as diferentes se¢bes do trato
gastrointestinal (eséfago/estémago, duodeno e ileo). Foram utilizadas aliquotas de
1,0 g de amostra adicionadas de 9,0 mL de agua peptonada, sendo preparadas
igualmente em trés em erlenmeyers e todos submetidos as mesmas condi¢des para

simulagdo gastrointestinal.
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Previamente foram preparadas e autoclavadas uma solucédo acida (HCI 0,1
N) e uma solugéo bésica (NaHCO, 0,1 M) para ajuste do pH das amostras ao longo
da simulagéo gastrointestinal. Inicialmente, o pH foi ajustado a 6,9, para simular a
acidez da boca, permanecendo por dois minutos nessa condicdo e partindo para
proxima etapa.

Na etapa es6fago-estdbmago utilizou-se 25 mg mL"' de pepsina (Sigma®),
preparada em HCI 0,1 N, esta solugéo foi adicionada, em aliquotas iguais, durante
toda a fase gastrica, a uma quantidade de 0,05 mL mL", seguindo as seguintes
etapas de pH/tempo (minutos): 5,5/10, 4,6/10, 3,8/10, 2,8/20, 2,3/20 e 2,0/20 em
uma rotagdo de 130 rpm, adicionando a pepsina (0,05 mL mL") e sendo o pH
ajustado utilizando HCI 0,1 N em cada etapa. Ao final desta fase, era retirado um
dos erlenmeyers e submetido imediatamente as analises de contagem de células
probidticas viaveis correspondentes ao estdmago.

Na etapa referente ao duodeno utilizou-se, a uma concentra¢do de 0,25 mL
mL', uma solugdo contendo 2 g L' de pancreatina (Sigma®) e 12 g L' de sais biliares
bovinos (Sigma®), preparada em NaHCO, 0,1 M, sendo o pH ajustado para 5,0 com
a adicao da solugéo de enzimas pancreatina e bile (0,25 mL mL-") e permanecendo
por 20 minutos a 45 rpm, ao final, era retira o segundo erlenmeyer que correspondia
a etapa do duodeno e também submetido imediatamente as analises de contagem
de células probidticas viaveis.

A etapa referente ao ileo foi realizada por um aumento do pH para 6,5,
utilizando uma solugéo de NaHCO,0,1 M, permanecendo por 90 minutos em rotagéo
de 45 rpm, e ao final submetido as analises para contagem de células probiéticas
viaveis.

Todas as solugdes foram preparadas no momento da utilizacéo e esterilizadas
com membrana de poro 0,22 ym (Minisart, Sartorius Stedim Biotech, Alemanha), as
enzimas eram armazenadas em temperaturas de — 18 °C.

A analise foi conduzida em uma incubadora refrigerada tipo Shaker (TE-421,
Tecnal, Brasil) mantida a 37 °C, com o intuito de simular a temperatura do corpo
humano e a agitag@o mecénica foi utilizada em paralelo para simular os movimentos
peristéalticos intestinais, com intensidades semelhantes as alcancadas na secéao do
trato digestivo. Ao final de cada etapa, foram retiradas aliquotas para a contagem
das células probibticas viaveis, conforme descrito anteriormente.

Os dados obtidos em planilhas do Microsoft Office Excel®, foram analisados
conforme delineamento inteiramente casualizado, aplicando andlise descritiva,
andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para comparag¢des multiplas entre
as médias, em um nivel de significancia de 5% (p<0,05). O programa estatistico
utilizado foi o SPSS® versao 15.0.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentados os probidticos comerciais utilizados para os

testes in vitro.

- _— Indicacao de
Amostra Composicao Apresentacao armazenamento®
Al L. acidophilus LA-14 Liofilizado Refrigeracao
; . . Temperatura
A2 L. acidophilus LA 14 Cépsula ambiente
Frutooligossacarideo
L. acidophilus SD
5221 - Temperatura
A3 L. rhamnosus SD Liofilizado ambiente
5217
B. bifidum SD 6576
B. animalis CNCM P o
A4 1-2494 Liquido 1-10°C
A5 B. bifidum LA-14 Liofilizado Refrigeracao

Tabela 1 — Probibticos comereciais utilizados para a avaliagdo da viabilidade durante a
simulagdo gastrointestinal.

* Informacéo conforme descrito na embalagem do produto.

As amostras A1 e A5 ndo eram acompanhadas de modo de consumo,
apenas sendo informado que deveriam ser ingeridas junto a alimentos ou bebidas.
A amostra A2 era indicada o consumo de uma a duas capsulas por dia. A amostra
A3 é um simbibtico, composto por probibdticos e prebibdticos, sendo indicado no
rétulo o consumo de um a dois sachés de 7 g por dia. A amostra A4 é indicada o
consumo de 200 mL por dia, sendo dois frascos de 100 mL. Todas as amostras
foram armazenadas, de acordo com as recomendagdes do rétulo, e submetidas as
condi¢cbes gastrointestinais simuladas conforme indica¢do, em gramas, de consumo.
Na Tabela 2, sdo expostos os resultados obtidos pelas analises de simulacdo
gastrointestinal.
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Lactobacillus sp.

Amostra -

Inicial Estémago Duodeno lleo
A1l 4.8+0.22 3.6+0.1° 3.3+0.1° 3.2+0.1°
A2 9.910.12 7.120.1° 7.1+0.3° 7.0£0.1°
A3 6.5+0.22 4.4+0.2° 3.3+0.1° 2.9+0.1°¢

Bifidobacterium sp.

Inicial Estdmago Duodeno fleo
A3 7.7+0.12 3.310.1° 3.6+0.1° 3.5+0.1°
A4 8.0+0.12 6.7+0.2° 6.9+0.1° 6.9+0.2°
A5 4.3+0.12 3.5+0.1° 3.3+0.2° 3.3+0.1°

Tabela 2 — Viabilidade probi6tica dos microrganismos comerciais antes e apos a
simulacdo gastrointestinal. Analise realizada em 1g de amostra. Resultados expresso
em log UFC g™

Médias da experimentacdo em triplicata seguidas + desvio padrdo. Letras diferentes
na mesma linha representam que houve diferenca estatistica significativa entre os
resultados (p<0,05).

Os resultados mostram que somente as amostras A2 e A4 chegaram ao
intestino com concentracao viavel para ser considerado probioticos e conferir com os
beneficios para floraintestinal. Todas as amostras mostraram redugéao significativa da
concentragdo probiética inicial e apés a passagem pela simulagéo gastrointestinal,
0 que comprova que 0s acidos gastrointestinais agem sobre os microrganismos
ocasionando em redug¢do na concentracdo, prejudicando sua viabilidade, havendo
reducdo de 1 a 4 log UFC g™.

Todas as amostras indicam no rétulo conter uma concentracdo de 9 log
UFC g7, porém somente a amostra A2 apresentou a concentracdo indicada na
embalagem, e apos a simulagéo in vitro, houve reducao de 2,9 log UFC g'. Aamostra
A3, que é um simbidtico, foi a que mostrou a maior redugcédo na concentragéo de
microrganismos vivos ao final da simulacéo gastrointestinal.

Para conferir os beneficios probibticos, os microrganismos devem chegar ao
intestino com uma concentracao de células viavel minimas de 6 log UFC g, estando
em acordo somente as amostras A2 e A4. Shinde et al. (2019) analisando a eficacia
funcional de probibticos as condigbes gastricas simuladas encontraram diminuigédo
significativa na contagem de L. acidophilus no final da fase géastrica, com queda
significativa na contagem de células de 1,03 log UFC g no final da fase intestinal.

Sao diversos os suplementos e alimentos comercializados com potencial
probiotico, tanto em supermercados como em farmacias. Entretanto, muitos fatores
interferem na vida desses microrganismos, como a exposicdo ao oxigénio, a
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temperatura de armazenamento e o contato com calor. Além disso, a concentragédo
inicial de microrganismos precisa ser elevada, acima de 8 log UFC g, para poder
aumentar a expectativa de vida de prateleira desses produtos, que ja possuem um
tempo util menor, pela dificil manutencdo em manter vivas as células probiéticas
e para sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal, estimando-se que haja
redugdo em torno de 2 log UFC g durante a digestdo. Muitos desses produtos
ndo contém uma concentracdo adequada e comprovada do potencial probiético,
conforme € exigido pela legislacdo, o que requer maior fiscaliza¢do e controle para a
comercializagdo, como os achados nesse estudo. AANVISA, que é responsavel pela
inspecao e comercializacdo desses alimentos, exigem a comprovagéao probidtica por
meio de andlises (BRASIL, 2018) para comercializacao como produtos probioticos,
porém, evidencia-se a necessidade de maior rigor nas exigéncias para a produgéo e
comercializagéo de produtos com o apelo probiético, principalmente os suplementos.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Das cinco amostras avaliadas, trés ndao possuem potencial probibdtico de
acordo com a simulagéo gastrointestinal e chegam a porcéo final do intestino delgado
em concentracdo insuficiente para conferir tal beneficio. Os resultados encontrados
evidenciam que os probioticos comercializados em farmacias podem n&o apresentar
potencial probi6tico, nem se consumidos em uma por¢ao de, por exemplo, 20 g/dia.
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