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RESUMO

Bebidas fermentadas de origem vegetal vem se consolidando entre os alimentos funcionais por
sua aceitabilidade e potencial de promog¢do a saude, principalmente para pessoas que ndo
consomem leite e derivados. Nesse contexto, a matriz vegetal escolhida e a cepa usada para a
fermentagdo podem potencializar a produgcdo de bioativos com propriedades
imunomoduladoras, antioxidantes e antibacterianas por mecanismos distintos. O objetivo deste
trabalho foi investigar se a fermenta¢do por Lacticaseibacillus casei potencializa os efeitos
antioxidantes, antimicrobianos ¢ imunomoduladoras de bebidas mistas a base de babacu com
buriti ou caju, a partir de uma revisao prévia dos mecanismos funcionais de bebidas probioticas
mistas de base vegetal. A dissertacdo foi delineada em dois capitulos. O capitulo I traz uma
revisdo integrativa da literatura j& publicada intitulada “Propriedades Antioxidantes e
Antimicrobianas dos probidticos: Insights de ensaios in vitro ”. O trabalho discute os principais
mecanismos de acdo e métodos analiticos utilizados, com base em publicacdes selecionadas nas
bases MEDLINE (PubMed), Web of Science, Scopus, Science Direct e Embase, onde foi
observada a variacdo do contetido de bioativos como fendlicos e flavonoides apos a
fermentacdo ¢ melhora em sua bioacessibilidade, além de atividade antioxidante ¢
antimicrobiana tanto dos fermentados quando dos probidticos em estudos in vitro. O capitulo
I com o titulo “Bebidas probioticas mistas com babagu: Atividade imunomoduladora,
antioxidante e antibacteriana da combinac¢do com buriti ou caju”, onde foram avaliados fatores
ligados as propriedades funcionais dos fermentados, como a sobrevivéncia das bactérias
probidticas, a acidez, o conteudo fenolico e de flavonoides, citotoxicidade, atividade
imunomoduladora, antioxidante e antibacteriana para bebidas mistas fermentadas ou nao
fermentadas. As bebidas mistas de Babacu e Buriti, ¢ Babagu ¢ Caju foram adequadas para o
crescimento e manutencao da viabilidade dos probidticos (>8 Log UFC), o contetido de acidos
aumentou apo6s a fermentacdo com consequente diminuicao do pH. O conteudo de fenolicos
totais (BBnF:12+0,02 BBF: 8,4+0,02 BCnF: 14+0,03 BCF: 8,8+0,02 mh EAG g-1) e
flavonoides (BBnF: 0,216+0,005 BBF: 0,152+0,003 BCnF: 0,268+0,003 BCF: 0,152+0,005
mg EQ g-1) reduziu apds a fermentacdo, entretanto isso ndo afetou significativamente a
atividade antioxidante das bebidas fermentadas, que se manteve apds a fermentacdo probiotica
e em alguns casos melhorou (DPPH — BBnF>BBF 1:8 ¢ 1:16 BCnF<BCF 1:32 /PL —
BBnF>BBF em 1:4 e 1:8 BBnF<BBF em 1:32 BCnF<BCF em 1:32). As bebidas ndo
fermentadas tiveram boa viabilidade celular em todas as concentragdes avaliadas, e¢ as
fermentadas tiveram toxicidade observada para o fator de diluicdo 1:2. No ensaio de
concentracdo inibitéria minima as bebidas mistas, fermentada e nao fermentada, nao
apresentaram atividade antibacteriana em nenhuma concentracgao testada (1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32). A dosagem de 6xido nitrico no sobrenadante da cultura de macrofagos revelou que as
bebidas ndo fermentadas apresentaram capacidade de redu¢do da produg¢dao do NO em todos os
tempos de pré-tratamento em diferentes concentragdes (1:4, 1:8 e 1:16) enquanto os
fermentados apenas apo6s 24 horas de pré-exposi¢do e somente na maior concentragao (1:4),
além de aumento do radical em concentragcdes menores (1:8, 1:16 e 1:32). Os dados indicam
que a fermentagdo promoveu alteracdes nas bebidas mistas de babagu com buriti ou caju,
mantendo ou melhorando a atividade antioxidante, porém ndo conferiu atividade antibacteriana,
além disso, as bebidas ndo fermentadas apresentaram maior potencial imunomodulador,
evidenciado pela maior capacidade de reduzir a produgdao de oxido nitrico em diferentes
condicoes.

Palavras-chave: Bebidas probioticas vegetais, Fermentacdo probiotica, atividade antioxidante,
atividade imunomoduladora.



ABSTRACT

Fermented beverages of plant origin have been gaining recognition as functional foods due to
their acceptability and potential health benefits, particularly for individuals who do not consume
milk and dairy products. In this context, the selected plant matrix and the strain used for
fermentation can enhance the production of bioactive compounds with immunomodulatory,
antioxidant, and antibacterial properties through distinct mechanisms. The objective of this
study was to evaluate whether the fermentation process by the probiotic microorganism
Lacticaseibacillus casei could contribute to the functional potential of two mixed beverages:
Babassu and Buriti, and Babassu and Cashew. This dissertation is structured into two chapters.
Chapter I presents an integrative review of the existing literature, titled “Antioxidant and
Antimicrobial Properties of Probiotics: Insights from In Vitro Assays.” The study discusses the
main mechanisms of action and analytical methods employed, based on selected publications
from the MEDLINE (PubMed), Web of Science, Scopus, Science Direct, and Embase databases.
The review highlights variations in the content of bioactive compounds such as phenolics and
flavonoids following fermentation, as well as improvements in their bioaccessibility, in addition
to antioxidant and antimicrobial activity observed in both fermented products and probiotics in
in vitro studies. Chapter II, titled “Mixed Probiotic Beverages with Babassu:
Immunomodulatory, Antioxidant, and Antibacterial Activity of Combinations with Buriti or
Cashew,” evaluates factors related to the functional properties of fermented beverages, such as
probiotic bacterial survival, acidity, phenolic and flavonoid content, cytotoxicity, and
immunomodulatory, antioxidant, and antibacterial activity in fermented and non-fermented
mixed beverages. The Babassu and Buriti, and Babassu and Cashew mixed beverages supported
the growth and viability of probiotics (>8 Log CFU). Acid content increased after fermentation,
leading to a corresponding decrease in pH. Total phenolic content (BBnF: 12+0.02, BBF:
8.4+0.02, BCnF: 14+0.03, BCF: 8.8+0.02 mg GAE g') and flavonoid content (BBnF:
0.216+0.005, BBF: 0.152+0.003, BCnF: 0.268+0.003, BCF: 0.152+0.005 mg QE g)
decreased after fermentation; however, this did not significantly affect the antioxidant activity
of the fermented beverages, which was maintained or, in some cases, even improved after
probiotic fermentation (DPPH — BBnF>BBF at 1:8 and 1:16, BCnF<BCF at 1:32 /PL —
BBnF>BBF at 1:4 and 1:8, BBnF<BBF at 1:32, BCnF<BCF at 1:32). Non-fermented beverages
exhibited good cell viability across all tested concentrations, while fermented beverages
displayed toxicity at a 1:2 dilution factor. In the minimum inhibitory concentration assay, none
of the tested concentrations (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) exhibited antibacterial activity. Nitric
oxide quantification in the supernatant of macrophage cultures revealed that the non-fermented
beverages were able to reduce NO production at all pre-treatment times and across different
concentrations (1:4, 1:8, and 1:16), whereas the fermented beverages exhibited this effect only
after 24 hours of pre-exposure and exclusively at the highest concentration (1:4). Additionally,
an increase in NO production was observed at lower concentrations (1:8, 1:16, and 1:32). The
data indicate that fermentation induced changes in the mixed beverages of babassu with buriti
or cashew, maintaining or enhancing their antioxidant activity; however, it did not confer
antibacterial activity. Moreover, the non-fermented beverages exhibited greater
immunomodulatory potential, as evidenced by their higher capacity to reduce nitric oxide
production under different conditions.

Keywords: Plant-based probiotic beverages, Probiotic fermentation, Antioxidant activity,

Immunomodulatory activity
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1. INTRODUCAO

Probidticos sdo microrganismos potencialmente benéficos para a saide humana, desde
que administrado em quantidades adequadas (HILL et al., 2014). Eles sdo tradicionalmente
usados na industria de alimentos funcionais, sendo Lactobacillus, Bifidobacterium, e
Saccharomyces os gé€neros mais comuns. Estes microrganismos apresentam caracteristicas
indispensaveis aos probioticos, como a capacidade de colonizar o intestino humano, seguranca,
afinidade com células da mucosa e baixo custo. Além disso, eles apresentam atividade
imunomoduladora, antimicrobiana e antioxidante (PLAZA-DIAZ et al., 2020).

O principal alvo dos probioticos ¢ o trato gastrointestinal, onde desempenham diversos
papéis, tais como a regulacdo da microbiota intestinal, protecdo contra infecgdes, estimulacao
imunolodgica, atividade anti-inflamatoéria, influéncia metabdlica e prote¢do contra alguns tipos
de cancer (WANG et al., 2021). O uso de probioticos pode melhorar o quadro de inflamagao
sistémica em doencas cronicas, como diabetes e obesidade, ¢ reduzir marcadores do estresse
oxidativo (LOPES, et. al. 2018). No intestino, esses microrganismos sao responsaveis pelo
controle de patdgenos através da competicdo, secrecao de bacteriocinas e outros bioativos
antimicrobianos (ANJANA; TIWARI, 2022). Probioticos s@o comumente utilizados como
terapia adjuvante no tratamento de infecc¢des intestinais, responsaveis por aproximadamente 1,5
milhdo de 6bitos em 2019. (HUEMER et al., 2020; WHO, 2019; HUANG et al., 2022).

Diante desse cenario, cresce o interesse por formas acessiveis de consumir probioticos,
que tradicionalmente sdo incorporados a produtos lacteos (SU et al., 2022). Adeptos ao
vegetarianismo e individuos lacto-intolerantes ndo consomem leite ou derivados, e podem
encontrar dificuldade em ter acesso alimentos associados a probidticos (CSATLOS et al., 2023).
Buscas recentes por matrizes de origem vegetal como veiculo dos probidticos tem se
intensificado para suprir essa necessidade (HOLKEM; SILVA; FAVARO-TRINDADE, 2023).
Bebidas vegetais a base de castanhas e améndoas se popularizaram nos ultimos anos, pois sao
uma opg¢do viavel para o leite de origem animal, além de serem ricos em bioativos como
compostos fendlicos e acidos graxos insaturados, e sdo bons substratos para a fermentacao
(AYDAR; TUTUNCU; OZCELIK, 2020; ESPERANCA et al., 2022). Probioticos associados a
matriz vegetal apresentam atividade antioxidante, imunomoduladora e antimicrobiana por
diferentes mecanismos e vias bioquimicas (SILVA; CASAROTTI; PENNA, 2023).

Nosso grupo desenvolveu duas bebidas mistas probidticas com frutos que possuem

caracteristicas relevantes para a industria de alimentos funcionais, compostos bioativos diversos
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e significativa importancia economica regional: babacu, buriti e caju (MADEIRA, 2024). O
babagu (Attalea speciosa Mart. ex. Spreng.) € uma palmeira da regido de transicdo amazonica
de importancia econdmica e cultural para a populacao regional (BARROQUEIRO et al., 2016).
O extrato hidrossoluvel do coco babagu, apresenta potencial econdmico elevado e ¢ rico em
acidos graxos, carboidratos e fibras, se caracterizando como um bom substrato para o
crescimento de probidticos (CARNEIRO et al., 2014).

O buriti (Mauritia flexuosa L.1.) é nutritivo, tem alta concentragdao de compostos fenolicos,
carotenoides ¢ significativa atividade antioxidante (BENSAADA; SOTO-GARCIA;
CARMONA-HERNANDEZ, 2022). O fruto também apresenta caracteristicas prebioticas, pois
possui carboidratos nao digeriveis que estimulam o crescimento de bactérias do acido lactico
(BARBOZA et al., 2022). O caju (4Anacardium occidentale L.) tem como fruto a castanha,
amplamente consumida ao redor do mundo, e o pseudofruto caju, um subproduto que representa
cerca de 90% da massa do fruto, ¢ menos utilizado, porém possui grande potencial nutricional
(PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011). Ele ¢ rico em compostos fenolicos, vitamina C,
carotenoides, acidos anacardicos, taninos e agucares redutores, o que favorece sua expressiva
atividade antioxidante (SINGH et al., 2020), com evidéncias de atividade antimicrobiana
(SILVA et al., 2021) e antibiofilme (DIAS-SOUZA et al., 2017).

Bebidas probioticas mistas de extratos do coco babagu com buriti ou caju representam
uma inovacao através da combinagdo de seus compostos bioativos e a possibilidade de
diferentes caracteristicas sensoriais e funcionais (MADEIRA, 2024). O grupo de pesquisa
investigou anteriormente o potencial imunomodulador in vivo de bebidas mistas probidticas de
coco babacu com buriti ou caju em modelo de infec¢ao e obteve resultados positivos quanto a
protecao e controle da inflamagdo através do tratamento prévio com a bebida em camundongos
sépticos. Entretanto, hd a necessidade de entender os mecanismos envolvidos nas respostas in
vivo e 0s experimentos in vitro sdo uma opgao viavel para a investigacdo (DIAS, 2023).

Diante das evidéncias do potencial biologico dos probiodticos e dos frutos mencionados,
nossa hipodtese ¢ que as duas bebidas funcionais formuladas t€ém suas propriedades bioativas
potencializadas apds o processo de fermentacdo probiodtica. Para comprovar esta hipodtese,
realizamos uma investigacdo das propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
imunomoduladora em ensaios in vitro antes e ap0Os a fermentagao probiotica. A dissertagdo foi
delineada em dois capitulos. O primeiro, em anexo, traz o artigo de revisao integrativa intitulado
“Antioxidant and Antimicrobial Properties of Probiotics: Insights from In Vitro Assays”. Em
seguida, no capitulo II expomos os resultados encontrados na comparagio entre as bebidas

mistas vegetais antes e apds a fermentagao acerca de suas propriedades bioativas.
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2. OBJETIVO

> Caracterizar comparativamente as atividade imunomoduladora, antioxidante e antibacteriana de
bebidas mistas probioticas de babagu com buriti ou caju em ensaios in vitro, com base em uma revisao

da literatura sobre bebidas probidticas vegetais.

2.1 Objetivos Especificos:

> Elaborar uma revisao sobre as evidéncias do potencial antioxidante e antimicrobiano de
probiodticos in vitro.

> Avaliar a citotoxicidade in vitro das bebidas mistas probidticas elaboradas com o extrato
do coco babagu e caju ou buriti;

> Investigar o efeito imunomodulador das bebidas mistas probidticas, a ativacdo dos
macrofagos e o perfil de citocinas in vitro;

> Averiguar a atividade antioxidante das bebidas mistas probioticas;

> Observar se as bebidas mistas probidticas apresenta atividade antibacteriana nos testes

in vitro.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Probioticos

A defini¢ao de probidticos mudou diversas vezes ao longo da historia, conforme a ciéncia
se aprofundou em estudos para desvendar os organismos responsdveis por processos de
fermentagdo observados a milhares de anos (REID; GADIR; DHIR, 2019). A palavra probidtico
deriva da jung¢ao dos termos pro do latim e do grego fio, e significa “para a vida”, cunhada pela
primeira vez por Werner Kollath em 1953. Na época, o cientista ainda nao havia definido os
probidticos essencialmente como microrganismos, mas como ‘“corpos ativos com fungdes
essenciais para promover varios aspectos da saude” (LATIF et al., 2023a). Entretanto, muito
antes de serem nominados probioticos, diversos cientistas j4 estudavam os efeitos da
fermentagdo em produtos lacteos e como, aparentemente, o consumo desses alimentos e dos
microrganismos responsaveis tinha impacto na satde e qualidade de vida (HE et al., 2023).

No inicio do século XX, o cientista russo Elie Metchnikoff, no instituto Pasteur, voltou
sua pesquisa para avaliar os efeitos que os microrganismos fermentadores tinham na saude
humana (GASBARRINI; BONVICINI; GRAMENZI, 2016). O pesquisador associou o
consumo de microrganismos fermentados ao aumento da longevidade da populagdo rural
bulgara. Dois anos antes de langar sua hipotese, o Bacillus bulgaricus, hoje conhecido como
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, havia sido descoberto no iogurte da regido.
Naquela época, Metchnikoft ja havia associado que a presenca desses microrganismos era capaz
de desintoxicar o organismo de substancias produzidas por outras bactérias, que ele chamou
“microbios putrefativos”, e defendeu o consumo de bactérias fermentadoras como forma de
melhorar a satide. Desde entdo, diversas pesquisas ja& demonstraram que o consumo de
probioticos ¢, de fato, capaz de trazer beneficios que remontam as hipoteses de Metchnikoff
(OZEN; DINLEYICI, 2015).

As defini¢des para probidticos foram ampliadas por Lilly e Stillwell em 1965 como
“substancias secretadas por um organismo que estimulam o crescimento de outro”
(GASBARRINI; BONVICINI; GRAMENZI, 2016). Esta definicdo, no entanto, estd mais
associada aos metabolitos dos probidticos do que ao microrganismo em si. Em 1989 Fuller e
em seguida Haveenar e In't Veld em 1992, alegaram que a presenga do microrganismo vivo era
imperativa para alcancar os beneficios associados aos probidticos (ZENDEBOODI et al., 2020).
Foi somente em 2001 que a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e

Alimentagdo (FAO) e a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) definiram o termo probidtico
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como ‘“‘micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um beneficio a satde do hospedeiro”, defini¢do reafirmada no painel promovido em
2014 e ainda vigente (HILL et al., 2014).

O painel de 2014 da FAO/OMS ilustrou as caracteristicas necessarias para que um
microrganismos seja considerado probiotico, dentre os quais "As cepas devem ser identificadas
geneticamente, classificadas usando a terminologia mais recente e designadas por nimeros,
letras ou nomes e " Estudos adequadamente dimensionados e projetados devem ser realizados
para designar uma cepa como probidtica e usar a(s) cepa(s) no hospedeiro ao qual os probidticos
se destinam (humano, gado, animal de companhia, etc.)." apontam a necessidade de estudos
aprofundados para eleger um novo microrganismo probidtico. Fatores como seguranga e
eficicia sdo indispensaveis para a insercdo de uma nova cepa no mercado (REID; GADIR;
DHIR, 2019).

A defini¢ao do termo probidtico destaca a importancia da viabilidade do microrganismo
em um produto para que os beneficios alegados sejam alcancados. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta a comercializagdo de produtos alimenticios
contendo probiodticos no Brasil. As resolucdes vigentes, como a Resolucdo de diretoria
Colegiada (RDC) N° 2, de 7 de janeiro de 2002 que dispdes sobre Substincias bioativas e
Probidticos isolados com alegacao de propriedades funcional e ou de saude, ou a RDC n° 241,
de 26 de julho de 2018 que estabelece os requisitos para comprovagdo da seguranga e dos
beneficios a saude dos probidticos para uso em alimentos, ndo especificam em seus textos uma
quantidade minima necessaria de microrganismos em alimentos para ser considerado probidtico,
porém exige que haja uma quantidade minima de microrganismos vivos nos produtos para
garantir os beneficios e alegacdes de satde sugeridos (BRASIL, 2002; BRASIL 2018).

A quantidade de microrganismos vivos presentes em alimentos probidticos esta
diretamente relacionada a sua bioacessibilidade e, portanto, aos beneficios associados a eles
(CHUA et al., 2020). O Ministério da Saude italiano preconiza a necessidade de alimentos
alegadamente probiéticos de terem no minimo 10° UFC de bactérias por por¢do diaria (ITALIA,
2013), quantidade também adotada pela agéncia de satide canadense (CANADA, 2009). Ja a
FDA (do inglés Food and Drug Administration) agéncia que regulamenta o uso de probidticos
nos Estados Unidos, impde a quantidade minima de 10’ UFC/g de microrganismos em produtos
probidticos no momento da fabricacdo e 10 UFC/g ao longo de todo o tempo de prateleira
(USA, 2024). Esses valores se baseiam em diversos estudos que apontam a necessidade de
consumo diario de 10% a 10° de probidticos para que as propriedades funcionais e alegacdes de

saude sejam significativas (MARTA; SAAD; SAAD, 2006).
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A seguranga no consumo de probidticos, também ¢ considerada topico importante pelas
agéncias reguladoras. A maior parte das cepas probioticas registradas de acordo com os critérios
da FAO/OMS sao consideradas GRAS (do inglés Generally Regarded As Safe) por nao
apresentarem potencial de risco para a saude apos consumo (ZAWISTOWSKA-ROJEK;
TYSKI, 2018), pois passam por um minucioso processo de caracterizacdo, sequenciamento do
genoma e identificagdo a nivel de cepa, utilizacdo de dados histéricos com estudos anteriores
realizados com o microrganismo € ao menos um ensaio clinico em humanos. Esses dados sao
importantes para rastrear fatores de risco que podem estar associados ao consumo de
microrganismos vivos, como fatores de viruléncia ou ainda a presenca de genes de resisténcia
antimicrobiana que podem ser transferidos para bactérias potencialmente patogénicas presentes
na microbiota intestinal (BINDA et al., 2020).

A maioria dos probioticos no mercado sao bactérias produtoras de acido lactico (BAL),
geralmente encontradas na microbiota humana, das quais, os géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium se destacam como os mais comuns entre os probioticos (BUSTOS et al., 2024).
Estes microrganismos tém sido empregados em diversos produtos probiodticos, ambas sdo
historicamente seguras, tem a capacidade de colonizar o intestino humano, produzem
metabolitos essenciais como acidos graxos de cadeia curta e vitaminas, bem como diversos
outros beneficios que variam entre género, espécie e cepa (TOURET, OLIVEIRA, SEMEDO-
LEMSADDEK, 2018).

O género Bifidobacterium ¢ composto por bactérias Gram-positivas anaerobicas nao
patogénicas geralmente encontradas em condi¢des normais do intestino humano
(WESTERMANN et al., 2016). Apesar de apresentarem diversas caracteristicas interessantes a
probioticos, como a adesdo ao epitélio intestinal, produ¢do de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e interacdo imunoldgica, sdo menos utilizadas em comparacdo aos Lactobacillus em
mercados mais extensos. Essas bactérias crescem mais lentamente, sdo mais exigentes com a
presenca do oxigénio e exibem longo tempo de fermentagao (JENA; CHOUDHURY, 2023).
Além destes dois géneros, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, sao outros
com cepas probioticas (LATIF et al., 2023b).

O género Lactobacillus ¢ composto por bactérias Gram-positivas, anaerobicas
facultativas ndo formadoras de esporos, e engloba grande parte das bactérias comercialmente
usadas na industria de probiodticos (OJHA; SHAH; MISHRA, 2021). Estas bactérias tém
afinidade pela mucosa intestinal, produzem diversos metabolitos benéficos como riboflavina,
folato, cobalamina e AGCC (HATI et al., 2019) e contribuem para a manutengao da integridade

da barreira epitelial (LATIF et al., 2023b). Presentes ha milhares de anos nos processos
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fermentativos de derivados lacteos, o historico e o acimulo de dados acerca de sua presenca em
produtos fermentados contribuem para atestar a segurancga e eficacia associadas ao género
(ZHANG et al., 2018).

Mais de 200 espécies compunham o género Lactobacillus, com uma diversidade de
genomas e outros géneros associados em complexos (Pediococcus, Leuconostoc, Weissella,
Oenococcus e Fructobacillus) tornando esta, uma das maiores familias bacterianas até entdo
(WITTOUCK et al., 2019). Em margos de 2020 Zheng et al., 2020 publicaram uma atualizagao
da taxonomia do género Lactobacillus, criando 23 novos géneros dentro da familia
Lactobacillaceae a fim de distribuir as espécies bacterianas de forma mais homogénea
respeitando padroes filogenéticos, ecoldgicos e metabolicos comuns as espécies realocadas. A

figura 1, ilustra a atualizagdo dos géneros de Lactobacillus.

Figura 1 — Lista dos novos géneros de Lactobacillus apds atualizagao de Zheng et al., 2020.

—  Paralactobacillus

Liquorilactobacillus
— Holzapfelia

Ligilactobacillus
—— Amylolactobacillus

Lactiplantibacillus
— Bombilactobacillus

Furfurilactobacillus
— Companilactobacillus
Paucilactobacillus

——  Lapidilactobacillus
Limosilactobacillus

Lactobacillus ———  Agrilactobacillus
— Fructilactobacillus

—— Schleiferilactobacillus
Acetilactobacillus

——  Loigolactobacilus
Apilactobacillus

——  Lacticaseibacillus
Levilactobacillus

—  Latilactobacillus
» Secundilactobacillus

— Dellaglioa

— Lentilactobacillus

Fonte: Elaborado pelo autor (adaptado de Zheng et al., 2020)
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3.2 Relacdo com a microbiota

Durante o transito gastrointestinal os probidticos podem sofrer pelo processo de digestao
e contato com acidos estomacais, biliares, estresse osmoético e a adaptacdo ao ambiente hostil
(BUSTOS et al., 2024). As bactérias comensais autoctones (nativas) do trato gastrointestinal
(TGI) desenvolveram diversos mecanismos de resisténcias as condigdes do ambiente intestinal,
e interagem de forma benéfica com o sistema imunolégico (GROUSSIN; MAZEL; ALM, 2020).
Estudos recentes apontaram uma relagdo intrinseca entre a imunoglobulina A (IgA), presente
principalmente em mucosas, ¢ a regulacdo das bactérias intestinais comensais, sendo sua
auséncia fator determinante para o controle da proliferagdo de microrganismos potencialmente
prejudiciais a satide humana (TAKEUCHI; OHNO, 2022). Durante o processo de fabricagao
das cepas probidticas, as coldnias starter sdo submetidas a estresses semelhantes para que
desenvolvam mecanismos de resisténcia e sejam capazes de sobreviver no TGI (FENSTER et
al., 2019).

O consumo de microrganismos vivos pressupde beneficios que vao além dos metabolitos
presentes no fermentado, a suplementacdo probidtica visa um repovoamento da microbiota
intestinal com células potencialmente benéficas ao hospedeiro (ZOMMITI; FEUILLOLEY;
CONNIL, 2020). O processo da adesdo das bactérias probiodticas envolve fatores relacionados
a cepa usada, a mucosa intestinal e a microbiota residente. As células epiteliais intestinais estao
em grande parte recobertas por uma camada viscosa de muco (mucina). A presenca de acucares
ligados a proteinas que formam essa substancia pode interagir com receptores presentes nas
membranas das bactérias probiodticas, como proteinas associadas a camada de superficie
(SLAPs) ou proteinas de ligagdo a mucina (Mubs), observadas em diversas espécies dos géneros
Bifidiobacterium e Lactobacillus. A hidrofobicidade e outras proteinas, além dos presentes na
mucina, também estdo relacionados ao processo de adesdo dos probidticos a parede celular
intestinal (MONTEAGUDO-MERA et al., 2019).

A composicdo da microbiota intestinal ¢ altamente influenciada pela dieta do hospedeiro
(FLINT; DUNCAN; LOUIS, 2017). Microrganismos que se aderem a parede intestinal e ao
muco sao classificados como microbiota parietal, enquanto os que compde os alimentos em
transito ou o bolo fecal sdo chamados de microbiota luminal (ARROYO et al., 2020). A
microbiota luminal é especialmente afetada pelo tratamento com probidticos, Tannock et al.,

(2000) observaram Lactobacillus rhamnosus DR20 se tornar dominante nas fezes de 60% dos
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individuos tratados com o microrganismo durante o periodo de tratamento. Ainda que neste
estagio seja de carater transitorio, esses microrganismos afetam o metabolismo de carboidratos
e butirato (WIEERS et al., 2020). Estudos mostram que ainda que ndo aderida, algumas cepas
probioticas exibem a capacidade de secretar substancias que inibem a ligagdo de bactérias
patogénicas a estruturas de ligagdo expressas em células epiteliais, o que aponta sua eficacia
competitiva (FUJIWARA et al., 1997).

A microbiota intestinal ¢ formada por uma diversidade de bactérias, fungos e virus que
colonizam o intestino de forma comensal majoritariamente, ou seja, em uma relagdo de
beneficio mutuo (COATES et al., 2019). Esse complexo ecossistema desempenha diversos
papeis fundamentais no metabolismo humano, participam da maturagao do sistema imune, sao
responsaveis pela producdo de biomoléculas essenciais, além de auxiliar na digestdo de certos
nutrientes (ROLHION; CHASSAING, 2016). Entretanto, dentre a imensa variedade de
bactérias presentes no TGI, existem aquelas que, em condi¢des adversas, podem adquirir
caracteristicas virulentas e se tornarem patogénicas (NAGAO-KITAMOTO et al., 2016). Esse
€ um cenario particularmente comum quando ha um desequilibrio na composi¢ao da microbiota
intestinal, com a maior concentracdo de bactérias potencialmente patogénicas e menor
quantidade de probioticos, sejam eles nativos ou oriundos de suplementacao. Esse desequilibrio
¢ chamado de disbiose (NEUHANNIG et al., 2019).

Quando aderidos a parede intestinal, os probidticos sao capazes de competir com outros
microrganismos, especialmente aqueles com potencial patogénico, por espagos e recursos (HE
et al., 2023). Cepas com capacidade de adesdo a moléculas expressas na mucosa bloqueiam
sitios de adesdo wusados por patdogenos e secretam substancias antimicrobianas
(MONTEAGUDO-MERA et al., 2019). Ao se aderirem a mucosa intestinal, os probidticos
interferem no processo de fixag¢do, colonizagdo, e infec¢do de patdgenos. Diversas cepas de
lactobacilos e bifidobactérias compartilham moléculas de adesdo ao epitélio com Salmonella
choleraesuis enteropatogénica, sendo os probiodticos capazes de inibir e deslocar o patdégeno do
sitio de ligacao (VAN ZYL; DEANE; DICKS, 2020). Um ensaio de competicao realizado entre
cepas probidticas e patogénicas demonstrou que o nimero de células de biofilme de Listeria
monocytogenes KACC 12671 foi significativamente menor quando co-cultivado com
Lactobacillus paracasei KACC 12427 e Lactobacillus rhamnosus KACC 11953, o que aponta
a capacidade de inibigdo do metabolismo patogénico quando em cultura compartilhada com
probioticos (WOO; AHN, 2013). A Figura 2 ilustra o processo de exclusdo competitiva entre

probidticos e patdogenos.
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Figura 2 — Representagdo das a¢des antagonicas entre probidticos e bactérias patogénicas. Ao
se ligarem a moléculas expressas pelo epitélio, os probidticos impedem a fixagdo e infecgao por
outros microrganismos, além de secretarem substancias que inibem a adesdo de patdogenos.

Probidticos

=
\ ,/ 2

Bacterias

patogénicas N

. _
w
L

Bacteriocinas

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Outro mecanismo usado, predominantemente, pelas bactérias produtoras de 4cido lactico
contra patogenos € a secrecao de moléculas antimicrobianas (THODA; TOURAKI, 2023). As
bacteriocinas sdo peptideos de variado tamanho e peso molecular que atuam inibindo bactérias
em espectros amplo, como a bacteriocina produzida por Bacillus amyloliquefaciens RX7 que
também ¢ antifingica, ou restrito, como a bifidocina B, produzida por Bifidobacterium
bifidum NCFB (VAN ZYL; DEANE; DICKS, 2020). Os microrganismos produtores dessas
moléculas, geralmente bactérias, desenvolvem mecanismos de autodefesa para ndo sofrerem
com os efeitos de seu metabolito (THODA; TOURAKI, 2023a). Estudos demonstram que tanto
o consumo de bacteriocinas quanto da bactéria produtora sdo eficazes para o controle de
microrganismos sensiveis a sua a¢ao, bem como sua utiliza¢do tem sido avaliada para além do

TGI, em infecgdes cutaneas e orais (VAN ZYL; DEANE; DICKS, 2020).
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As trés principais classes de bacteriocinas produzidas por BAL sdo definidas por
caracteristicas ligadas a sua bioatividade ¢ mecanismo de acdo, como tamanho, estrutura e
composi¢do bioquimica. A classe I das bacteriocinas ¢ chamada de lantibioticos, composta
pelos menores peptideos entre essas moléculas, com tamanho inferior a 5 kDa. Seu principal
mecanismo de acdo ¢ a formagao de poros na membrana bacteriana através da ligagdo com o
lipidio II. A segunda classe de bacteriocinas ¢ formada por peptideos de até 10 kDa, elas atuam
alterando a permeabilidade da membrana bacteriana através da formagdo de canais. As
bacteriocinas de classe III englobam os maiores peptideos, com 30 kDa que agem através de
sua atividade enzimatica, desestabilizando a integridade da parede celular bacteriana
(SOLTANI et al., 2021; THODA; TOURAKI, 2023a). A figura 3 traz um esquema com as

principais classes de bacteriocinas.

Figura 3 — Classes de bacteriocinas produzidas por bactérias produtoras de acido lactico.

Classe I: Lantibiéticos Classe ll: Nao-lantibiéticos
(<5 kDa) (<10 kDa) =
. Subclasse la Subclasse Ib
alongada, carregada positivamente cadeia simples, semelhante a pediocina

__Subclasse Ib Subclasse llb

dois peptideos complementares

globular, carregada negativamente Bacte ri oc | nas
| Subclasse Ic BAL

Subclasse lic _|

peptideos circulares

contém enxofre, carregada
negativamente Subclasse lid -

nao semelhante a pediocina

Classe lll: Peptideos grandes

r (<30 kDa) T

Subclasse llla Subclasse llib

bacteriosilinas peptideos nao-liticos

Fonte: THODA; TOURAKI, 2023 (adaptado para o portugés)

Além de atividade antimicrobiana direta, ha evidéncias de que bacteriocinas podem atuar

influenciando o sistema imune (BENfTEZ-CHAO et al., 2021). A nisina, um lantibiotico, ja
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demonstrou efeitos imunomodulatoérios significativos, tanto para a proliferacdo de células do
sistema imune como TCD4+ e CD8+, secrecdo de quimicinas como MCP-1, IL-8 e supre¢do
da secrecao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), até¢ a ativacdo de armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs) in vitro (THODA; TOURAKI, 2023a).

A colonizagdo do intestino por probidticos favorece a interagdo com o sistema
imunoldgico em diferentes aspectos. A ingestdo de probidticos ja demonstrou capacidade de
estimular células da imunidade inata como macréfagos, e células natural killers (NK). Além
disso, esses microrganismos tem efeito significativo na produgdo de IgA no Iimen intestinal, e
também sdo responsaveis pela inibigio de TNF-a (VIASU-BOLOCAN; POPESCU; BICA,
2013). Probioticos também agem interferindo as vias de sinalizagdo de NF-xB ¢ MAPK
inibindo a produgdo de citocinas pro-inflamatérias que ao ativarem mecanismos de
recrutamento de células e iniciar outras vias inflamatérias tendem a gerar sérios danos ao
epitélio intestinal (VAN ZYL; DEANE; DICKS, 2020).

Os probidticos s3o frequentemente associados aos prebidticos, definidos como
"ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um ntimero limitado de bactérias no
intestino" (SCOTT et al., 2010). Geralmente sdo fibras, carboidratos oligossacarideos derivados
ou ndo de amido e glicose, frutanos, galacto-oligossacarideos, oligossacarideos nao
carboidratos entre outros. Estes nutrientes nao sdo absorvidos pelo TGI e tem como proposito
principal estimular o crescimento de probidticos (DAVANI-DAVARI et al., 2019). Além de
substrato para os probidticos, alguns prebidticos podem agir diretamente como adjuvante na
protecao contra microrganismos patogénicos. Oligossacarideos presentes no leite materno
humano e galacto-oligossacarideos podem inibir a colonizagdo do intestino, eles atuam se
ligando as moléculas de adesdo expressas pelos patdogenos impedindo a fixacdo destes na
mucosa (MONTEAGUDO-MERA et al., 2019).

Hé ainda outra classe de substancia que compde o universo dos probidticos (Fig. 4), pos-
bioticos, termo recentemente definido pela Associagdo Cientifica Internacional de Probioticos
e Prebidticos (ISAPP do inglés International Scientific Association for Probiotics and
Prebiotics) como "preparagdo de microrganismos inanimados e/ou seus componentes que
confere um beneficio a saude do hospedeiro" (SALMINEN et al., 2021). Estes englobam
células microbianas inativadas, componentes celulares de microrganismos probidticos e
metabolitos que tenham agdo factual para promogao da saude. Evidéncias de que células mortas
de probioticos tem efeitos benéficos, sobretudo imunomoduladores, tem se acumulado, elas vao

desde a diminuicdo da produgdo de IL-8, a influéncia na adesdo de patdogenos ao epitélio



26

intestinal (ZENDEBOODI et al.,, 2020). Células probidticas mortas ou inativadas sao
frequentemente denominadas como “paraprobidticos” em diversas literaturas. Entretanto, o
painel que definiu o termo pds-bidtico ndo reconhece essa nomenclatura como oficial, mas o
insere na categoria (SALMINEN et al., 2021). Os metabolitos e moléculas secretadas por
microrganismos probidticos em geral, também se enquadram como pods-bidticos. Dentre eles se
destacam, bacteriocinas, AGCCs, vitaminas, acidos organicos, peptideos, entre outros

(HERNANDEZ-GRANADOS; FRANCO-ROBLES, 2020; ZENDEBOODI et al., 2020).

Figura 4 — Representacao de prebioticos, probidticos e pds bidticos, sua fonte (prebidticos)

ou sitio ativo (probidticos).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

3.3  Probioticos e matrizes vegetais

Probidticos sdo geralmente classificados como suplementos alimentares, embora também

sejam encontrados na forma de medicamentos (PASSARIELLO; AGRICOLE;
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MALFERTHEINER, 2014). Produtos probidticos sdo uma classe importante de alimentos
funcionais, alimentos que oferecem beneficios além da nutri¢do convencional para a promog¢ao
da satde e prevengao contra doengas (KAUR; DAS, 2011). Como discutido anteriormente, 0s
primeiros estudos com esses microrganismos observaram suas propriedades através da
fermentagdo de alimentos, sobretudo laticinios. Esta relacdo permanece até os dias atuais, onde
probidticos ainda sdo tradicionalmente associados a produtos lacteos como iogurtes e leites
fermentados (COSTA et al., 2024). Em 1996, quando as defini¢des do termo probidtico ainda
estavam em debate, Salminen, (1996) definiu probidticos como "microrganismo viavel
inoculado em produtos lacteos que conferem satide e nutri¢ao ao hospedeiro". Embora na época
a maioria dos estudos com BAL associassem essas bactérias a laticinios, conforme a pesquisa
no campo evoluiu, a presenga de microrganismos vidveis em matrizes ndo lacteas foi observada
e passou a ser explorada (ZENDEBOODI et al., 2020).

Embora o leite seja adequado para a fermentagdo e inoculacio de probidticos, a demanda
crescente por opgdes de produtos ndo lacteos destaca a necessidade de novas matrizes para
carrear esses microrganismos (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 2020). A demanda por
alternativas ndo lacteas ¢ multifatorial, religido, preocupagdes relacionadas a mudancas
climaticas e manejo adequado de animais para a produgao de alimento sdo alguns dos principais
fatores socioculturais que influenciam a adesao de dietas veganas e vegetarianas, além destes,
intolerancia a lactose e alergia a proteina do leite também sdo razdes para evitagdo ao consumo
de leite e derivados (KATOCH et al., 2022; MATHIEU; DORARD, 2016).

Estimativas apontam um crescimento de aproximadamente 1,7 milhdes de adeptos a dieta
vegana na Unido Europeia para o ano de 2033 (STATISTA, 2023). Na Alemanha 3% dos
consumidores segue a dieta vegana, entre 2% e 4% da populacdo de Brasil, China, México,
EUA, e 10% dos indianos também seguem esta dieta (STATISTA, 2024a), enquanto 6% dos
alemaes e estadunidenses, 5% dos mexicanos, 2% dos brasileiros, e 26% da populagdo indiana
sao vegetarianos (STATISTA, 2024b). Esses dados estao ilustrados e distribuidos na Figura 5.
A demanda por produtos de origem vegetal tem se intensificado, ndo apenas pela necessidade
direta da parcela da populacdo que ndo consome leite e derivados, mas também para aqueles
que buscam por opg¢des mais saudaveis e sustentaveis de alimentos (GROSSMANN et al.,

2021).

Figura 5 — Adeptos a dietas vegana e vegetariana ao redor do mundo de acordo com dados de
pesquisas realizadas entre 2022 e 2024 pela Statista, plataforma global de levantamento de
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dados sobre diferentes mercados.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Neste cendrio, a utilizagdo de matrizes diversas de origem vegetal para o carreamento de
probidticos em diferentes tipos de alimentos tem se destacado (SUBHASHREE; KAVITA,
2019). Purés de frutas fermentadas, leite de soja fermentado, kefir de soja, e bebidas probioticas
a base de frutas sdo algumas das variantes entre o leite fermentado ou iogurte tradicional (DE
ASSIS et al., 2021b; PANGHAL et al., 2018). Entre os produtos probidticos, as bebidas
fermentadas se destacam, no mercado de alternativas lacteas que movimentou mais de 13
milhdes de ddlares em 2018, esse segmento ganha tracdo. A fermentacdo da matriz vegetal
confere caracteristicas nutricionais importantes as bebidas vegetais sugeridas como alternativas
ao leite animal. Embora ricas em fitoquimicos com potencial antioxidante, anti-inflamatorio e
antimicrobiano, muitas dessas bebidas tem componentes antinutrientes que interferem no
processo de absor¢ao de minerais como ferro (Fe), Calcio (Ca), Zinco (Zn), e certas vitaminas.
Algumas saponinas que compde a soja e a aveia formam complexos com proteinas e diminuem
sua bioacessibilidade. A fermentagdo probiotica € capaz de biotransformar os componentes da
matriz vegetal e torna-la mais nutritiva (RASIKA et al., 2021).

Embora a manutengdo da viabilidade das BAL em matrizes vegetais possa representar um
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desafio, uma vez que nem todas as leguminosas, graos, nozes ou frutos sdo adequados para a
sobrevivéncia e metabolismo desses microrganismos, a combinagdo algumas cepas e vegetais
sdo capazes de produzier bebidas probioticas de origem vegetal, como € exposto na Tabela 1
(RASIKA et al., 2021). Além dos substitutos vegetais ao leite, algumas frutas também podem
servir como matriz vegetal para a fermenta¢do probidtica, agregando alto valor nutricional,
compostos bioativos e variedade sensorial. Paiva et al., (2024) desenvolveram uma bebida
probiotica a base de coco, manga e inhame que conservou a viabilidade do probiotico inoculado
dentro dos padrdes preconizados sobre quantidade de microrganismos. Pereira et al., (2017)
também obtiveram sucesso ao formular uma bebida probidtica de cupuacu que além de manter
a viabilidade dos probidticos, teve boa aceitacdo sensorial e melhorou a atividade antioxidante
apods a fermentagdo. Estes dois casos trazem perspectivas para favoraveis para a busca por outras

opg¢oes de matrizes para a fermentagao probidtica.

Tabela 1 — Viabilidade probiodtica em diferentes matrizes vegetais ndo lacteas.

Condigoes Viabilidade no Viabilidade
. final da
Tipo de r e de - ey no final do
Produto Cepa probidtica . fermentac¢do/inicio
produto fermentaca armazename
da armazenagem a
0 . nto
frio
Lb.
paracasei LBC-
81 em co-cultura
5 Bebida a
A . ©
l~)ase de pase de comS" . 37°C por 10710 8 ufe/mL  >10 © ufc/mL
graos milho cerevisiae CCM 24 horas
A 0731 ou S.
cerevisiae CCM
A 0732
Bebida
simbiotic
a
produzid Lb. 37°C por 8 10 9
. 10 ° -1 feomL 1 fc/mL
aapartir plantarum TC24 48 horas 0710 Tufc/m 0" ufe/m
de malte
de

riceberry



Tipo de
produto

Baseado
em
pseudocere
ais

Produto

Bebida
lactea de
aveia
nao
lactea
com
sabor a
especiari
ase
morango

Bebida
simbiotic
a a base
de aveia

Bebida
de leite
de arroz
probidtic
acom
sabor de
frutas

Bebida
de
quinoa

Bebida
de
iogurte
de
quinoa

Bebida
probidtic
ade
quinoa

Cepa probiotica

Lb.
plantarum micro
encapsulado

Lb. plantarum

Lb. acidophilus
B. bifidum BB-1
St.

thermophilus em
cocultura

Lb.
plantarum DSM
9843

Lb. casei Zhang
e Lb. casei SY13

Uma mistura

de Bifidobacteri
um sp., Lb.
acidophilus e St.

Condicoes

de

fermentaca

(1]

Nao
informado

30°C por
12 horas

37°C por
16 horas

30°C por 2
dias

8 horas a
42°C

37°C por
6 horas

30

Viabilidade no
Viabilidade
final da
- e . no final do
fermentacao/inicio
armazename
da armazenagem a
. nto
frio
N3do informado >10 8 ufc/mL
Nio informado >10 7 ufc/g

10°-10 ' uyfe/mL
10°-10 "2 ufe/mL  >10 8 ufc/mL
108 -10 ' ufe/mL

109-10 "ufe/mL  ~10 7 ufe/mL

10°-10 7 ufc/mL >10 ¢ ufc/mL



Tipo de
produto

A base de
leguminosa
s

Baseado
em nozes

Produto Cepa probiotica

Bebida
de grao
de bico e
€Oco

Bebida
mista a
base de
soja

Bebida
mista a
base de
amendoi
m

Bebida
fermenta
da
simbiotic
ade

Bebida
de soja

Suco de
castanha
de caju
'Cerrado’
clarifica
do

thermophilus

Lb.

paracasei subsp.

paracasei i
LBC 81

Lb.
rhamnosus GG

Lb.

rhamnosus GG

Lb.

acidophilus La-5

animalis subsp. [

actis Bb-12
S.

thermophilus em

cocultura

Lactococcus,
Lactobacillus

e leveduras spp.

Saccharomyces
boulardii

Condicoes
de
fermentaca
0

37°C até
atingir
pH
4,6—-4.8

37°C por
72 horas

37°C por
72 horas

37°C até o
pH atingir
4,7-4,8

12 horas

Os
probidticos
foram
adicionados
diretamente
e
armazenados
a 7°C sem

Viabilidade no

final da

fermentacao/inicio
da armazenagem a

frio

>10 8 ufc/mL

~10 ? ufe/mL

>10 ? ufc/mL

N3do informado

~10 7 ufe/mL

10 8 ufe/mL

31

Viabilidade
no final do
armazename
nto

>10 8 ufc/mL

>10 7 ufc/mL

>10 7 ufc/mL

~10 ¢ ufc/mL
>10 & ufc/mL
107 -

10 ® ufc/mL

>10 7 ufc/mL

>10 7 ufe/mL



Tipo de

produto Produto Cepa probidtica

Leite de
caju B. animalis BB-
probiotic 12
0
Lb.
logurte  acidophilus e B.
probiotic lactis em
o de leite combinagdo com
de fermentos de
améndoa iogurte
convencionais

32

Viabilidade no I
Viabilidade
final da
de - e . no final do
. fermentacao/inicio
fermentaca armazename
da armazenagem a

0 . nto
frio

Condicoes

uma etapa de
fermentacao
separada

Os
probioticos
foram
adicionados
diretamente
e 10 & ufc/mL
armazenados
a4°C sem
uma etapa de
fermentacao
separada

>10 & ufe/mL

Nao

) N3do informado
informado

>10 7 ufc/g

Lb. - Lactobacilos; S. - Saccharomyces; B. -

Bifidobacterium; St. - Streptococcus

Fonte: adaptado de RASIKA et al., 2021

34 Babacu

O babagu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) ¢ uma palmeira pertencente a familia

Aracacea, geralmente encontrada na zona de transicao entre os biomas da Floresta Amazonica

e o Cerrado, especialmente na regido que engloba a Mata de Cocais, no norte e nordeste do

Brasil (LIMA et al., 2020; PAIXAO et al., 2019). Diversas partes da planta podem ser
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aproveitadas em diferentes segmentos, coco babacu ¢ especialmente explorado para a extragao
do ¢6leo refinado, e segue tendo grande contribuicdo na subsisténcia de muitas familias,
sobretudo nas comunidades de quebradeira de coco no estado do Maranhao, onde se estima que

80% das palmeiras se encontram, e cujo mercado emprega aproximadamente 300.00 pessoas

(CARNEIRO et al., 2014).

Figura 6 — Babacu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng), representacao do fruto, divisdes e

fonte do extrato hidrossoluvel do coco babacu.
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babagu)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O coco babacgu possui epicarpo (11% da massa), mesocarpo (23%), endocarpo (59%), e
améndoa (7%). O 6leo de coco babacu ¢ extraido a partir da améndoa, ¢ um dos principais
produtos relacionado ao fruto (TEIXEIRA et al., 2018). Além do 6leo, ¢ possivel produzir um

tipo de "leite" vegetal a partir da améndoa do coco babagu. O extrato hidrossoluvel da améndoa
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¢ rico em acidos graxos, carboidratos, fibras, compostos fendlicos como acido elagico, acido
galico, catequinas e epicatequinas. Sua baixa acidez ¢ uma caracteristica interessante ao
crescimento de microrganismos de interesse industrial (CARNEIRO et al., 2014; HOLANDA
et al., 2020).

3.5 Buriti

O buriti (Mauritia flexuosa L.f.) é uma palmeira da familia Aracacea com ampla
distribui¢do na regido amazonica, e uma das mais numerosas no territorio brasileiro (MILANEZ
et al., 2018). A versatilidade e o aproveitamento de diversas partes da planta destacam seu
potencial econdmico sustentdvel (AFONSO, 2011). O fruto ¢ envolto por uma casca composta
por escamas marrom-avermelhadas, sua polpa de coloracdo alaranjada ¢ rica em nutrientes,
como proteinas (entre 1,30% e 3,39% da massa da polpa) lipidios (18,16% a 51,67%) e
carboidratos (25,53% a 31,24%). O buriti também € rico em fibras prebidticas, carboidratos nao
digeriveis que estimulam o crescimento de bactérias probidticas (BATISTA CARNEIRO;
MELLO CARNEIRO, 2011; CURIMBABA et al., 2020).

Figura 7 — Buriti (Mauritia flexuosa L.f.), representacdo do fruto, suas partes e fonte da polpa

usada na bebida mista.
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Buriti

Mauritia flexuosa

Polpa de Buriti

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Sua polpa ¢ rica em fendlicos como o &cido p-cumédrico, acido ferulico, acido cafeico,
acido protocatecuico, 4cido clorogénico e flavonoides como catequina, epicatequina, apigenina,
luteolina, miricetina kaempferol e quercetina (MILANEZ et al., 2018). Estudos com a polpa do
buriti j& demonstraram que o fruto possui atividade antioxidante e imunomoduladora,
geralmente associado a seus bioativos, a capacidade de inibir radicais livres dos &cidos fenolicos
e flavonoides de sua composi¢do, bem como de suas fibras prebiodticas de interagir com o
sistema imunologico e seu consumo aumentar a producdo de AGCC e a funcdo da barreira

epitelial intestinal (CURIMBABA et al., 2020)

3.6 Caju

O caju (Anacardium occidentale L.) ¢ uma arvore da familia Anacardiaceae,
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originalmente nativa do Brasil, embora tenha sido exportada para outros paises de clima
semelhante como Vietna e India, respectivamente os maiores produtores e processadores da
castanha de caju na atualidade (DENDENA; CORSI, 2014). As diversas espécies do género
Anacardium, todas nativas do Brasil, possuem fen6tipos distintos que vao da variacao de altura
das arvores a acidez do pseudofruto (OLIVEIRA et al., 2020). O fruto do cajueiro ¢ a castanha
de caju, e o produto mais explorado da planta, ¢ responsavel por um mercado de alto padrao e
crescimento constante (DENDENA; CORSI, 2014). O pedanculo, pseudofruto do caju,
representa cerca de 90% da massa do fruto (castanha e pedinculo), € suculento, e popularmente

conhecido como caju (PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011).

Figura 8 — Caju (4Anacardium occidentale L.), representacao do fruto, drvore, suas partes e a

fonte da polpa usada na bebida mista.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Embora represente grande parte da massa do fruto, seu mercado ¢ bem menor do que da
castanha, e ¢ comumente comercializado na forma de polpa processada, uma vez que ¢
rapidamente perecivel. A polpa € rica em diversos bioativos, vitamina C, taninos, e teor mineral
de célcio e fosforo (OLIVEIRA et al., 2020). Rico em compostos antioxidantes, agucares
redutores e fibras, o caju possui alta capacidade de inibicao de radicais livres e potencial como
alimento funcional, além do maior aproveitamento de seu pedunculo possibilitar uma

exploracao mais sustentavel da planta (SINGH et al., 2019).

3.7  Fermentacio de matrizes vegetais

A fermentacdo ¢ um processo metabdlico realizado por certos microrganismos, fungos e
bactérias majoritariamente, capaz de transformar a matriz utilizada durante seu processo de
produgdo de energia através do substrato. Inicialmente este processo era usado para estabilizar
e aumentar a vida 1til de alimentos sensiveis as condi¢des ambientais e pereciveis, como o leite,
entretanto, com o tempo passou a ser usado para alterar caracteristicas do material original,
como a incorporagdo de alcool a bebidas (TEREFE, 2016). Os metabolitos primarios
produzidos pelos microrganismos geralmente variam com o tipo de microrganismo usado € a
matriz vegetal. Alcool e diéxido de carbono sio produzidos por leveduras, acido acético por
Acetobacter, acido lactico por bactérias do acido lactico, entre outros (MARCO et al., 2017).

O 4cido lactico produzido pelas BAL agrega algumas das principais caracteristicas das
bebidas fermentadas, como o aroma e sabor acido e fermentado, porém esse metabdlito também
exerce atividade antimicrobiana melhorando a conservacdo dos alimentos. Além do acido
lactico, na matriz vegetal os probiodticos sdo capazes de metabolizar componentes das plantas,
consumir carboidratos e gerar pds bidticos altamente funcionais (GUAN; XIONG; XIE, 2021).
A biotransformacao decorrente desse metabolismo melhora a bioacessibilidade de compostos
fenolicos, que embora possuam diversas aplicagdes bioldgicas, sdo pouco absorvidos na
alimentacdo tradicional (DE ASSIS et al., 2021a).

A melhora da bioacessibilidade pode ser observada no estudo de Voss. et al. (2021), onde
o conteudo de glicosideos de isoflavonas da bebida de okara diminuiu apo6s a fermentagao
enquanto as agliconas aumentaram. Essa mudan¢a no perfil quimico melhorou a
bioacessibilidade uma vez que as agliconas sdao melhor absorvidas pelo organismo. Diversas
frutas possuem componentes com capacidade bactericida em sua composi¢do como compostos

fenolicos, acido salicilico, acido citrico, que atuam como adjuvntes aos mecanismos
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antibacterianos dos probioticos ou servem como substrato metabdlico no processo de produgao

de peptideos bioativos (Figura 9) (ARBOS; STEVANI; CASTANHA, 2013).

Figura 9 — Impacto da fermentacdo nas atividades antioxidantes e antimicrobianas de
probioticos em bebidas e alimentos fermentados. (A) melhora o perfil quimico, o contetido de

compostos bioativos,

(B) producdo de compostos bioativos antimicrobianos,

como

bacteriocinas, (C) mecanismos da atividade antimicrobiana: 1 - ligacdo a membrana celular
bacteriana por meio de receptores compativeis e formar poros; 2- desestabilizagdo da carga
i6nica; (3) desestabilizar a membrana devido a sua carga destrui¢do da parede celular do

peptidoglicano.
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Fonte: (COSTA et. al., 2024)

A matriz vegetal pode também atuar como um aliado na proteg@o dos probidticos durante

o transito gastrointestinal (PRAMANIK; VENKATRAMAN; VAIDYANATHAN, 2023).

Como apontado anteriormente, grande parte dos beneficios associados aos probidticos se

baseiam em sua chegada ¢ adesdo ao ambiente intestinal. O caminho para chegar até este
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ecossistema possui obstaculos como o suco gastrico e atividade enzimatica. Um estudo com
probioticos em sucos de roma, descreveu uma melhora na bioacessibilidade do fermentado ap6s
a digestdo simulada (VALERO-CASES; NUNCIO-JAUREGUI; FRUTOS, 2017). Outro
estudo com uma bebida fermentada de meldo e macga durante a digestao simulada mostrou uma
manuten¢do da atividade antioxidante no decorrer dos estagios (TANG et al., 2023). Esses
resultados sugerem que a matriz vegetal fermentada pode proteger o probidtico durante a

digestao e melhorar suas propriedades funcionais em seu sitio alvo.

3.8  Alegacoes de Saude

Diversos beneficios associados aos probioticos ja foram citados neste trabalho, entre os
quais se destacam a colonizagdo de bactérias comensais no intestino, preven¢ao de infecgoes,
reducdo da inflamagdo intestinal e do risco de cancer de coélon, melhora na absor¢do de
nutrientes e produ¢do de vitaminas e acidos graxos de cadeia curta (LATIF et al., 2023a). Os
mecanismos associados a esses beneficios sdo variados, alguns inerentes a defini¢do como
probidticos, outros raros e altamente especificos para certas cepas (Figura 11) (HILL et al.,

2014a).

Figura 10 — Classificacdo de mecanismos associados a probidticos.
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Raro
Efeitos especificos da cepa

« Efeitos neurolégicos

« Efeitos imunolégicos

- Efeitos endocrinolégicos

- Produgao de bioativos especificos

Frequente
Efeitos em nivel de espécie

- Sintese de vitaminas » Metabolismo de sais biliares
- Antagonismo direto - Atividade enzimatica
« Reforgo da barreira intestinal « Neutralizac&o de carcinégenosl|

Amplamente difundido
Entre os probioticos estudados

« Resisténcia a colonizagao « Normalizagao da microbiota perturbada
« Producéo de acido e SCFA « Aumento da rotatividade de enterdcitos
» Regulagéo do transito intestinall - Exclusdo competitiva de patégenos

Fonte: Hill et. al. 2014 (adaptado para o portugés)

Estes mecanismos por vezes podem parecer abstratos, entretanto, seus beneficios sdo
refletidos quando o uso de probiodticos ¢ associado a profilaxia e tratamento de certas doengas.

Em sua meta-analise Ritchie e Romanuk sugeriram que o principal efeito benéfico dos
probidticos estd ligado a prevencdo e tratamento de doencas gastrointestinais (RITCHIE;
ROMANUK, 2012). Hipdcrates, 2000 a.C disse “a morte estd nas entranhas”. Quadros
inflamatorios estdo presentes em diversas doencas. O microambiente intestinal ¢€
particularmente suscetivel a eventos inflamatorios devido a populacdo de microrganismos e
antigenos ali presentes, separados apenas por uma camada epitelial do ambiente estéril do corpo
(ZMORA et al., 2017). Essa relagdo se baseia em um intrincado equilibrio entre mecanismos
pré e anti-inflamatorios, reconhecimento de padrdes associados a patogenos (PAMPs), e
tolerancia antigénica adquirida pela interagcdo de diversos fatores do sistema imune (ZMORA
etal., 2017).

Diversas doengas cronicas ndo transmissiveis como diabetes e obesidade desencadeiam
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uma inflamagdo constante e de baixo grau no ambiente intestinal, enquanto doenca de Crohn e
colite ulcerosa, que afetam diretamente o trato gastrointestinal (TGI) podem ser determinantes
para o desenvolvimento de cancer colorretal (ULLMAN; GASTROENTEROLOGY;
2011;Furman et al., 2019). Pacientes com retocolite ulcerativa tratados com probidticos
apresentam quadros atenuados da doenca e previnem a recidiva através da inibi¢ao da ativagao
de NF-kB e consequente diminuicdo de TNF-A e IL-1p (CUI et al., 2004). Na doenga de Crohn
a suplementacao probiotica reduz os niveis de citocinas pro-inflamatérias como IL-8 e IL-1B
na mucosa (PLAZA-DIAZ et al., 2017). Inflamagdes intestinais também sofrem com o acimulo
de radicais livres e o estresse oxidativo, as propriedades antioxidantes dos probidticos também
exercem efeito anti-inflamatorio através da inibi¢ao desses radicais.

Além de quadros inflamatérios, o consumo de probidticos ¢ vital para o tratamento da
disbiose, que ocorre com o desequilibrio da flora bacteriana (WALKER, 2017). Evidéncias
apontam que a perda de bactérias comensais e a proliferacdo de patégenos entéricos podem
afetar a homeostase do intestino, desencadeando respostas inflamatérias e favorecendo o
desenvolvimento de cancer colorretal, e 0o organismo como um todo, propiciando a alergia,
asma e doencgas metabolicas (CARDING et al.,, 2015). Usar bactérias benéficas como
probidticos € vital para repovoar o intestino e restabelecer o equilibrio perdido com a disbiose.
O uso de simbiodticos, a associagdo de prébioticos e probidticos, tem sido adotada pelos
mecanismos ja citados, a competicdo com patogenos, excrecao de peptideos bioativos, melhora
na permeabilidade do epitélio intestinal e interagdo imunologica, (APPANNA, 2018).

Os mecanismos antimicrobianos dos probidticos tem sido investigado para uso na
prevencgdo e tratamento de doengas infecciosas. A resisténcia antibiotica tem se consolidado
como um dos principais problemas de saude publica, responsavel por cerca de 700.000 mortes
ao redor do mundo, sendo as infecg¢des diarreicas associadas a 1,5 milhdes de obitos no ano de
2019, tratamentos adjuvantes e alternativos sao alvo de pesquisas (HUEMER et al., 2020; WHO,
2019). Essas bactérias sdo capazes de reduzir a incidéncia de infeccdes agudas do trato
respiratorio superior, prevencdo e efeito adjuvante a antibidticos no combate a infecgdes
urindrias pediatricas (ROSTAMI et al., 2018). U so profilatico de probidticos em modelos de
sepse em animais também tem recebido atencdo, com resultados como a melhora na taxa de
mortalidade dos animais tratados, diminuicdo da bacteremia e reduc¢do de citocinas pro-
inflamatorias (KHAILOVA et al., 2013).

Diversas pesquisas apontam para o uso de probidtico na profilaxia e tratamento de
doencas. Entretanto, ¢ importante ressaltar que quando veiculado como alimento funcional, ndo

pode ser considerado tratamento, mas ferramenta de promocao a saude.
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ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF PROBIOTICS:
INSIGHTS FROM IN VITRO ASSAYS
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Cristina Gongalves Maciel

Abstract

Probiotics are microorganisms that provide health benefits at adequate doses and exhibit notable
antioxidant and antimicro bial activities. These properties play crucial roles in combating
chronic diseases linked to oxidative stress and antimicrobial resistance. This review aimed to
summarize the antioxidant and antimicrobial properties of probiotics determined in in vitro
studies and discuss mechanistic actions and analysis methods. The MEDLINE (PubMed), Web
of Science, Scopus, Science Direct, and Embase databases were utilized. The included articles
demonstrated the antioxidant and antimicrobial activities of both isolated and food matrix-
associated probiotics, with the most common genera being Lactobacillus, Bifidobacterium,
Saccharomyces, and Streptococcus. Antioxidant activity was the most studied property,
yielding varied results attributed to evaluation tests and probiotic strain. Antibacterial activity
was consistently reported in all studies. Additionally, fermentation with probiotic
microorganisms improved the content and bioaccessibility of bioactive compounds. In
conclusion, analysis results highlight the antioxidant and antimicrobial activity of probiotics
reported in in vitro studies. They enhance bioac tive content and bioaccessibility and produce
novel beneficial metabolites during fermentation. These results reinforce the therapeutic
promise of probiotics associated with plant matrices and indicate the need for clinical studies

to confirm their efficacy in improving human health.

Keywords: Nutraceuticals; Bioactives; Biotransformation; Bacteriocins; Fermented Foods.
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7. CAPITULO II

BEBIDAS PROBIOTICAS MISTAS COM BABACU: ATIVIDADE
IMUNOMODULADORA, ANTIOXIDANTE E ANTIBACTERIANA DA
COMBINACAO COM BURITI OU CAJU

INTRODUCAO

Probioticos sdo microrganismos vivos potencialmente benéficos para a satide humana,
desde que administrados em quantidades adequadas (HILL et al., 2014a). Possuem capacidade
de regular a microbiota intestinal, combater a disbiose, além de atividade antioxidante,
imunomoduladora e antimicrobiana (PLAZA-DIAZ et al., 2020). Por exemplo, bactérias
produtoras de acido lactico, como o género Lactobacillus, demostraram ser capazes de inibir a
peroxidacdo do acido linoleico e a autoxidagdo do ascorbato, também produzem peptideos
bioativos como bacteriocinas, capazes de inibir bactérias patogénicas por diversas vias, além
de estimularem o sistema imunolégico interagindo com o epitélio e células do sistema imune
(ANJANA; TIWARI, 2022).

Esses produtos sdo tradicionalmente associados a bebidas lacteas; no entanto, a
incorporagado de probioticos em matrizes vegetais tem sido amplamente investigada nos tltimos
anos, visando alcangar o publico que, em geral, ndo consome produtos de origem animal
(MONTEMURRO et al., 2021). Alérgicos a proteina do leite, adeptos ao vegetarianismo e
individuos lacto-intolerantes, ndo consomem leite ou derivados e podem encontrar dificuldade
em ter acesso a alimentos probioticos (CSATLOS et al., 2023). Nesse contexto bebidas vegetais
a base de castanhas e améndoas tem se popularizado, a adi¢dao de frutas diversas pode inserir
variedade sensorial, nutricional e aprimorar as caracteristicas funcionais de promog¢ao de satide
desses alimentos, além de proteger as bactérias durante o transito intestinal, melhorando sua
bioacessibilidade (KIM; OH, 2024).

O consumo de alimentos fermentados baseados em matriz vegetal ja4 demonstrou
capacidade anti-inflamatoria em doencgas intestinais (CELIBERTO et al., 2017), modulagao
positiva da microbiota (DE CARVALHO MARCHESIN et al., 2018), melhora na sobrevida e
atividade anti-inflamatoria na sepse (WANG et al., 2021) em modelos animais. Estes resultados

em geral refletem a interagdo do probidtico com o organismo, diminui¢cdo da producao de
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citocinas inflamatérias como TNF-a, e de radicais como 6xido nitrico, porém os mecanismos
envolvidos nesta interacdo nem sempre estdo claros. Ha evidéncias de que a fermentacdo da
matriz vegetal gera compostos bioativos que melhoram as propriedades funcionais dos
probioticos (SASI et al., 2023).

Através de ensaios in vitro, outros autores observaram o potencial funcional de
probidticos isolados, ou associados a formulagdes alimentares através de reducdo de radicais
livres pelo aumento do metabolismo de fendlicos (WU et al., 2023), biotransformagao de
moléculas para melhora da bioacessibilidade (DE ASSIS et al.,, 2021), e obtencdo de
metabolitos presentes no sobrenadante livre da cultura com atividade bactericida (EL-DEIN et
al., 2021). Essa abordagem permite uma avaliagao focada nos mecanismos aquém de interagdes
multifatoriais e complexas com o organismo e permite investiga-los de forma aprofundada
(PAPADIMITRIOU et al., 2015).

Recentemente nosso grupo desenvolveu duas bebidas mistas probidticas, uma contendo
o extrato hidrossolivel da améndoa do babacu e polpa de buriti, ¢ outra com o extrato
hidrossoltivel da améndoa do babacu e polpa de caju (MADEIRA, 2024). Adicionalmente, as
bebidas foram avaliadas em um ensaio in vivo com tratamento profilatico em camundongos da
linhagem Swiss com posterior inducdo de sepse em modelo de ligadura e pungao cecal (CLP),
cujos resultados apontaram modulagdo do sistema imune dos camundongos sépticos (DIAS,
2023). Entretanto, os mecanismos envolvidos ndo estdo claros. O objetivo deste estudo foi
investigar o potencial funcional das duas bebidas mistas através da avaliagdo da viabilidade
probidtica, citotoxicidade, atividade antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora e
caracteristicas fisico-quimicas antes e apds a fermentacao probiotica, e dessa forma fornecer
evidéncias sobre os mecanismos envolvidos na obtencdo dos beneficios associados ao seu

consumao.

METODOS

Preparo das bebidas mistas probidticas de extrato da améndoa coco babacu e caju ou
buriti e obtenciao do sobrenadante.

As bebidas mistas probidticas foram preparadas no laboratorio de Quimica de Alimentos
do Curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Maranhao (UFMA). Dois
tipos de bebidas mistas probidticas fizeram parte da avaliagdo, uma contendo extrato de coco

babacu e polpa de buriti e outra contendo extrato de coco babacu e polpa de caju. As bebidas
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foram elaboradas de acordo com condigdes pré-estabelecidas em registro de patente depositada
no INPI (BR10202400376), sendo a bebida contendo extrato de coco babagu e caju com 13,9%
de polpa e 5,6 de pH inicial e daquela com extrato de coco babacu e buriti com 13,7% de polpa
e 6,2 de pH inicial. Para as duas bebidas, o tempo ideal de fermentagao foi de 8 horas ¢ a
temperatura usada foi de 30°C. Para elaboragao das bebidas probioticas, o caldo MRS contendo
Lc. casei NRRL B-442 ativado foi inoculado na concentragdo de 7,00 log UFC/mL, que ¢ a
contagem minima recomendada para os microrganismos probioticos exercerem seus efeitos
benéficos (NUALKAEKUL; CHARALAMPOPOULOS, 2011). Apdés o processo de
preparacao e fermentacdo, as bebidas foram armazenadas sob congelamento (-18 °C). Bebidas
mistas de babagu e buriti e babagu e caju ndo fermentadas foram usadas como controle. O
sobrenadante foi obtido por centrifugag¢do a 9.700 rpm (8000 x g) por 10 minutos a 4°C e em
seguida filtrado em filtro bacteriologico de 0,22 um para os experimentos com células, ou

apenas centrifugado para os demais experimentos (MADEIRA, 2024).

Contagem de células viaveis do probiotico (Lacticaseibacillus casei NRRL B-442)

A viabilidade do probiotico foi determinada a partir da dilui¢ao seriada das bebidas até se
obter a diluicdo 107, Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des foram semeadas em placas contendo
MRS Agar (Agar De Man, Rogosa e Sharpe) em semeadura em superficie com auxilio de al¢a
de Drigalski. As placas foram incubadas invertidas a 37 °C por 72 h. Apods esse periodo, foi
realizada contagem das colonias tipicas de Lc. casei (PEREIRA et al., 2017).

Avaliaciao do pH

A determina¢do do pH das bebidas mistas de babacu e buriti ndo fermentados (BBnF),
babacu e buriti fermentados (BBF), da bebida de babagu e caju ndo fermentada (BCnF) e da
bebida fermentada de babagu e caju (BCF) foi realizada utilizando um potenciometro equipado
com eletrodo combinado (medidor de pH Mpa210, MS TECNOPON) devidamente calibrado
mediante leitura direta (JEONG et al., 2022a).

Avaliacio da Acidez

A determinac¢do da acidez foi feita medindo o teor de 4cido latico presente em 1 mL da

amostra diluida em agua destilada, pela titulagdo com NaOH, usando 3 gotas de fenolftaleina
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como indicador (KEMPKA et al., 2008).

Avaliacio do teor de Fendlicos Totais

O método colorimétrico Folin-Ciocalteu foi adotado para avaliar a composi¢do fendlica
das bebidas. Adicionamos 100 pL do sobrenadante puro das bebidas mistas a 1 mL de uma
solucdo de 20% de carbonato de sodio, e 100 pL de Folin-Ciocalteu (Vetec Quimica fina,
Brazil), com agua destilada até¢ o volume final de 4 mL por tubo. As amostras foram entao
homogeneizadas em vortex e armazenadas ao abrigo de luz por 2 horas. A leitura foi feita com
absorbancia de 760 nm em espectrofotometro UV-vis (Gehaka UV-340G). A concentragao de
compostos fendlicos foi determinada usando uma curva padrao de acido géalico e expressos

como equivalente de acido galico por grama de amostra (LIMA et al., 2023).

Avaliacao do teor de Flavonoides

O teor de flavonoides foi mensurado pelo método colorimétrico de cloreto de aluminio,
que formam complexos estdveis com os flavonoides em metanol. Adicionamos 500 uL do
sobrenadante obtido por centrifugagdo, 500 uL da solu¢do metandlica de cloreto de aluminio
hexahidratado (5%), a 3 mL de metanol. Apds homogeneizar em vortex, incubamos as amostras
ao abrigo de luz por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm. A leitura
foi feita em espectrofotometro UV-Vis (Gehaka UV-340G) em 425 nm, e uma curva padrao de
quercetina (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP, Brasil) foi usada para determinar a concentragao de
flavonoides, expressos como equivalentes de quercetina por grama de amostra (DUTRA et al.,

2023).

Cultura de células

Foram usados para os testes de citotoxicidade macrofagos da linhagem murina RAW
264.7 (doados pelo Laboratorio de Farmacologia e Bioquimica do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara — UFC, por
meio da professora Nylane Maria Nunes de Alencar) e fibroblastos GM07492A (doados pelo
Laboratorio de Imunologia Aplicada ao Cancer (LIAC) da Universidade Federal do Maranhao—
UFMA, por meio da professora Dra. Ana Paula Azevedo dos Santos) mantidos em garrafas de
cultivo celular estéreis com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco™)

contendo penicilina (100 pg/mL), estreptomicina (100 U/mL), anfotericina B (0,25 pg/mL),
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suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e para a cultura de RAW 1% de acido

piravico. Ambas as culturas foram mantidas em estufa a 5% de CO2 e temperatura de 37 °C.

Ensaio de citotoxicidade

Placas de 96 pogos foram preparadas com suspensdes de células (10° para RAW, e 5x10*
para GM, por pogo), e incubadas por 2 horas (RAW) ou overnight (GM) para adesdo. O
sobrenadante centrifugado foi entdo diluido em uma propor¢ao de 1:2 em meio DMEM, e
filtrado com filtro bacteriologico de 0,22 um, em seguida diluido de forma seriada (1:2, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32). As células foram incubadas com 100 puL das diluigdes por 24 horas. Foi
realizado um ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) para
avaliar a viabilidade das células expostas ao sobrenadante das bebidas mistas pela redugao do
sal de tetrazolio amarelo em cristais de formazan de coloracdo puarpura por células
metabolicamente ativas. Apds 24 horas, o sobrenadante diluido em DMEM foi substituido por
90 uL de um novo meio e 10 pL. de MTT, e incubadas novamente ao abrigo de luz por 3 horas.
Apo6s a incubagdo o meio foi retirado com cuidado para ndo remover os cristais de formazon
gerados pela metabolizacdo do MTT, e 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) adicionados como
diluente. As placas foram agitadas por 5 minutos e a absorbancia avaliada por espectrofotometro
a 540 nm em leitor de microplaca BioTek® (JEONG et al., 2022a).

As concentragdes que nao apresentaram citotoxicidade significativa foram selecionadas
para os ensaios de atividade antioxidante e imunomoduladora. Além disso, a viabilidade das
células apds a indugdo da inflamagdo foi avaliada por um novo ensaio de MTT, a fim de
monitorar a relagdo entre a viabilidade celular e a producao de NO, bem como garantir que a

exposicao ao LPS nio aumentou as taxas de morte celular.

Avaliacio da Atividade Antioxidante
Avaliacio da atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH.

A capacidade antioxidante das bebidas mistas probioticas contra radicais DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) foi avaliada em ensaio adaptado. O sobrenadante foi adicionado a
uma solucdo de DPPH em metanol nas dilui¢des 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, entdo incubados por 30
minutos em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Centrifugamos as amostras a 2.000 rpm
apds a incubacgdo devido a presenca de particulas no sobrenadante que tornariam a leitura

invidvel. A absorbancia foi determinada em espectrofotometro a 517 nm. Uma mistura de
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metanol ¢ DPPH foi usada como controle, ¢ uma solugdo com o sobrenadante das bebidas

fermentadas e metanol como branco (DUTRA et al., 2014).

Avaliacio da atividade antioxidante pela inibicao Peroxidacao lipidica.

Uma adaptag@o do ensaio proposto por Upadhyay et. al (2014) foi usada para avaliar a
capacidade de inibi¢do da peroxidacdo lipidica das bebidas mistas. Na primeira parte do
experimento, foi adicionado 100 puL de dgua destilada pura, 125 puL do sobrenadante diluido em
agua destilada para as concentracdes de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, mais 250 puL do substrato lipidico
(solugdo de gema de ovo a 5%), e 25 uL do reagente de Fenton, preparado 1/1 com solugdo de
sulfato ferroso (FeSO4) e solugdo de perdxido de hidrogénio (H202) ambas a 0,14 M,
responsavel pela peroxidagdo da reagdo, e incubamos a solucao ao abrigo de luz por 30 minutos.
Em seguida, acrescentamos 750 puL de uma solu¢do de acido tiobarbitirico (TBA) a 0,8%, 750
pL de acido acético a 20%, e 25 pL de acido tricloroacético (TCA) a 20%. A solugao foi entdo
levada ao banho maria a 95° por 60 minutos. Apds a incuba¢do em banho-maria, foi adicionado
3 mL de alcool butilico a solucdo e centrifugada a 3000 RPM por 15 minutos, em seguida a
camada superior contendo o butanol foi avaliada quanto a absorbancia por espectrofotometria

em 532 nm.

Avaliacio da atividade antimicrobiana
Microrganismos selecionados

A atividade antimicrobiana direta das bebidas mistas in vitro foi investigada contra os
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Estes microrganismos

geralmente estdo relacionados a sepse (FERREIRA et al., 2011).

Ensaio de concentracio inibitéoria minima.

O ensaio de concentragdo inibitoria minima (CIM), foi usado para avaliar a atividade
antimicrobiana. Adicionamos uma dilui¢ao seriada do sobrenadante das bebidas (1:2, 1:4, 1:8,
1:16 e 1:32) em caldo Mueller Hinton, bem como uma suspensao contendo os microrganismos
(S. aureus, E. coli ou P. aeruginosa) a placas de 96 pogos, que em seguida foram incubadas em
estufa a 37° C por 24 horas. Meio de cultura puro foi usado como controle negativo (Meio +

bacteria), e uma solu¢do com meio de cultura, antibidtico e bactérias como controle positivo
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(Gentamicina+Bacteria). Os resultados foram avaliados por teste colorimétrico utilizando a
resazurina como revelador da viabilidade celular bacteriana. O reagente foi adicionado aos
pocos e apos 2 horas as reagdes colorimétricas avaliadas, sendo a cor azul indicativo de auséncia

de crescimento microbiano e a cor rosa de crescimento (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2023).

Avaliacio da atividade imunomoduladora

A capacidade de modular a ativagdo de macrofagos foi avaliada utilizando um ensaio de
ativacdo de macrofagos por LPS para determinar a producao de 6xido nitrico (NO) através da
quantificagdo do nitrito pela reagdo de Griess. Macréfagos da linhagem murina RAW 264.7
foram usados nos testes. Microplacas de 96 pogos foram preparadas contendendo suspensdo de
células com 10° de macrofagos por pogo para os tempos de pré-incubagdo de zero e seis horas,
e 5x10* para o tempo de pré-incubagio de 24 horas, e incubadas overnight. O sobrenadante foi
submetido a diluigdo seriada (1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32) no meio DMEM. O tratamento ocorreu de
duas formas, paralelo a indugdo da inflamac¢ao com LPS (0 H), ou na forma de pré-tratamento
(profilatica), com incubagdo de 6 (6 H) ou 24 horas (24 H) antes do estimulo com LPS, sendo
que em ambas as formas as células permaneceram em incubagdo por mais 24 horas apds o
estimulo (Fig. 1). Células cultivadas em meio de cultura e solugdo de LPS foram utilizados
como o grupo controle, ou apenas células e meio como controle negativo (NOH et al., 2022).

A producao de 6xido nitrico foi estimada pela quantificacdo do nitrito, metabolito estavel
do NO. Transferimos 50 pl do sobrenadante de cada um dos pogos para uma nova placa junto
a 50 pL do reagente de Griess, incubados em seguida por 10 minutos ao abrigo da luz. A leitura
da absorbancia foi realizada por espectrofotometro a 550 nm em leitor de microplaca BioTek®

(NOH et al., 2022).

Figura 1 — Esquema de incubagdo para dosagem de NO
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Analise estatistica

Todos os testes foram feitos em triplicata e os resultados obtidos expressos com média e
desvio padrdo, e foram submetidos ao teste de normalidade, para analise posterior com os
métodos correspondentes. Para todos os testes foi utilizado o software Graph Pad Prism, o teste
foi versao 8.0, com um nivel de significancia de 5%, para amostra paramétricas com dois grupos
foi usado o teste t de Student , para aquelas com mais de dois grupos foi usado ANOVA com
teste post-hoc de Tukey’s, e para testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis com teste post-hoc de

Dunn (SOKAL et al., 1987).
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RESULTADOS
Contagem de células viaveis do microrganismo probiotico

Ambas as bebidas mistas se mostraram adequadas para o crescimento ¢ manutengao da
viabilidade dos probioticos inoculados, com crescimento superior a 8,77 Log UFC/mL para a
bebida de babagu e buriti, e 8,64 Log UFC/mL para a bebida de babacu e caju (MADEIRA,
2024).

Analise fisico-quimica e dosagem de Fenolicos e Flavonoides
Avaliacio de pH e Acidez

O conteudo de acidos aumentou apds a fermentagao da matriz, refletindo uma diminuigo

do pH como exposto na Tabela 1.

Tabela 1 — Valor de pH e Acidez das bebidas mistas de coco babagu e buriti e coco babagu e
caju antes e ap0s a fermentacido com Lacticaseibacillus casei.

Bebida Acidez (g de acido latico/100 mL) Valor de pH
BBnF 2,24 +0,42 5,23+0,14
BBF 3,00+ 0,36 3,84 +0,09"
BCnF 2,94+ 0,23 4,75+ 0,03
BCF 3,24+0,18 3,86 +0,03"

BBnF: bebida de Babagu e Buriti ndo fermentada

BBF: bebida de Babagu e Buriti Fermentada

BCnF: bebida de Babagu e Caju ndo fermentada

BCF: bebida de Babagu e Caju Fermentada

Os resultados representam a média = DP. As diferengas entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico
t de Studant, Médias seguidas por * diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Dosagem de compostos fenodlicos e flavonoides

A dosagem do teor de compostos fenolicos e flavonoides demonstrou uma queda na

concentracgdo apods a inoculacdo e fermentagdo probiotica (Tabela 2).

Tabela 2 — Conteudo total de compostos fenolicos e flavonoides expressos em mg EAG/g
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amostra e mg EQ/g amostra, respectivamente das bebidas mistas de coco babagu e buriti e
coco babagu e caju antes e ap0s a fermentacdo com Lacticaseibacillus casei.

Bebida C. Fenolicos (mg EAG g -1) Flavonoides (mg EQ g —1)
BBnF 12,0+0,022 0,216 + 0,005 2
BBF 8,4+0,02° 0,152+ 0,003 ®
BCnF 14,0 +0,032 0,268 + 0,003 2
BCF 8,8+0,02° 0,152 + 0,005 °

BBnF: bebida de Babagu e Buriti ndo fermentada

BBF: bebida de Babagu e Buriti Fermentada

BCnF: bebida de Babacu e Caju ndo fermentada

BCF: bebida de Babagu e Caju Fermentada

Os resultados representam a média = DP. As diferengas entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico
t de Studant, Médias seguidas por * diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Avaliacao de citotoxicidade

Figura 2 — Ensaio de citotoxicidade em GM07492A das bebidas mistas de coco babagu e
buriti e coco babagu e caju antes e apds a fermentagdo com Lacticaseibacillus casei.
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Fibroblastos GM07492A (5x10* por pogo) foram incubados com diluigdes do sobrenadante das bebidas mistas
(1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) por 24 horas, submetidos em seguida a um ensaio de MTT (10uL ), e incubados por 3
horas. A absorbancia foi avaliada por espectofotometro a 540 nm em leitor de microplaca. A — BBnF (bebida de
Babagu e Buriti ndo fermentada) e BBF (bebida de Babagu e Buriti Fermentada); B — BCnF (bebida de Babagu ¢
Caju nao fermentada) e BCF (bebida de Babagu e Caju Fermentada). As diferencas entre cada grupo foram
determinadas pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estdo apresentados como média + SEM de pogos
triplicados e sdo representativos de dois experimentos independentes; * p < 0,05 e # p < 0,0001 em relagdo ao

grupo controle (0 pg/mL).

Figura 3 — Ensaio de citotoxicidade em RAW 264.7 das bebidas mistas de coco babagu e
buriti € coco babagu e caju antes e apds a fermentacao com Lacticaseibacillus casei.
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Macrofagos Raw 264.7 (10° por pogo) foram incubados com dilui¢des do sobrenadante das bebidas mistas (1:2,
1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) por 24 horas, submetidos em seguida a um ensaio de MTT (10uL ), e incubados por 3 horas.
A absorbancia foi avaliada por espectofotometro a 540 nm em leitor de microplaca. A — BBnF (bebida de Babacu
e Buriti ndo fermentada) e BBF (bebida de Babacu e Buriti Fermentada); B — BCnF (bebida de Babagu e Caju nao
fermentada) e BCF (bebida de Babagu e Caju Fermentada). As diferengas entre cada grupo foram determinadas
pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estdo apresentados como média + SEM de pocos triplicados e sao
representativos de dois experimentos independentes; * p < 0,05 e # p < 0,0001 em relagdo ao grupo controle (0
pg/mL).

No ensaio de citotoxicidade com GMO07492A, a maior concentragdo (1:2) apresentou
toxicidade significativa (#p<0,0001) para ambos os fermentados, enquanto nas demais
concentracdes a viabilidade celular foi superior a 80%. Foi observado proliferagdao celular

significativa em 1:8, 1:16 e 1:32. Ja as bebidas ndo fermentadas ndo apresentaram toxicidade
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em nenhuma das concentragdes avaliadas, e apenas a bebida ndo fermentada com buriti
expressou proliferagdo celular significativa (1:16 e 1:32) (Fig.2).

Os resultados do ensaio de citotoxicidade com RAW 264.7 foram semelhantes, as bebidas
probioticas tiveram toxicidade significativa na maior concentragdo (1:2) para ambas (*p<0,05
e #p<0,0001), e 1:4 em BCF. A bebida fermentada de caju também ocasionou a proliferacao
celular significativa em 1:32. J4 o ndo fermentados ndo ocasionaram morte celular significativa

em nenhuma das concentragdes, com proliferacao celular para BBnF em 1:4 e 1:8. (Fig. 3).

Atividade antioxidante

Figura 4 — Atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH das bebidas mistas de
coco babacu e buriti e coco babagu e caju antes e ap6s a fermentacdo com Lacticaseibacillus
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O sobrenadante das bebidas (1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) foi avaliado contra o radical DPPH. Apds incubagdo (30 min.)
e centrifugacdo, as amostras foram analisadas por espectrofotometria a 517 nm. Utilizou-se controle com DPPH e
branco com metanol. A — BBnF (bebida de Babagu e Buriti ndo fermentada) ¢ BBF (bebida de Babagu e Buriti
Fermentada); B — BCnF (bebida de Babagu e Caju ndo fermentada) e BCF (bebida de Babagu e Caju Fermentada).
As diferencas entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estdo apresentados
como média = SEM de pogos triplicados e sdo representativos de dois experimentos independentes; * p < 0,05 e #
p <0,0001 em relagdo ao grupo controle (0 pg/mL).

Figura 5 — Atividade antioxidante pela Inibicdo da Peroxidac¢ao Lipidica das bebidas mistas
de coco babacu e buriti € coco babagu e caju antes e apds a fermentacdo com
Lacticaseibacillus casei.
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Foi utilizado um ensaio adaptado para avaliar a inibigdo da peroxidacao lipidica, empregando um substrato lipidico
e o reagente de Fenton como indutor oxidativo. Apds a incubagdo com os sobrenadantes nas diluigdes 1:4, 1:8,
1:16 e 1:32, o complexo TBA-MDA formado foi extraido com butanol e quantificado por espectrofotometria a
532 nm. A — BBnF (bebida de Babagu e Buriti ndo fermentada) e BBF (bebida de Babagu e Buriti Fermentada);
B — BCnF (bebida de Babagu e Caju nao fermentada) e BCF (bebida de Babagu e Caju Fermentada). As diferencas
entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estdo apresentados como média +
SEM de pogos triplicados e sao representativos de dois experimentos independentes; * p < 0,05 e # p < 0,0001 em
relagdo ao grupo controle (0 pg/mL).

Todas as bebidas apresentaram atividade antioxidante. No ensaio contra radicais DPPH a
atividade antioxidante das bebidas mistas de babagu e buriti foi dependente da dose. A bebida
de buriti e babacu ndo fermentada obteve melhor desempenho de sequestro de radicais do que
a bebida fermentada de forma geral, com atividade antioxidante significativamente superior
(p<0,05) nas diluicoes de 1:8 e 1:16. As bebidas de caju e babacu demonstraram alta capacidade
antioxidante em todas as concentracdes. O fermentado de caju e babagu foi significativamente
melhor na menor diluicdo em relagdo a ndo fermentada (Fig. 4).

A bebida mista de babacu e buriti ndo fermentada obteve melhor capacidade de inibi¢ao
da peroxida¢do em comparacao a bebida probidtica, especialmente nas diluicdes 1:4 e 1:8,
enquanto na concentra¢do 1:32 o fermentado foi melhor. Para as bebidas de caju e babagu o
fermentado se manteve proximo ou melhor que o ndo fermentado, e na razdo 1:32 foi

significativamente melhor (p<0,05) (Fig. 5).

Atividade antibacteriana

As bebidas mistas ndo apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma das

concentracoes avaliadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), antes ou ap0s a fermentagado probidtica.
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Atividade imunomoduladora

Figura 6 — Dosagem de Oxido Nitrico para as bebidas de babagu e buriti, comparagio entre
tempo de pré-exposicao.
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Foi utilizado um ensaio de ativagdo de macrofagos da linhagem RAW 264.7, estimulados com LPS. As bebidas
foram testadas em diferentes dilui¢des (1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) como tratamento simultaneo (0 h) ou pré-tratamento
(6 h e 24 h). A producdo de 6xido nitrico, marcador inflamatorio, foi quantificada indiretamente pela dosagem de
nitrito por reac¢do de Griess e leitura espectrofotométrica a 550 nm. A — BBnF (bebida de Babagu e Buriti ndo
fermentada); B— BBF (bebida de Babagu e Buriti Fermentada). As diferengas entre cada grupo foram determinadas
pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estdo apresentados como média + SEM de pogos triplicados e sdo
representativos de dois experimentos independentes; * p < 0,05 e # p < 0,0001 em relagdo ao grupo controle (0

pg/mL).
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A bebida ndo fermentada de babagu e buriti diminuiu a produgdo de 6xido nitrico na
concentragdo de 1:4 e 1:8 em todos os tempos de exposi¢do de forma significativa (* p < 0,05
para 0 horas e # p < 0,0001 para 6 e 24 horas de pré-exposi¢ao), com seis horas de pré-incubacao
também houve reducdo em 1:32 (* p < 0,05) e com 24 horas também reduziu em 1:16 (* p <
0,05) (Fig. 6). A bebida fermentada de babagu e buriti ndo afetou significativamente a produgao
do 6xido nitrico em incubagdo simultanea (0 horas), ou em pré-incubagao de seis horas (6 horas),

ja com 24 horas de pré-incubagdo houve redugdo significativa do radical em 1:4 (* p < 0,05)

(Fig. 6)

Figura 7 — Dosagem de Oxido Nitrico para as bebidas de babacu e caju, comparagéo entre
tempo de pré-exposicao.
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Foi utilizado um ensaio de ativacdo de macréfagos da linhagem RAW 264.7, estimulados com LPS. As bebidas
foram testadas em diferentes dilui¢des (1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) como tratamento simultaneo (0 h) ou pré-tratamento
(6 h e 24 h). A producdo de 6xido nitrico, marcador inflamatorio, foi quantificada indiretamente pela dosagem de
nitrito por rea¢do de Griess e leitura espectrofotométrica a 550 nm. A — BCnF (bebida de Babagu e Buriti ndo
fermentada); B— BCF (bebida de Babagu e Buriti Fermentada). As diferengas entre cada grupo foram determinadas
pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estdo apresentados como média £ SEM de pogos triplicados e sdo
representativos de dois experimentos independentes; * p < 0,05 e # p < 0,0001 em relag@o ao grupo controle (0
pg/mL).

A bebida nao fermentada de babagu e caju diminuiu a produgdo de 6xido nitrico na
concentracao de 1:4 em todos os tempos de exposicao de forma significativa (* p < 0,05 para 0
horas e # p <0,0001 para 6 e 24 horas de pré-exposi¢cdo), e quando incubada 24 horas antes do
estimulo com LPS, também houve diminui¢ao da producdo do radical nas concentragdes de 1:8
#p=<0,0001)e1:16 (* p<0,05) (Fig. 7). Ja a bebida fermentada de babacu e caju ndo interferiu
significativamente na produ¢do de NO em incubagdo simultinea (0 horas), porém estimulou a
produgdo do radical com seis horas de pré-exposic¢ao para 1:8 ¢ 1:16 (* p <0,05), enquanto com
24 horas de pré-exposi¢do o aumento na producdo do radical foi observado nas menores

concentracgdes, 1:16 e 1:32 (* p <0,05), e reduziu a producdo em 1:4 (Fig. 7).

DISCUSSAO

A fermentacdo das bebidas mistas pelo probidtico Lacticaseibacillus casei alterou
significativamente tanto componentes bioativos quanto suas propriedades funcionais.

O crescimento e a manutengdo dos probidticos ¢ determinante para a avaliacao de novos
substratos capazes de carrear os microrganismos, uma vez que, para ser considerado probiotico
e, portanto, ter impacto fisioldgico contagens acima de 7 Log UFC/mL sdo recomendadas
(PEREIRA et al., 2013). As duas bebidas mistas se mostraram adequadas para o crescimento e
manuten¢do da viabilidade dos probidticos inoculados, com crescimento superior a 8,00 Log
UFC/mL. O crescimento e viabilidade dos probidticos na matriz vegetal encontra maiores
desafios em relagdo aos produtos lacteos, pois a acidez do meio vegetal pode influenciar a
proliferacdo e sobrevivéncia das bactérias. Além disso, temperatura, a cepa usada e sua
capacidade de usar a matriz vegetal como substrato durante a fermentacao, também sao fatores
de grande importancia para a obten¢ao de um substrato adequado para a formulagao de bebidas
probioticas vegetais (PEREIRA et al., 2013; PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011).

Esse resultado pode ter sido proporcionado pelas caracteristicas dessas matérias-primas,
visto que o extrato do coco babacu ¢ rico em carboidratos e fibras que podem atuar como

prebidticos, assim como o Buriti, enquanto o suco de caju ja foi avaliado anteriormente como
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substrato adequado para o crescimento probidtico, alcangando valores semelhantes de células
viaveis (PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011; SINGH et al., 2019).

Lacticaseibacillus casei NRRL B-442, probidtico usado nas bebidas estudadas, ¢ uma
bactéria produtora de acido latico, que durante a fermentacdo produz &acido latico como
metabolito (GUAN; XIONG; XIE, 2021). O aumento predominante do acido latico nas bebidas
mistas fermentadas ocasiona a diminui¢do do pH (Tabela 2). O aumento na acidez incorpora
algumas das principais caracteristicas sensoriais de bebidas fermentadas, como o sabor acido e
o aroma de fermentado, bem como pode melhorar a conservagao, pois reduzir a contaminagao
por bactérias patogénicas que tem como pH neutro, o ponto 6timo para crescimento (GUAN;
XIONG; XIE, 2021).

Entretanto, o aumento da acidez apos a fermentagao pode ter afetado a viabilidade celular
pela acidificagdo do meio de cultura. Ambas as bebidas nao fermentadas niao apresentaram
toxicidade significativa em RAW ou GM, enquanto as bebidas probidticas apresentaram
viabilidade celular inferior a 70% na maior concentracao (1:2). Este resultado pode ser atribuido
ao baixo pH dos fermentados, decorrente do aumento do acido latico apos a fermentacdo. Os
protocolos para a manutencdo das culturas recomendam o pH ideal geralmente préximo do
neutro (7,0~7,4) (ATCC, 2025). Resultados semelhantes foram encontrados por Fochesato et
al., 2020 avaliaram a viabilidade de uma mistura probidtica para uso como suplemento
alimentar em células Vero, com a porcentagem de células viaveis inferior a 20% na maior
concentragdo, que o autor também relacionou a presenga aumentada de acido lactico no meio
de cultura e consequente diminui¢ao do pH.

As demais diluigdes apresentaram boa viabilidade em comparacdo ao controle. As
bebidas fermentadas influenciaram positivamente a proliferacdo celular, um forte indicativo de
que sdo um substrato nutritivo apropriado. Outro estudo com bebidas probioticas, este a base
de sementes, raizes, tubérculos e partes aéreas de varias plantas obteve resultados semelhantes
com estimulo a proliferacao das células (BOY et al., 2021; MAO; ZHANG:; XU, 2020).

Além da acidez, a fermenta¢do influenciou o teor de compostos fendlicos totais e
flavonoides, que diminuiram apds a fermenta¢do dos probioticos (Tabela 3). Os compostos
fendlicos e flavonoides sdo produzidos pelo metabolismo secundério das plantas por varias vias
bioquimicas, e desempenham diversas fungdes vitais para os organismos vegetais
(ROCCHETTI et al., 2022). A diminui¢do dos compostos fendlicos apds a fermentagao ja foi
observada em outros estudos com bebidas probidticas vegetais. De forma geral, ocorre uma
variagdo significativa desses bioativos em relacdo ao tempo de fermenta¢dao, com aumento nos

primeiros dias, como observado por Wang et al. (2022) em seu estudo com Perilla frutescens
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fermentada, e diminui¢do em periodos mais longos de fermentagdo e armazenamento (WANG
et al., 2022; ZHAO et al., 2021).

Entretanto, embora tenha ocorrido uma redug¢ao no teor de compostos fendlicos, a
atividade antioxidante foi observada tanto nas bebidas ndo fermentadas quanto nas fermentadas.
A fermentagdo probidtica metaboliza os componentes da matriz vegetal, inclusive compostos
fenolicos, quebrando moléculas maiores em fragdes menores (ZHONG et al., 2021). Diferentes
cepas probioticas metabolizam os compostos da matriz vegetal de formas distintas através da
producao enzimatica e da variagao das vias metabodlicas (LEONARD et al., 2021). A produgao
de hidrolases, pode alterar a composicdo fenolica pela quebra de grandes moléculas em
unidades menores, mais reativos e antioxidantes, redutase e carboxilase influenciam a
biotransformacdo pelo equilibrio de NADH/NAD+. Cepas de Lactobacillus paracasei
produzem maiores quantidades de B-glicosidase e -galactosidase em relacdo a outros géneros
probidticos (WU et al., 2023).

O Caju, além de polifendis como os taninos em sua composi¢ao, é rico em acido ascorbico
(CRUZ REINA et al., 2022). Pereira et al., 2013 avaliaram a estabilidade dos bioativos de uma
bebida probidtica de caju, e relataram uma menor diminui¢do do contetdo de 4cido ascorbico
na bebida fermentada em relagdo a ndo fermentada, e resultados semelhantes para a atividade
antioxidante apds o periodo de armazenamento de 42 dias. Esses dados corroboram nossos
resultados com a bebida de caju, que se manteve com alta atividade antioxidante mesmo com a
queda significativa de fenolicos e flavonoides apds a fermentagao.

A atividade antioxidante de produtos funcionais como as bebidas probidticas, embora nao
possam ser consideradas tratamento, sdo adjuvantes e participam da promog¢do da saude,
especialmente auxiliando no controle de espécies reativas de oxigénio (ERO) livres no
organismo (AKBARI et al., 2022). O estresse oxidativo esta presente em diversas doencas
ligadas a processos inflamatorios, de carater agudo como a sepse ou cronico como doencga de
Crohn (ALZOGHAIBI, 2013). O aumento da peroxidagdo lipidica progride paralelo a
gravidade do quadro séptico, e esta profundamente relacionada a encefalopatia associada a
sepse (WANG et al., 2024). Nossos resultados mostram atividade antioxidante significativa
contra a oxidagdo de moléculas lipidicas. A peroxidacdo lipidica ¢ um dos principais
mecanismos causadores de danos celulares, gera instabilidade na bicamada lipidica, perda da
seletividade, danos ao material genético e em alguns casos morte celular. A inibicdo desse
processo além de carater antioxidante também exerce efeito anti-inflamatorio (XIE et al., 2023).

Ainda no contexto da sepse, sua etiologia ¢ em grande parte bacteriana. Estima-se que

62,2% dos quadros de sepse sao causados por bactérias Gram-negativas como Pseudomonas e
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E. coli, e outros 46,8% por Gram-positivas como S. aureus (MAYR; YENDE; ANGUS, 2013)..
As bactérias produtoras de 4cido lactico como lactobacilos, utilizam diversos mecanismos
antagdnicos a patdégenos no TGI, desde competicdo por adesdo ao epitélio, estimulagdo
imunologica a producdo de bacteriocinas, peptideos com atividade bactericida (VAN ZYL;
DEANE; DICKS, 2020). Entretanto, as bebidas mistas, seja fermentada ou ndo fermentada, nao
apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma das concentra¢des avaliadas.

Esses resultados ndo sdo inéditos, Silva et al., 2023 avaliaram a atividade antimicrobiana
de um suco de Cupuagu fermentado com Lactiplantibacillus plantarum Lp62, em seus achados,
o probidtico testado diretamente em E. coli, P. aeruginosa ¢ S. enteritidis apresentou atividade
bactericida, entretanto o suco fermentado nao foi capaz de inibir nenhum dos microrganismos.
Os autores associaram esse resultado ao curto tempo de fermentagdo, que para o suco de
cupuagu foi de 24 horas, enquanto as bebidas mistas de babacu e buriti ou caju tiveram um
tempo de fermentacdo de 8 horas. Outros autores que avaliaram a atividade antimicrobiana e
obtiveram resultados positivos tiveram tempo de fermentacao superior, de 48 horas (LIU et al.,
2018) e até seis meses (ZHAO et al., 2021). Porém, o fator tempo de fermentacdo deve ser
levado com cuidado, ja4 que em outros casos, 0 menor tempo também foi associado a melhor
disponibilidade de compostos bioativos, além de ser dependente da cepa e da matriz vegetal,
porém ¢ determinante na alteragdo da composi¢do de metabolitos dos fermentados (RU et al.,
2022).

A acdo antibacteriana de probiodticos estd associada ao acido lactico, entre outros
metabolitos como bacteriocinas (MAO; ZHANG; XU, 2020). O contetido de acido lactico
aumentou nas bebidas mistas probidticas apos a fermentagao, logo, o efeito antimicrobiano dos
fermentados ndao ¢ completamente dependente deste componente, uma vez que nao
apresentaram qualquer inibicdo contra os patdgenos testados. As bacteriocinas, embora
apresentem acdo microbicida direta, também atuam influenciando o sistema imunoldgico
(BENITEZ-CHAO et al., 2021). A nisina, bacteriocina da classe dos lantibidticos, ja
demonstrou efeitos proliferativos de TCD4+ e CD8+, além de propriedades quimioatraentes
(THODA; TOURAKI, 2023b).

Os mecanismos de a¢do bactericida dos fermentados, podem estar atrelados a fatores mais
complexos do organismo. Além disso, mesmo as bebidas mistas ndo fermentadas ndo
demonstraram potencial de inibi¢cao dos microrganismos, o que pode ser um indicativo de que
a matriz ndo possua componentes favoraveis a atividade bactericida. Em nossos resultados
anteriores, os camundongos com sepse induzida por ligadura e puncao cecal (CLP) tratados

com as bebidas probidticas de babagu e buriti ou caju tiveram uma diminuicao significativa da
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disseminag¢do polimicrobiana no sangue, porém valores semelhantes de UFC no peritonio entre
os grupos tratado e ndo tratado (DIAS, 2023). Estes resultados se relacionam aos obtidos neste
trabalho, pois refletem uma agdo antimicrobiana indireta, possivelmente através de ativagao de
vias imunes, melhora na permeabilidade intestinal ou na alteragdo da populacao de bactérias
colonizando o intestino.

Evidéncias da atividade imunomoduladora das bebidas mistas podem ser observadas em
nossos achados de dosagem de Oxido Nitrico. As bebidas ndo fermentadas foram capazes de
reduzir a produgao do radical NO em incubagdo simultanea ao estimulo com LPS, e a redugao
aumentou conforme maior o tempo de pré-tratamento das células. Ja os fermentados reduziram
a producdo do NO apenas na maior concentragdo com 24 horas de pré-incubacao, e estimulou
a produ¢ao do radical em diluicdes maiores. Entre os componentes com atividade
imunomoduladora presentes nas bebidas mistas, os compostos fendlicos sdo frequentemente
associados a potencial de inibi¢do do 6xido nitrico pela regulagdo da sinalizagdo das vias
bioquimicas presentes no processo inflamatério (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016).

Entre os achados de Limtrakul et. al. (2016) com extratos ricos em proantocianidinas
derivadas de uma variedade de arroz vermelho, houve a redugdo da expressao da Oxido nitrico
sintase (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX2), bem como inibicdo da ativacdo de fatores de
transcrigdo como AP-1 e NF-kB em células Raw 264.7 induzidas por LPS. De forma
semelhante, um estudo com macrdéfagos peritoniais pré-incubados com uma mistura de
carotenoides e fendlicos e posteriormente ativados por LPS resultou na inibi¢do da producdo
de mediadores inflamatorios como NO, superdxido e prostaglandinas pela inibigao da atividade
de enzimas de NOX2 NADPH oxidase, INOS e COX2, demonstrando efeito sinérgico da
combinacao destes bioativos também presentes nas frutas usadas nas bebidas mistas (HADAD;
LEVY, 2012). A concentragdo fenolica diminuiu ap6s a fermentagdo, o que deve estar
relacionado a redugdo do potencial anti-inflamatorio dos fermentados de forma direta.

A producao do NO em nossos achados diminuiu significativamente conforme o tempo de
pré-tratamento aumentou. Alguns autores associam resultados semelhantes de reducdo de NO
pelo efeito da pré-exposicao na inibicdo das vias de sinalizagdo para a cascata inflamatoria,
como proteossoma e a fosforilagdo de proteinas presentes na via de NF-kB (QURESHI et al.,
2011), e a pré-ativacao de vias protetoras antioxidantes como Nrf2/HO-1 (HAN et al., 2021).

Os fermentados inibiram a produgdo de 6xido nitrico apenas apos 24 horas de pré-
tratamento, o que indica que a fermentacdo ndo apenas ndo potencializou a capacidade de
inibicdo da produc¢do do NO diretamente, como também diminuiu. A queda no teor de

compostos fenolicos pos-fermentagao pode estar relacionada a redugdo dessa bioatividade, bem
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como a transformacdo de outros componentes da matriz e incorporagdo de metabolitos do
probidtico. O aumento no teor de acido lactico apos a fermentacdo pode ser um dos fatores
associados regulagcdo da produgdo do radical apds longo tempo de exposi¢ao. Em um estudo
com culturas de macréfagos RAW 264.7 em meio de cultura suplementado com acido lactico,
foi observado uma menor produgdo de NO, IL-6 e IL-10 (KELLUM; SONG; LI, 2004)
enquanto em outro houve a reducdo de TNF-a com pré acidificagdo da cultura entre 18 e 20
horas antes do estimulo inflamatério (DIETL et al., 2010). Embora a capacidade de inibir a
ativacao das células tenha sido reduzida, o efeito anti-inflamatorio decorrente de exposi¢ao
prolongada favorece o tipo de consumo esperado para nutracéuticos que ndo atuam como
tratamento, mas como promotores de satide a um longo prazo de consumo.

Por outro lado, a bebida fermentada de babagu e caju também estimulou o aumento da
sintese de NO em 6 e 24 horas de pré-tratamento. Este aumento pode ser explicado por dois
fatores, a presenga de pds-bidticos imunomoduladores e a proliferacao celular. Metabolitos de
probidticos como bacteriocinas, ou mesmo particulas derivadas da parede bacteriana, podem se
ligar a receptores do tipo toll desencadeando uma cascata inflamatoria que potencializa a
produgio do radical (BENITEZ-CHAO et al., 2021), semelhante ao que foi observado em um
estudo com leite fermentado rico em pds-bidticos que demonstrou que a suplementacio da
cultura com o produto fermentado aumentou a expressao de citocinas relacionadas a resposta
Thl e Th17 (AYECHU-MURUZABAL et al., 2021). Além disso, nas duas menores
concentracdes da bebida de babagu e caju fermentada apos 24 horas de pré-tratamento, a
proliferacdo celular observada no ensaio de citotoxicidade também pode estar relacionada ao
aumento da producao de NO.

E importante salientar que o principal agente imunomodulador de alimentos fermentados
¢ o probiotico em si. Além de seus metabolitos, a interacdo das BAL com as células imunes e o
epitélio intestinal ¢ mais pronunciada e bem documentada. Por se tratar de um estudo in vitro
onde condi¢des mais complexas de interacdo sdo escassas, o potencial imunomodulador das
bebidas fermentadas pode estar limitado. Em nossos achados anteriores durante o estudo in vivo,
os camundongos foram tratados de forma profilatica, consumindo as bebidas nos 14 dias
anteriores a inducdo da sepse. A dosagem de citocinas no soro dos animais apontou para o
potencial imunomodulador das bebidas probidticas, com babagu e buriti reduzindo
significativamente a producdo de agentes pro-inflamatorios como TNF-a, e babagu e caju
inibindo IL-6, IL-17 e TNF-a (DIAS, 2023). A produ¢do de NO se encontra elevada durante a
sepse, estd ligada ao choque séptico, contribui para a hipotensao e resposta prejudicada a terapia,

o controle da produc¢do do radical ¢ crucial para obter um prognostico favoravel.
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CONCLUSAO

Nas condi¢des avaliadas, as duas bebidas mistas demonstraram potencial funcional e
veiculo adequado para as bactérias probioticas. A fermentacdo das bebidas mistas pelo
probidtico Lacticaseibacillus casei altera significativamente tanto componentes bioativos,
quanto suas propriedades funcionais. Embora os resultados tenham mostrado diminui¢ao do
teor de compostos fendlicos e flavonoides apos a fermentagdo, a atividade antioxidante nao foi
afetada significativamente para eliminacdo de radicais DPPH e inibi¢do da Peroxidagdo
Lipidica. Entretanto, ndo foi observada atividade antibacteriana significativa em nenhuma das
formulagdes testadas, o que pode estar relacionado a concentracdo das amostras utilizadas, a
matriz vegetal, ou a auséncia de metabolitos com efeito antimicrobiano nas condigdes avaliadas.
Além disso, os resultados sugerem que as bebidas ndo fermentadas apresentaram maior
potencial imunomodulador em comparagdo com as fermentadas, indicando que a fermentacao
pode impactar de maneira complexa ¢ nem sempre positiva as propriedades funcionais
esperadas, porém mostra que com maior tempo de exposicao ¢ possivel promover um perfil
anti-inflamatorio nos macréfagos, o que reforca o uso profilatico do produto. Assim, embora as
bebidas fermentadas nao tenham apresentado superioridade absoluta nas trés propriedades
avaliadas, o estudo contribui para o entendimento dos efeitos da fermentacdo em matrizes
vegetais regionais e abre espago para novas abordagens na formulagdo de alimentos funcionais
baseados em ingredientes da biodiversidade brasileira. A caracterizagdo das bebidas mistas
antes e apods a fermentagao por cromatografia pode elucidar a mudancga do perfil quimico, bem
como a dosagem de citocinas podem trazer evidéncias mais completas sobre a interagdo direta

entre as células e as bebidas mistas.
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Abstract

Probiotics are microorganisms that provide health benefits at adequate doses and exhibit notable antioxidant and antimicro-
bial activities. These properties play crucial roles in combating chronic diseases linked to oxidative stress and antimicrobial
resistance. This review aimed to summarize the antioxidant and antimicrobial properties of probiotics determined in in vitro
studies and discuss mechanistic actions and analysis methods. The MEDLINE (PubMed), Web of Science, Scopus, Science
Direct, and Embase databases were utilized. The included articles demonstrated the antioxidant and antimicrobial activities
of both isolated and food matrix-associated probiotics, with the most common genera being Lactobacillus, Bifidobacterium,
Saccharomyces, and Streptococcus. Antioxidant activity was the most studied property, yielding varied results attributed to
evaluation tests and probiotic strain. Antibacterial activity was consistently reported in all studies. Additionally, fermentation
with probiotic microorganisms improved the content and bioaccessibility of bioactive compounds. In conclusion, analysis
results highlight the antioxidant and antimicrobial activity of probiotics reported in in vitro studies. They enhance bioac-
tive content and bioaccessibility and produce novel beneficial metabolites during fermentation. These results reinforce the
therapeutic promise of probiotics associated with plant matrices and indicate the need for clinical studies to confirm their
efficacy in improving human health.

Keywords Nutraceuticals - Bioactives - Biotransformation - Bacteriocins - Fermented foods

Introduction

Probiotics are live strains of selected microorganisms that
provide health benefits to the host in adequate quantities [1].
They are used in food fermentation to improve preservation
and enhance sensory characteristics. Moreover, pharmaceu-
tical and functional food industries have widely explored
probiotics to incorporate their health benefits into consumer
diets [2].

The most common probiotic genera are Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, and Saccharomyces, owing
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intestinal microbiota, protection against infections, stimula-
tion of immune responses and anti-inflammatory activity,
metabolic regulation, and protection against some types of
cancer [5, 6]. Prebiotics can modulate the intestinal micro-
biota and enhance the digestion of polysaccharides and oli-
gosaccharides that are generally indigestible by the host. The
association of probiotics and prebiotics is termed synbiotics
[7].

Antibiotic resistance is a major public health problem
responsible for approximately 700,000 deaths worldwide.
Diarrheal infections alone accounted for 1.5 million deaths
in 2019 [8, 9]. Probiotics effectively control various patho-
genic infections, prevent diarrhea associated with antibiotic
use, and protect against food-contaminating pathogenic
microorganisms such as Clostridium botulinum via various
mechanisms, including competition in the intestinal micro-
environment, bacteriocin production, immunomodulation,
and epithelial barrier stimulation [5, 10, 11].

Probiotics are also used to treat inflammatory bowel dis-
ease by significantly reducing oxidative stress caused by
high concentrations of tissue-damaging free radicals [12].
The antioxidant capacity of probiotic strains is related to
their ability to chelate ions, secrete enzymes and antioxi-
dant metabolites, and regulate enzymes producing reactive
oxygen species [13]. Oxidative stress is involved in the onset
and progression of various types of cancer and neurodegen-
erative, metabolic, and cardiovascular diseases. It was the
leading cause of death in 2019, indicating the necessity of
developing strategies to control the stress induced by free
radical accumulation in the body [8, 14-17].

Various in vivo studies and clinical trials have demon-
strated the health benefits of both isolated and food matrix-
associated probiotics [18]. However, their different interac-
tions with the complex environment of the gastrointestinal
tract make it difficult to elucidate the mechanistic action and
properties of probiotics. The results of in vivo studies on
the bioactivity of probiotics are not consistent with those of
in vitro studies. Therefore, in this review, we discussed the
antioxidant and antimicrobial properties of probiotics deter-
mined in various in vitro studies, highlighted their potential
action mechanisms, and summarized their analysis methods.

Methods

This is an integrative literature review that aims to enhance
the understanding of a specific topic. This review involved
the following steps: identification of the theme and develop-
ment of the guiding research question, selection and extrac-
tion of data, categorization of studies, data analysis, synthe-
sis of results, and presentation of an integrative review [19].

To develop the guiding question, the PICo strategy, where
“P”, “I”, and “Co” refer to the population (probiotics),

) Springer

interest (antioxidant and antimicrobial activities), and “Co”
context (in vitro studies), respectively, was used according
to the Joanna Briggs Institute (JBI) guidelines. The guiding
question for the integrative review was: “What are the scien-
tific evidences of the antioxidant and antimicrobial activities
of probiotics in in vitro studies?” [20].

Data was collected via a bibliographic search of the
MEDLINE (PubMed), Web of Science, Scopus, Science
Direct, and Embase databases using both controlled terms
under Medical Subject Headings (MeSH) and the uncon-
trolled terms, “‘probiotics”, “fermented beverages”, “antimi-
crobial”, “bactericidal”, “inhibits growth”, “antioxidants”,
“free radical”, and “in vitro”. For the MEDLINE (PubMed)
database, two sets of descriptors were used, one to search
for articles on antioxidant activity and the other to search
for articles on antimicrobial activity, owing to the difficulty
of finding articles in joint searches. The selected descrip-
tors and Boolean operators “AND” and “OR” were used to
intersect the terms in each database.

The articles identified from the search were inserted into
the Rayyan platform to identify and exclude any duplicate
texts and reviews [21]. Studies investigating the antioxidant
and antimicrobial properties of probiotics using in vitro
methods in full in any language published between 2013 and
2023 were included in this review. However, dissertations,
narrative, integrative, or systematic reviews, and meta-anal-
yses and studies characterizing new probiotic strains were
excluded from this review. An adaptation of the PRISMA
flowchart (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) was used to describe the article selec-
tion process [22].

To analyze the data in the selected studies, the following
information was observed: year of publication, title, objec-
tive, methods used, probiotic strain studied, association
with the food matrix, results of antioxidant and antimicro-
bial tests, and conclusions. The extracted data was further
analyzed based on the probiotic characteristics during tests
to classity the information and provide an overview of the
topic.

Results

A total of 264 articles that matched the cross-referencing
of descriptors in the databases were identified, of which 49
were read in full. Only 13 articles addressed the research
question and were finally selected for this review. The search
strategy and article selection steps are illustrated in Fig. 1.
All selected articles were in English, of which 84% were
published in the last 5 years. To assess the scientific evidence
on the antioxidant and antimicrobial properties of probiotics,
data on various characteristics, such as the probiotic strain,
methods used, probiotic formulation studied, and results of
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Fig.1 Flowchart of the article
selection using PRISMA
(Source: Adapted from Prisma
2020 flowchart)

Schematic representation of the study selection strategy
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antioxidant and antimicrobial activity tests, were extracted
from the selected studies. Results are listed in Table 1

Discussion

Of the 13 articles included in this review, 7 studied non-
dairy fermented beverages. Fermented beverages are a
key category of functional food in the market owing to
their convenience and suitability as vehicles for probiot-
ics. Traditionally, probiotics have been associated with
dairy compounds. However, a significant number of the
articles found in the search, and all studies on probiotic

beverages included in this review, are focused on probiot-
ics of plant origin. This finding highlights the changing
trend in the development of probiotic food for lactose-
intolerant individuals, vegetarians, and vegans, who do
not consume any dairy products [34]. Approximately 60%
of the global population has lactose digestion problems
[35]. Moreover, 5% follow a vegetarian diet, with 3.7%
identifying as vegans in the USA. This estimate reaches
30% in India, mainly for religious reasons. In Europe, 2%
of the French population and 9% of the German popula-
tion are vegetarian. This shift in the dietary habits of con-
sumers has increased the demand for probiotic products
of plant origin [36].

@ Springer
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In addition to probiotic beverages, studies on fruit purees
[4], grape pomace [28], and black garlic [29], both of which
are used as substrates for fermentation, were included. In all
three studies, the food matrix for fermentation was selected
for its high concentration of bioactive compounds in its
unfermented form and was assessed for growth viability.
Individually, grape pomace was evaluated for viability as
a substrate for fermentation because it is a by-product of
the food and beverage industry, which allows for better
utilization of the fruit. Meanwhile, black garlic and fruit
purees benefit from the improvement of bioactive com-
pounds through fermentation. The fermentation process of
the food matrix by probiotics can improve certain charac-
teristics of food, such as bioavailability, bioactivity, and
sensory characteristics; enable the use of by-products from

the food industry, and improve storage and preservation
conditions [37].

Plant-based fermented beverages and foods can add to the
benefits of probiotic consumption and the inherent proper-
ties of fruits or grains used in fermentation [38]. Secondary
metabolites of plant species include phenolic acids and fla-
vonoids, which have antioxidant and antimicrobial activi-
ties, and carbohydrates with prebiotic characteristics [39].
Changes in these compounds occurred during substrate fer-
mentation. Biotransformation is associated with the growth
of fermenting microorganisms [40]. Figure 2 shows a sche-
matic of the impact of biotransformation on the bioactive
compounds produced by probiotic metabolism.

An association between probiotics and food matrix (fer-
mented beverages, fruit puree, grape pomace, and black

Antioxidant
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Fig.2 Impact of Fermentation on the Antioxidant and Antimicrobial
Activities of Probiotic in Fermented Beverages and Food. The asso-
ciation of probiotics with the food matrix improves the chemical pro-
file, bioactive compound (A) content, and antioxidant activity of the
food. Fermentation changes the phenolic profile of fermented bever-
ages and food, releasing the bioactive compounds from larger poly-
saccharides or via enzymatic conversion into molecules with better
bioaccessibility and greater capacity to eliminate the reactive oxygen
species (ROS). Additionally, some bioactive compounds regulate the
enzymes by protecting against free radicals and interfering with sign-

@ Springer

aling pathways. The food matrix also provides a suitable substrate for
probiotic growth and metabolism, favoring the production of antimi-
crobial bioactive compounds such as bacteriocins (B) and bioactive
peptides with bactericidal activity. These peptides vary in size and
molecular weight. Various mechanisms are involved in their activ-
ity, such as the ability (C) to bind to the bacterial cell membrane via
compatible receptors and form pores (1), destabilize the membrane
owing to their ionic charge (2), and destroy the peptidoglycan cell
wall (3)
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garlic) was observed in 10 of the 13 included articles. Seven
articles reported alterations in the phenolic compound com-
position [4, 23, 25, 27, 28, 32, 33]. Of these, four reported an
increase in total phenolics [4, 23, 25, 27, 32], and two [28,
33] described a maintenance or significant decrease in total
phenolic compounds. However, it is important to emphasize
that the fermentation period of the strawberry beverage was
six months [33]. The other evaluated compounds were fla-
vonoids [4, 33], isoflavones [27], total carotenoids [32], and
organic acids [4]. In their study evaluating the biotransfor-
mation of phenolic acids and flavonoids from Perilla frute-
scens, Wang et al. [41] demonstrated an increase in com-
pounds in the first three days of fermentation and variation
in performance between strains. This result was similar to
that of another study on walnut flowers, corroborating the
findings of the included articles [42].

Meanwhile, three articles studied probiotics in isolation,
and all were evaluated for antioxidant and antimicrobial
activities. For the evaluation of antioxidant activity, active
cells of the microorganisms [24, 26], cell-free supernatants
[11, 24, 26], and exopolysaccharides produced by the probi-
otics and isolates [26] were used. The cell-free supernatant
showed the best antioxidant capacity in all three studies, and
metabolomic analyses by Fuet al. [24] and Hamad et al. [11]
indicated the presence of phenolic compounds, which may
be related to the observed antioxidant activity. Antimicrobial
activity was reported to be significant in all three articles,
either for the extract containing the probiotic metabolites
[24], pure cell-free supernatant [11], or isolated bacteriocins.
In general, the cell-free supernatant of probiotic cultures
contains metabolites that justify these properties, such as
bioactive peptides, amino acids, exopolysaccharides, fatty
acids, and bacteriocins produced by the strains during the
fermentation process [43].

The most common genus in the included studies was Lac-
tobacillus (84.6%), followed by Bifidobacterium and Sac-
charomyces (23% each) and Streptococcus (15.3%). These
results are consistent with the fact that lactic acid-fermenting
bacteria are the main genera used as probiotics, as they pre-
sent several interesting attributes to the food industry [44],
such as improving the preservation of fermented foods,
enhancing the sensory and nutritional characteristics of
the inoculated food matrix, and improving antimicrobial,
immunomodulatory, and anticarcinogenic activities [45,
46]. In addition, the included studies with more than one
probiotic strain compared the performance of the strains in
terms of the properties studied, and differences in the results
were found. The antioxidant activity reported by Singh et al.
[31] varied according to the strain, as did the anti-clostridial
activity reported by Hamad et al. [11], which ranged from
the maximum inhibition zone (Lactobacillus bulgaricus
EMCC 1102 and Lacticaseibacillus paracasei EMCC 1103)
to no inhibition zone (Lactiplantibacillus plantarum EMCC

1027). Scillato et al. [47] reported that Lactobacillus gas-
seri L A-TV inhibits the growth of Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Staphylococ-
cus aureus, whereas no such effect was observed in the
supernatant of L. crispatus 35A-TV, indicating a difference
in the metabolic activity of the two strains.

All 13 articles evaluated the antioxidant activity of pro-
biotics. Antioxidant activity showed the greatest variation,
with some aspects affecting the results. In four of the articles
[4, 23, 25, 32], the antioxidant activity was superior in pro-
biotic fermentation compared to that in the non-fermented
control. This may be related to the improvement in the phe-
nolic profile during fermentation, as reported in all studies in
which there was greater antioxidant activity. Probiotics were
associated with plant-based food matrices in all studies, and
the antioxidant profiles improved. Probiotic enzymes, such
as a-galactosidase, pf-galactosidase, and p-glucosidase, par-
ticipate in the conversion processes of secondary metabolites
of the fermentation substrate, as shown by Braga et al. [48]
where jugara anthocyanins were converted into phenolics
after fermentation, improving their antioxidant activity.
In addition, probiotic fermentation produces other bioac-
tive metabolites that participate in free radical-scavenging
processes [49]. In parallel, probiotic fermentation caused a
decrease in both the phenolic compound content and anti-
oxidant activity in the study by Voss et al. [27].

Studies have shown that several factors determine the
results of antioxidant activity tests. The simulated diges-
tion process in the study by Tang et al. [30] influenced the
results according to the digestion phase. This test was used
to evaluate the beverage. Different probiotic strains evalu-
ated by Singh et al. [31] presented fermentations in varying
antioxidant activities. Further, the potential for free radi-
cal scavenging varied for the same probiotic fermentation
according to the assay used for evaluation [28-31, 33]. The
wide and varied range of bioactive compounds with distinct
compositions and chemical structures may be related to the
variation in the results for the same probiotic fermentation
in different antioxidant activity assays, such as the positive
correlation of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical
scavenging for phenolic compounds with 2,2"-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scav-
enging for anthocyanins, and the metabolism of the different
probiotic strains used for fermentation [50, 51].

Antimicrobial activity was investigated in 8 of the 13
selected articles. All the evaluated probiotic fermentations
showed the ability to inhibit the growth of pathogenic bacte-
ria [11, 23, 24,26, 29, 31-33]. Similar results were reported
in research on potential probiotic strains of the genera Bifido-
bacterium and Lactobacillus which showed anti-clostridial
activity [52]. Vanajakshi et al. [53] also observed the anti-
bacterial activity of moringa leaf-based probiotic fermented
beverages against Escherichia coli and Staphylococcus
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aureus. The metabolic processes of probiotic growth can
generate various compounds with antimicrobial properties,
such as organic acids, fungicidal peptides, phenols, flavo-
noids, and bacteriocins (Fig. 2B) [54]. Evaluation of the
antimicrobial capacity of probiotics using in vitro studies
is important as it brings new perspectives on the probiotic
metabolites synthesized using this activity. When part of the
microbiota, in addition to these metabolites, probiotics have
characteristics of a more complex nature and are dependent
on other mechanisms, such as better adhesion to the intes-
tinal mucosa and competition with pathogenic bacteria, in
addition to their immunomodulatory properties [55].

Some studies have reported the absence of a specific meth-
odology for evaluating the antioxidant activity of probiotic
ferments [31, 33], justifying the use of different methods in
these tests. The DPPH radical elimination assay (61.5%) was
the most used method, followed by ABTS (53.8%), ferric
reducing ability of plasma (FRAP) (30.7%), hydroxyl radi-
cal elimination (23%), superoxide anion reduction (15.3%),
oxygen radical absorbance capacity (ORAC), total antioxidant
capacity (T-AOC), and cellular antioxidant capacity and lin-
oleic acid auto-oxidation assays (7.6% each). This trend was
also observed in the systematic review of Mishra et al. [56].
Meanwhile, the antibacterial activity of probiotics was evalu-
ated using the agar diffusion assay in four studies [11, 23, 26,
31]. The Oxford Cup method, a variation of agar diffusion,
was used in three studies [24, 29, 33]. The minimum inhibi-
tory concentration (MIC) assay was performed in two studies
[11, 33], and the minimum bactericidal concentration (MBC),
growth curve assay [33], and adapted agar dilution in one
study each [32]. Similar to antioxidant activity, antimicrobial
testing of probiotics is not standardized.

Bioaccessibility, which is the capacity of nutrients to be
released in the gastrointestinal tract and absorbed by the
body, also undergoes changes after probiotic fermentation
[57]. As reported earlier, fermentation alters the concentra-
tion of bioactive substances, such as phenols and flavonoids
[58]. However, an increase in the concentration of these
compounds does not necessarily guarantee that they will
be absorbed more by the body. In general, the absorption
of phenolics in the human body is low and factors such as
degradation, food matrix, enzymatic activity, molecular
structure, and aggregation with other molecules can interfere
with their bioaccessibility [59]. Probiotic fermentation of
plant-based matrices can increase the bioavailability of anti-
oxidant components, as demonstrated in Fig. 2A, by releas-
ing phenolics from the cell wall and biotransforming long
chains into smaller chains, mainly through fermentation by
microorganisms with high hydrolase activity. Wu et al. [25]
and Assis et al. [4] found that biotransformation improved
bioaccessibility by increasing the content of phenolic com-
pounds. Voss et al. [27] observed a decrease in isoflavone
glycosides after fermentation; however, isoflavone aglycones
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increased. This observation indicates an improvement in the
bioavailability of this component, as aglycones are better
absorbed in the body than glycosides [60].

Concentrations of hydrophobic peptides in fermented
okara beverage increased during simulated digestion [27].
These peptides exhibit high biological activities, including
antihypertensive and antioxidant activities, and inhibit the
angiotensin-converting enzyme [61]. Tang et al. [30] also
reported an improved antioxidant activity during simulated
gastric digestion, similar to the observation of Cele et al.
[62] on the bioavailability of total phenolic compounds
in fermented mango juice. Ro et al. [29] reported that the
antioxidant activity measured using DPPH radical-scaveng-
ing assays and the concentration of phenolic compounds
decreased considerably after fermentation. Fermented black
garlic exhibited superior antioxidant activity, possibly due
to the presence of bioactive compounds whose antioxidant
activity was dependent on other mechanisms related to the
cellular microenvironment [63].

Here, the inclusion of studies on the antioxidant and
antimicrobial properties of probiotics, either isolated or
associated with the food matrix, provided an overview of
the behaviors of these microorganisms. The benefits of
consuming probiotics are well-established [64]. However,
whether inoculation into the food matrix, such as vegetables
or dairy products, improves the efficacy of probiotics more
than traditional pharmaceutical supplementation remains
unclear [65]. This review explored the symbiotic associa-
tions between studies on isolated probiotics, focusing on the
evaluation of probiotic characteristics, bioactive metabolites,
exopolysaccharides, and bacteriocins via in vitro assays, and
those on probiotics associated with the food matrix, from the
survival of the inoculated microorganisms to the improve-
ment of plant phytochemical content via fermentation. The
association of probiotics with the food matrix improved the
preservation, sensory characteristics, and stability of the fer-
mented components in the included studies, and facilitated
biotransformation to improve the bioaccessibility and phe-
nolic contents and bioactive compounds in food.

Conclusion

This review highlights the beneficial antioxidant and anti-
microbial activities of both isolated probiotics and those
associated with fermented foods or beverages that promote
human health. Different probiotic strains and fermentation
of plant matrices increase bioactive compounds, such as
phenolics, antimicrobial peptides, and organic acids. Iso-
lated microorganisms demonstrate high bioactivity due to
microbial metabolites, such as exopolysaccharides and bac-
teriocins, in addition to the cumulative effects of compounds
in the supernatant. Although antioxidant activity varied, it

92



Probiotics and Antimicrobial Proteins

generally improved after fermentation, with some variables
associated with the tests, strain, and food matrix used. In
contrast, antimicrobial activity improved in all studied cases.
Furthermore, in most studies on probiotic beverages and
food, the bioavailability of compounds in the food matrix
improved after fermentation, with biotransformation being
the main factor involved. Results of the analysis revealed the
diversity of methods used in different in vitro studies, sug-
gesting the need for standardized tests for probiotic investi-
gation. This evidence underscores the potential of probiotics
associated with food matrices as promising alternatives to
pharmacological supplementation. However, the findings
also indicate the need for further clinical research to conclu-
sively establish the superiority of probiotic-containing fer-
mented foods over conventional supplements, thus providing
robust evidence of their therapeutic efficacy and potential in
promoting health and combating disease.
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