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RESUMO 

 

Bebidas fermentadas de origem vegetal vem se consolidando entre os alimentos funcionais por 

sua aceitabilidade e potencial de promoção a saúde, principalmente para pessoas que não 

consomem leite e derivados. Nesse contexto, a matriz vegetal escolhida e a cepa usada para a 

fermentação podem potencializar a produção de bioativos com propriedades 

imunomoduladoras, antioxidantes e antibacterianas por mecanismos distintos.  O objetivo deste 

trabalho foi investigar se a fermentação por Lacticaseibacillus casei potencializa os efeitos 

antioxidantes, antimicrobianos e imunomoduladoras de bebidas mistas à base de babaçu com 

buriti ou caju, a partir de uma revisão prévia dos mecanismos funcionais de bebidas probióticas 

mistas de base vegetal. A dissertação foi delineada em dois capítulos. O capítulo I traz uma 

revisão integrativa da literatura já publicada intitulada “Propriedades Antioxidantes e 

Antimicrobianas dos probióticos: Insights de ensaios in vitro”. O trabalho discute os principais 

mecanismos de ação e métodos analíticos utilizados, com base em publicações selecionadas nas 

bases MEDLINE (PubMed), Web of Science, Scopus, Science Direct e Embase, onde foi 

observada a variação do conteúdo de bioativos como fenólicos e flavonoides após a 

fermentação e melhora em sua bioacessibilidade, além de atividade antioxidante e 

antimicrobiana tanto dos fermentados quando dos probióticos em estudos in vitro. O capítulo 

II com o título “Bebidas probióticas mistas com babaçu: Atividade imunomoduladora, 

antioxidante e antibacteriana da combinação com buriti ou caju”, onde foram avaliados fatores 

ligados as propriedades funcionais dos fermentados, como a sobrevivência das bactérias 

probióticas, a acidez, o conteúdo fenólico e de flavonoides, citotoxicidade, atividade 

imunomoduladora, antioxidante e antibacteriana para bebidas mistas fermentadas ou não 

fermentadas. As bebidas mistas de Babaçu e Buriti, e Babaçu e Caju foram adequadas para o 

crescimento e manutenção da viabilidade dos probióticos (>8 Log UFC), o  conteúdo de ácidos 

aumentou após a fermentação com consequente diminuição do pH. O conteúdo de fenólicos 

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 após a fermentação, entretanto isso não afetou significativamente a 

atividade antioxidante das bebidas fermentadas, que se manteve após a fermentação probiótica 

e em alguns casos melhorou (DPPH – BBnF>BBF 1:8 e 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 não 

fermentadas tiveram boa viabilidade celular em todas as concentrações avaliadas, e as 

fermentadas tiveram toxicidade observada para o fator de diluição 1:2.  No ensaio de 

concentração inibitória mínima as bebidas mistas, fermentada e não fermentada, não 

apresentaram atividade antibacteriana em nenhuma concentração testada (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 

1:32). A dosagem de óxido nítrico no sobrenadante da cultura de macrófagos revelou que as 

bebidas não fermentadas apresentaram capacidade de redução da produção do NO em todos os 

tempos de pré-tratamento em diferentes concentrações (1:4, 1:8 e 1:16) enquanto os 

fermentados apenas após 24 horas de pré-exposição e somente na maior concentração (1:4), 

além de aumento do radical em concentrações menores (1:8, 1:16 e 1:32). Os dados indicam 

que a fermentação promoveu alterações nas bebidas mistas de babaçu com buriti ou caju, 

mantendo ou melhorando a atividade antioxidante, porém não conferiu atividade antibacteriana, 

além disso, as bebidas não fermentadas apresentaram maior potencial imunomodulador, 

evidenciado pela maior capacidade de reduzir a produção de óxido nítrico em diferentes 

condições. 

 

Palavras-chave: Bebidas probióticas vegetais, Fermentação probiótica, 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⁻¹) 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⁻¹) 

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.  INTRODUÇÃO 

Probióticos são microrganismos potencialmente benéficos para a saúde humana, desde 

que administrado em quantidades adequadas (HILL et al., 2014). Eles são tradicionalmente 

usados na indústria de alimentos funcionais, sendo Lactobacillus, Bifidobacterium, e 

Saccharomyces os gêneros mais comuns. Estes microrganismos apresentam características 

indispensáveis aos probióticos, como a capacidade de colonizar o intestino humano, segurança, 

afinidade com células da mucosa e baixo custo. Além disso, eles apresentam atividade 

imunomoduladora, antimicrobiana e antioxidante (PLAZA-DÍAZ et al., 2020).  

O principal alvo dos probióticos é o trato gastrointestinal, onde desempenham diversos 

papéis, tais como a regulação da microbiota intestinal, proteção contra infecções, estimulação 

imunológica, atividade anti-inflamatória, influência metabólica e proteção contra alguns tipos 

de câncer (WANG et al., 2021). O uso de probióticos pode melhorar o quadro de inflamação 

sistêmica em doenças crônicas, como diabetes e obesidade, e reduzir marcadores do estresse 

oxidativo (LOPES, et. al. 2018). No intestino, esses microrganismos são responsáveis pelo 

controle de patógenos através da competição, secreção de bacteriocinas e outros bioativos 

antimicrobianos (ANJANA; TIWARI, 2022). Probióticos são comumente utilizados como 

terapia adjuvante no tratamento de infecções intestinais, responsáveis por aproximadamente 1,5 

milhão de óbitos em 2019. (HUEMER et al., 2020; WHO, 2019; HUANG et al., 2022).  

Diante desse cenário, cresce o interesse por formas acessíveis de consumir probióticos, 

que tradicionalmente são incorporados a produtos lácteos (SU et al., 2022). Adeptos ao 

vegetarianismo e indivíduos lacto-intolerantes não consomem leite ou derivados, e podem 

encontrar dificuldade em ter acesso alimentos associados a probióticos (CSATLOS et al., 2023). 

Buscas recentes por matrizes de origem vegetal como veículo dos probióticos tem se 

intensificado para suprir essa necessidade (HOLKEM; SILVA; FAVARO-TRINDADE, 2023). 

Bebidas vegetais a base de castanhas e amêndoas se popularizaram nos últimos anos, pois são 

uma opção viável para o leite de origem animal, além de serem ricos em bioativos como 

compostos fenólicos e ácidos graxos insaturados, e são bons substratos para a fermentação 

(AYDAR; TUTUNCU; OZCELIK, 2020; ESPERANÇA et al., 2022). Probióticos associados a 

matriz vegetal apresentam atividade antioxidante, imunomoduladora e antimicrobiana por 

diferentes mecanismos e vias bioquímicas (SILVA; CASAROTTI; PENNA, 2023). 

Nosso grupo desenvolveu duas bebidas mistas probióticas com frutos que possuem 

características relevantes para a indústria de alimentos funcionais, compostos bioativos diversos 
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e significativa importância econômica regional: babaçu, buriti e caju (MADEIRA, 2024). O 

babaçu (Attalea speciosa Mart. ex. Spreng.) é uma palmeira da região de transição amazônica 

de importância econômica e cultural para a população regional (BARROQUEIRO et al., 2016). 

O extrato hidrossolúvel do coco babaçu, apresenta potencial econômico elevado e é rico em 

ácidos graxos, carboidratos e fibras, se caracterizando como um bom substrato para o 

crescimento de probióticos (CARNEIRO et al., 2014).  

O buriti (Mauritia flexuosa L.f.) é nutritivo, tem alta concentração de compostos fenólicos, 

carotenoides e significativa atividade antioxidante (BENSAADA; SOTO-GARCIA; 

CARMONA-HERNANDEZ, 2022). O fruto também apresenta características prebióticas, pois 

possui carboidratos não digeríveis que estimulam o crescimento de bactérias do ácido láctico 

(BARBOZA et al., 2022). O caju (Anacardium 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, é menos utilizado, porém possui grande potencial nutricional 

(PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011). Ele é rico em compostos fenólicos, vitamina C, 

carotenóides, ácidos anacárdicos, taninos e açúcares redutores, o que favorece sua expressiva 

atividade antioxidante (SINGH et al., 2020), com evidências de atividade antimicrobiana 

(SILVA et al., 2021) e antibiofilme (DIAS-SOUZA et al., 2017). 

Bebidas probióticas mistas de extratos do coco babaçu com buriti ou caju representam 

uma inovação através da combinação de seus compostos bioativos e a possibilidade de 

diferentes características sensoriais e funcionais (MADEIRA, 2024). O grupo de pesquisa 

investigou anteriormente o potencial imunomodulador in vivo de bebidas mistas probióticas de 

coco babaçu com buriti ou caju em modelo de infecção e obteve resultados positivos quanto a 

proteção e controle da inflamação através do tratamento prévio com a bebida em camundongos 

sépticos. Entretanto, há a necessidade de entender os mecanismos envolvidos nas respostas in 

vivo e os experimentos in vitro são uma opção viável para a investigação (DIAS, 2023).  

Diante das evidências do potencial biológico dos probióticos e dos frutos mencionados, 

nossa hipótese é que as duas bebidas funcionais formuladas têm suas propriedades bioativas 

potencializadas após o processo de fermentação probiótica. Para comprovar esta hipótese, 

realizamos uma investigação das propriedades antioxidantes, antimicrobianas e 

imunomoduladora em ensaios in vitro antes e após a fermentação probiótica. A dissertação foi 

delineada em dois capítulos. O primeiro, em anexo, traz o artigo de revisão integrativa intitulado 

“Antioxidant and Antimicrobial Properties of Probiotics: Insights from In Vitro Assays”. Em 

seguida, no capítulo II expomos os resultados encontrados na comparação entre as bebidas 

mistas vegetais antes e após a fermentação acerca de suas propriedades bioativas. 
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2. OBJETIVO 

 

➢ Caracterizar comparativamente as atividade imunomoduladora, antioxidante e antibacteriana de 

bebidas mistas probióticas de babaçu com buriti ou caju em ensaios in vitro, com base em uma revisão 

da literatura sobre bebidas probióticas vegetais. 

 

2.1 Objetivos Específicos: 

 

➢ Elaborar uma revisão sobre as evidências do potencial antioxidante e antimicrobiano de 

probióticos in vitro.  

➢ Avaliar a citotoxicidade in vitro das bebidas mistas probióticas elaboradas com o extrato 

do coco babaçu e caju ou buriti; 

➢ Investigar o efeito imunomodulador das bebidas mistas probióticas, a ativação dos 

macrófagos e o perfil de citocinas in vitro; 

➢ Averiguar a atividade antioxidante das bebidas mistas probióticas; 

➢ Observar se as bebidas mistas probióticas apresenta atividade antibacteriana nos testes 

in vitro. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1  Probióticos 

 

A definição de probióticos mudou diversas vezes ao longo da história, conforme a ciência 

se aprofundou em estudos para desvendar os organismos responsáveis por processos de 

fermentação observados a milhares de anos (REID; GADIR; DHIR, 2019). A palavra probiótico 

deriva da junção dos termos pro do latim e do grego βιο, e significa “para a vida”, cunhada pela 

primeira vez por Werner Kollath em 1953. Na época, o cientista ainda não havia definido os 

probióticos essencialmente como microrganismos, mas como “corpos ativos com funções 

essenciais para promover vários aspectos da saúde” (LATIF et al., 2023a). Entretanto, muito 

antes de serem nominados probióticos, diversos cientistas já estudavam os efeitos da 

fermentação em produtos lácteos e como, aparentemente, o consumo desses alimentos e dos 

microrganismos responsáveis tinha impacto na saúde e qualidade de vida (HE et al., 2023). 

No início do século XX, o cientista russo Elie Metchnikoff, no instituto Pasteur, voltou 

sua pesquisa para avaliar os efeitos que os microrganismos fermentadores tinham na saúde 

humana (GASBARRINI; BONVICINI; GRAMENZI, 2016). O pesquisador associou o 

consumo de microrganismos fermentados ao aumento da longevidade da população rural 

búlgara. Dois anos antes de lançar sua hipótese, o Bacillus bulgaricus, hoje conhecido como 

Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, havia sido descoberto no iogurte da região. 

Naquela época, Metchnikoff já havia associado que a presença desses microrganismos era capaz 

de desintoxicar o organismo de substâncias produzidas por outras bactérias, que ele chamou 

“micróbios putrefativos”, e defendeu o consumo de bactérias fermentadoras como forma de 

melhorar a saúde. Desde então, diversas pesquisas já demonstraram que o consumo de 

probióticos é, de fato, capaz de trazer benefícios que remontam as hipóteses de Metchnikoff 

(OZEN; DINLEYICI, 2015). 

As definições para probióticos foram ampliadas por Lilly e Stillwell em 1965 como 

“substâncias secretadas por um organismo que estimulam o crescimento de outro” 

(GASBARRINI; BONVICINI; GRAMENZI, 2016). Esta definição, no entanto, está mais 

associada aos metabólitos dos probióticos do que ao microrganismo em si. Em 1989 Fuller e 

em seguida Haveenar e In't Veld em 1992, alegaram que a presença do microrganismo vivo era 

imperativa para alcançar os benefícios associados aos probióticos (ZENDEBOODI et al., 2020). 

Foi somente em 2001 que a Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação (FAO) e a Organização Mundial da Saúde (OMS) definiram o termo probiótico 
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como “micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, 

conferem um benefício à saúde do hospedeiro”, definição reafirmada no painel promovido em 

2014 e ainda vigente (HILL et al., 2014). 

O painel de 2014 da FAO/OMS ilustrou as características necessárias para que um 

microrganismos seja considerado probiótico, dentre os quais "As cepas devem ser identificadas 

geneticamente, classificadas usando a terminologia mais recente e designadas por números, 

letras ou nomes e " Estudos adequadamente dimensionados e projetados devem ser realizados 

para designar uma cepa como probiótica e usar a(s) cepa(s) no hospedeiro ao qual os probióticos 

se destinam (humano, gado, animal de companhia, etc.)." apontam a necessidade de estudos 

aprofundados para eleger um novo microrganismo probiótico. Fatores como segurança e 

eficácia são indispensáveis para a inserção de uma nova cepa no mercado (REID; GADIR; 

DHIR, 2019). 

A definição do termo probiótico destaca a importância da viabilidade do microrganismo 

em um produto para que os benefícios alegados sejam alcançados. A Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) regulamenta a comercialização de produtos alimentícios 

contendo probióticos no Brasil. As resoluções vigentes, como a Resolução de diretoria 

Colegiada (RDC) Nº 2, de 7 de janeiro de 2002 que dispões sobre Substâncias bioativas e 

Probióticos isolados com alegação de propriedades funcional e ou de saúde, ou a RDC nº 241, 

de 26 de julho de 2018 que estabelece os requisitos para comprovação da segurança e dos 

benefícios à saúde dos probióticos para uso em alimentos, não especificam em seus textos uma 

quantidade mínima necessária de microrganismos em alimentos para ser considerado probiótico, 

porém exige que haja uma quantidade mínima de microrganismos vivos nos produtos para 

garantir os benefícios e alegações de saúde sugeridos (BRASIL, 2002; BRASIL 2018). 

A quantidade de microrganismos vivos presentes em alimentos probióticos está 

diretamente relacionada a sua bioacessibilidade e, portanto, aos benefícios associados a eles 

(CHUA et al., 2020). O Ministério da Saúde italiano preconiza a necessidade de alimentos 

alegadamente probióticos de terem no mínimo 109 UFC de bactérias por porção diária (ITALIA, 

2013), quantidade também adotada pela agência de saúde canadense (CANADÁ, 2009). Já a 

FDA (do inglês Food and Drug Administration) agência que regulamenta o uso de probióticos 

nos Estados Unidos, impõe a quantidade mínima de 107 UFC/g de microrganismos em produtos 

probióticos no momento da fabricação e 106 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 diário de 108 a 109 de probióticos para que as propriedades funcionais e alegações de 

saúde sejam significativas (MARTA; SAAD; SAAD, 2006). 
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A segurança no consumo de probióticos, também é considerada tópico importante pelas 

agências reguladoras. A maior parte das cepas probióticas registradas de acordo com os critérios 

da FAO/OMS são consideradas GRAS (do inglês Generally Regarded As Safe) por não 

apresentarem potencial de risco para a saúde após consumo (ZAWISTOWSKA-ROJEK; 

TYSKI, 2018), pois passam por um minucioso processo de caracterização, sequenciamento do 

genoma e identificação a nível de cepa, utilização de dados históricos com estudos anteriores 

realizados com o microrganismo e ao menos um ensaio clínico em humanos. Esses dados são 

importantes para rastrear fatores de risco que podem estar associados ao consumo de 

microrganismos vivos, como fatores de virulência ou ainda a presença de genes de resistência 

antimicrobiana que podem ser transferidos para bactérias potencialmente patogênicas presentes 

na microbiota intestinal (BINDA et al., 2020). 

A maioria dos probióticos no mercado são bactérias produtoras de ácido láctico (BAL), 

geralmente encontradas na microbiota humana, das quais, os gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium se destacam como os mais comuns entre os probióticos (BUSTOS et al., 2024). 

Estes microrganismos têm sido empregados em diversos produtos probióticos, ambas são 

historicamente seguras, tem a capacidade de colonizar o intestino humano, produzem 

metabólitos essenciais como ácidos graxos de cadeia curta e vitaminas, bem como diversos 

outros benefícios que variam entre gênero, espécie e cepa (TOURET, OLIVEIRA, SEMEDO-

LEMSADDEK, 2018).   

O gênero Bifidobacterium é composto por bactérias Gram-positivas anaeróbicas não 

patogênicas geralmente encontradas em condições normais do intestino humano 

(WESTERMANN et al., 2016). Apesar de apresentarem diversas características interessantes a 

probióticos, como a adesão ao epitélio intestinal, produção de ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC) e interação imunológica, são menos utilizadas em comparação aos Lactobacillus em 

mercados mais extensos. Essas bactérias crescem mais lentamente, são mais exigentes com a 

presença do oxigênio e exibem longo tempo de fermentação (JENA; CHOUDHURY, 2023). 

Além destes dois gêneros, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, são outros 

com cepas probióticas (LATIF et al., 2023b). 

O gênero Lactobacillus é composto por bactérias Gram-positivas, anaeróbicas 

facultativas não formadoras de esporos, e engloba grande parte das bactérias comercialmente 

usadas na indústria de probióticos (OJHA; SHAH; MISHRA, 2021). Estas bactérias têm 

afinidade pela mucosa intestinal, produzem diversos metabólitos benéficos como riboflavina, 

folato, cobalamina e AGCC (HATI et al., 2019) e contribuem para a manutenção da integridade 

da barreira epitelial (LATIF et al., 2023b). Presentes há milhares de anos nos processos 
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fermentativos de derivados lácteos, o histórico e o acúmulo de dados acerca de sua presença em 

produtos fermentados contribuem para atestar a segurança e eficácia associadas ao gênero 

(ZHANG et al., 2018). 

Mais de 200 espécies compunham o gênero Lactobacillus, com uma diversidade de 

genomas e outros gêneros associados em complexos (Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, 

Oenococcus e Fructobacillus) tornando esta, uma das maiores famílias bacterianas até então 

(WITTOUCK et al., 2019). Em marços de 2020 Zheng et al., 2020 publicaram uma atualização 

da taxonomia do gênero Lactobacillus, criando 23 novos gêneros dentro da família 

Lactobacillaceae a fim de distribuir as espécies bacterianas de forma mais homogênea 

respeitando padrões filogenéticos, ecológicos e metabólicos comuns às espécies realocadas. A 

figura 1, ilustra a atualização dos gêneros de Lactobacillus. 

 

 

Figura 1 – Lista dos novos gêneros de Lactobacillus após atualização de Zheng et al., 2020. 

 

 

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

 

Durante o trânsito gastrointestinal os probióticos podem sofrer pelo processo de digestão 

e contato com ácidos estomacais, biliares, estresse osmótico e a adaptação ao ambiente hostil  

(BUSTOS et al., 2024). As bactérias comensais autóctones (nativas) do trato gastrointestinal 

(TGI) desenvolveram diversos mecanismos de resistências as condições do ambiente intestinal, 

e interagem de forma benéfica com o sistema imunológico (GROUSSIN; MAZEL; ALM, 2020). 

Estudos recentes apontaram uma relação intrínseca entre a imunoglobulina A (IgA), presente 

principalmente em mucosas, e a regulação das bactérias intestinais comensais, sendo sua 

ausência fator determinante para o controle da proliferação de microrganismos potencialmente 

prejudiciais à saúde humana (TAKEUCHI; OHNO, 2022). Durante o processo de fabricação 

das cepas probióticas, as colônias starter são submetidas a estresses semelhantes para que 

desenvolvam mecanismos de resistência e sejam capazes de sobreviver no TGI (FENSTER et 

al., 2019). 

O consumo de microrganismos vivos pressupõe benefícios que vão além dos metabólitos 

presentes no fermentado, a suplementação probiótica visa um repovoamento da microbiota 

intestinal com células potencialmente benéficas ao hospedeiro (ZOMMITI; FEUILLOLEY; 

CONNIL, 2020). O processo da adesão das bactérias probióticas envolve fatores relacionados 

a cepa usada, a mucosa intestinal e à microbiota residente. As células epiteliais intestinais estão 

em grande parte recobertas por uma camada viscosa de muco (mucina). A presença de açúcares 

ligados a proteínas que formam essa substância pode interagir com receptores presentes nas 

membranas das bactérias probióticas, como proteínas associadas à camada de superfície 

(SLAPs) ou proteínas de ligação à mucina (Mubs), observadas em diversas espécies dos gêneros 

Bifidiobacterium e Lactobacillus. A hidrofobicidade e outras proteínas, além dos presentes na 

mucina, também estão relacionados ao processo de adesão dos probióticos a parede celular 

intestinal (MONTEAGUDO-MERA et al., 2019). 

A composição da microbiota intestinal é altamente influenciada pela dieta do hospedeiro 

(FLINT; DUNCAN; LOUIS, 2017). Microrganismos que se aderem a parede intestinal e ao 

muco são classificados como microbiota parietal, enquanto os que compõe os alimentos em 

trânsito ou o bolo fecal são chamados de microbiota luminal (ARROYO et al., 2020). A 

microbiota luminal é especialmente afetada pelo tratamento com probióticos, Tannock et al., 

(2000) observaram Lactobacillus rhamnosus DR20 se tornar dominante nas fezes de 60% dos 
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indivíduos tratados com o microrganismo durante o período de tratamento. Ainda que neste 

estágio seja de caráter transitório, esses microrganismos afetam o metabolismo de carboidratos 

e butirato (WIEËRS et al., 2020). Estudos mostram que ainda que não aderida, algumas cepas 

probióticas exibem a capacidade de secretar substâncias que inibem a ligação de bactérias 

patogênicas a estruturas de ligação expressas em células epiteliais, o que aponta sua eficácia 

competitiva (FUJIWARA et al., 1997).   

A microbiota intestinal é formada por uma diversidade de bactérias, fungos e vírus que 

colonizam o intestino de forma comensal majoritariamente, ou seja, em uma relação de 

benefício mútuo (COATES et al., 2019). Esse complexo ecossistema desempenha diversos 

papeis fundamentais no metabolismo humano, participam da maturação do sistema imune, são 

responsáveis pela produção de biomoléculas essenciais, além de auxiliar na digestão de certos 

nutrientes (ROLHION; CHASSAING, 2016). Entretanto, dentre a imensa variedade de 

bactérias presentes no TGI, existem aquelas que, em condições adversas, podem adquirir 

características virulentas e se tornarem patogênicas (NAGAO-KITAMOTO et al., 2016). Esse 

é um cenário particularmente comum quando há um desequilíbrio na composição da microbiota 

intestinal, com a maior concentração de bactérias potencialmente patogênicas e menor 

quantidade de probióticos, sejam eles nativos ou oriundos de suplementação. Esse desequilíbrio 

é chamado de disbiose (NEUHANNIG et al., 2019).   

Quando aderidos à parede intestinal, os probióticos são capazes de competir com outros 

microrganismos, especialmente aqueles com potencial patogênico, por espaços e recursos (HE 

et al., 2023). Cepas com capacidade de adesão à moléculas expressas na mucosa bloqueiam 

sítios de adesão usados por patógenos e secretam substancias antimicrobianas 

(MONTEAGUDO-MERA et al., 2019). Ao se aderirem a mucosa intestinal, os probióticos 

interferem no processo de fixação, colonização, e infecção de patógenos. Diversas cepas de 

lactobacilos e bifidobactérias compartilham moléculas de adesão ao epitélio com Salmonella 

choleraesuis enteropatogênica, sendo os probióticos capazes de inibir e deslocar o patógeno do 

sítio de ligação (VAN ZYL; DEANE; DICKS, 2020). Um ensaio de competição realizado entre 

cepas probióticas e patogênicas demonstrou que o número 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 inibição do metabolismo patogênico quando em cultura compartilhada com 

probióticos (WOO; AHN, 2013).  A Figura 2 ilustra o processo de exclusão competitiva entre 

probióticos e patógenos. 

 



 
23 

 

 

Figura 2 – Representação das ações antagônicas entre probióticos e bactérias patogênicas. Ao 

se ligarem a moléculas expressas pelo epitélio, os probióticos impedem a fixação e infecção por 

outros microrganismos, além de secretarem substâncias que inibem a adesão de patógenos. 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). 

 

 

Outro mecanismo usado, predominantemente, pelas bactérias produtoras de ácido láctico 

contra patógenos é a secreção de moléculas antimicrobianas (THODA; TOURAKI, 2023). As 

bacteriocinas são peptídeos de variado tamanho e peso molecular que atuam inibindo bactérias 

em espectros amplo, como a bacteriocina produzida por Bacillus amyloliquefaciens RX7 que 

também é antifúngica, 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 não sofrerem 

com os efeitos de seu metabólito (THODA; TOURAKI, 2023a). Estudos demonstram que tanto 

o consumo de bacteriocinas quanto da bactéria produtora são eficazes para o controle de 

microrganismos sensíveis a sua ação, bem como sua utilização tem sido avaliada para além do 

TGI, em infecções cutâneas e orais (VAN ZYL; DEANE; DICKS, 2020). 
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As três principais classes de bacteriocinas produzidas por BAL são definidas por 

características ligadas à sua bioatividade e mecanismo de ação, como tamanho, estrutura e 

composição bioquímica. A classe I das bacteriocinas é chamada de lantibióticos, composta 

pelos menores peptídeos entre essas moléculas, com tamanho inferior a 5 kDa. Seu principal 

mecanismo de ação é a formação de poros na membrana bacteriana através da ligação com o 

lipídio II. A segunda classe de bacteriocinas é formada por peptídeos de até 10 kDa, elas atuam 

alterando a permeabilidade da membrana bacteriana através da formação de canais. As 

bacteriocinas de classe III englobam os maiores peptídeos, com 30 kDa que agem através de 

sua atividade enzimática, 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 ácido láctico. 

 

 

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

 

 

Além de atividade antimicrobiana direta, há evidências de que bacteriocinas podem atuar 

influenciando o sistema imune (BENÍTEZ-CHAO et al., 2021).  A nisina, um lantibiótico, já 
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demonstrou efeitos imunomodulatórios significativos, tanto para a proliferação de células do 

sistema imune como TCD4+ e CD8+, secreção de quimicinas como MCP-1, IL-8 e supreção 

da secreção de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), até a ativação de armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs) in vitro (THODA; TOURAKI, 2023a). 

A colonização do intestino por probióticos favorece a interação com o sistema 

imunológico em diferentes aspectos. A ingestão de probióticos já demonstrou capacidade de 

estimular células da imunidade inata como macrófagos, e células natural killers (NK). Além 

disso, esses microrganismos tem efeito significativo na produção de IgA no lúmen intestinal, e 

também são responsáveis pela inibição de TNF-α (VIAŞU-BOLOCAN; POPESCU; BICĂ, 

2013). Probióticos também agem interferindo as vias de sinalização de NF-κB e MAPK 

inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias que ao ativarem mecanismos de 

recrutamento de células e iniciar outras vias inflamatórias tendem a gerar sérios danos ao 

epitélio intestinal (VAN ZYL; DEANE; DICKS, 2020). 

Os probióticos são frequentemente associados aos prebióticos, definidos como 

"ingrediente alimentar não digerível que afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular 

seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um número limitado de bactérias no 

intestino" (SCOTT et al., 2010). Geralmente são fibras, carboidratos oligossacarídeos derivados 

ou não de amido e glicose, frutanos, galacto-oligossacarídeos, oligossacarídeos não 

carboidratos entre outros. Estes nutrientes não são absorvidos pelo TGI e tem como proposito 

principal estimular o crescimento de probióticos (DAVANI-DAVARI et al., 2019). Além de 

substrato para os probióticos, alguns prebióticos podem agir diretamente como adjuvante na 

proteção contra microrganismos patogênicos. Oligossacarídeos presentes no leite materno 

humano e galacto-oligossacarídeos podem inibir a colonização do intestino, eles atuam se 

ligando as moléculas de adesão expressas pelos patógenos impedindo a fixação destes na 

mucosa (MONTEAGUDO-MERA et al., 2019). 

Há ainda outra classe de substância que compõe o universo dos probióticos (Fig. 4), pós-

bióticos, termo recentemente definido pela Associação Científica Internacional de Probióticos 

e Prebióticos (ISAPP do inglês International Scientific Association for Probiotics and 

Prebiotics) como "preparação de microrganismos inanimados e/ou seus componentes que 

confere um benefício à saúde do hospedeiro" (SALMINEN et al., 2021). Estes englobam 

células microbianas inativadas, componentes celulares de microrganismos probióticos e 

metabólitos que tenham ação factual para promoção da saúde. Evidências de que células mortas 

de probióticos tem efeitos benéficos, sobretudo imunomoduladores, tem se acumulado, elas vão 

desde a diminuição da produção de IL-8, à influência na adesão de patógenos ao epitélio 
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intestinal (ZENDEBOODI et al., 2020). Células probióticas mortas ou inativadas são 

frequentemente denominadas como “paraprobióticos” em diversas literaturas. Entretanto, o 

painel que definiu o termo pós-biótico não reconhece essa nomenclatura como oficial, mas o 

insere na categoria (SALMINEN et al., 2021). Os metabólitos e moléculas secretadas por 

microrganismos probióticos em geral, também se enquadram como pós-bióticos. Dentre eles se 

destacam, bacteriocinas, AGCCs, vitaminas, ácidos orgânicos, peptídeos, entre outros 

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

 

 

Figura 4 – Representação de prebióticos, probióticos e pós bióticos, sua fonte (prebióticos) 

ou sítio ativo (probióticos). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). 

 

 

3.3 Probióticos e matrizes vegetais 

 

Probióticos são geralmente classificados como suplementos alimentares, embora também 

sejam encontrados na forma de medicamentos (PASSARIELLO; AGRICOLE; 
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MALFERTHEINER, 2014). Produtos probióticos são uma classe importante de alimentos 

funcionais, alimentos que oferecem benefícios além da nutrição convencional para a promoção 

da saúde e prevenção contra doenças (KAUR; DAS, 2011). Como discutido anteriormente, os 

primeiros estudos com esses microrganismos observaram suas propriedades através da 

fermentação de alimentos, sobretudo laticínios. Esta relação permanece até os dias atuais, onde 

probióticos ainda são tradicionalmente associados a produtos lácteos como iogurtes e leites 

fermentados (COSTA et al., 2024). Em 1996, quando as definições do termo probiótico ainda 

estavam em debate, Salminen, (1996) definiu probióticos como "microrganismo viável 

inoculado em produtos lácteos que conferem saúde e nutrição ao hospedeiro". Embora na época 

a maioria dos estudos com BAL associassem essas bactérias a laticínios, conforme a pesquisa 

no campo evoluiu, a presença de microrganismos viáveis em matrizes não lácteas foi observada 

e passou a ser explorada (ZENDEBOODI et al., 2020). 

Embora o leite seja adequado para a fermentação e inoculação de probióticos, a demanda 

crescente por opções de produtos não lácteos destaca a necessidade de novas matrizes para 

carrear esses microrganismos (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 2020). A demanda por 

alternativas não lácteas é multifatorial, religião, preocupações relacionadas a mudanças 

climáticas e manejo adequado de animais para a produção de alimento são alguns dos principais 

fatores socioculturais que influenciam a adesão de dietas veganas e vegetarianas, além destes, 

intolerância a lactose e alergia a proteína do leite também são razões para evitação ao consumo 

de leite e derivados (KATOCH et al., 2022; MATHIEU; DORARD, 2016).  

Estimativas apontam um crescimento de aproximadamente 1,7 milhões de adeptos a dieta 

vegana na União Europeia para o ano de 2033 (STATISTA, 2023). Na Alemanha 3% dos 

consumidores segue a dieta vegana, entre 2% e 4% da população de Brasil, China, México, 

EUA, e 10% dos indianos também seguem esta dieta (STATISTA, 2024a), enquanto 6% dos 

alemães e estadunidenses, 5% dos mexicanos, 2% dos brasileiros, e 26% da população indiana 

são vegetarianos (STATISTA, 2024b). Esses dados estão ilustrados e distribuídos na Figura 5. 

A demanda por produtos de origem vegetal tem se intensificado, não apenas pela necessidade 

direta da parcela da população que não consome leite e derivados, mas também para aqueles 

que buscam por opções mais saudáveis e sustentáveis 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. 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). 

 

 

Neste cenário, a utilização de matrizes diversas de origem vegetal para o carreamento de 

probióticos em diferentes tipos de alimentos tem se destacado (SUBHASHREE; KAVITA, 

2019). Purês de frutas fermentadas, leite de soja fermentado, kefir de soja, e bebidas probióticas 

a base de frutas são algumas das variantes entre o leite fermentado ou iogurte tradicional (DE 

ASSIS et al., 2021b; PANGHAL et al., 2018). Entre os produtos probióticos, as bebidas 

fermentadas se destacam, no mercado de alternativas lácteas que movimentou mais de 13 

milhões de dólares em 2018, esse segmento ganha tração. A fermentação da matriz vegetal 

confere características nutricionais importantes as bebidas vegetais sugeridas como alternativas 

ao leite animal. Embora ricas em fitoquímicos com potencial antioxidante, anti-inflamatório e 

antimicrobiano, muitas dessas bebidas tem componentes antinutrientes que interferem no 

processo de absorção de minerais como ferro (Fe), Cálcio (Ca), Zinco (Zn), e certas vitaminas. 

Algumas saponinas que compõe a soja e a aveia formam complexos com proteínas e diminuem 

sua bioacessibilidade. A fermentação probiótica é capaz de biotransformar os componentes da 

matriz vegetal e torná-la mais nutritiva (RASIKA et al., 2021).    

Embora a manutenção da viabilidade das BAL em matrizes vegetais possa representar um 
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desafio, uma vez que nem todas as leguminosas, grãos, nozes ou frutos são adequados para a 

sobrevivência e metabolismo desses microrganismos, a combinação algumas cepas e vegetais 

são capazes de produzier bebidas probióticas de origem vegetal, como é exposto na Tabela 1 

(RASIKA et al., 2021). Além dos substitutos vegetais ao leite, algumas frutas também podem 

servir como matriz vegetal para a fermentação probiótica, agregando alto valor nutricional, 

compostos bioativos e variedade sensorial. Paiva et al., (2024) desenvolveram uma bebida 

probiótica a base de coco, manga e inhame que conservou a viabilidade do probiótico inoculado 

dentro dos padrões preconizados sobre quantidade de microrganismos.  Pereira et al., (2017) 

também obtiveram sucesso ao formular uma bebida probiótica de cupuaçu que além de manter 

a viabilidade dos probióticos, teve boa aceitação sensorial e melhorou a atividade antioxidante 

após a fermentação. Estes dois casos trazem perspectivas para favoráveis para a busca por outras 

opções de matrizes para a fermentação probiótica.  

 

Tabela 1 – Viabilidade probiótica em diferentes matrizes vegetais não lácteas. 

 

Tipo de 

produto 
Produto Cepa probiótica 

Condições 

de 

fermentaçã

o 

Viabilidade no 

final da 

fermentação/início 

da armazenagem a 

frio 

Viabilidade 

no final do 

armazename

nto 

À base de 

grãos 

Bebida à 

base de 

milho 

Lb. 

paracasei LBC-

81 em co-cultura 

com S. 

cerevisiae CCM

A 0731 ou S. 

cerevisiae CCM

A 0732 

37°C por 

24  horas 
10 7 –10 8 ufc/mL >10 6 ufc/mL 

 

Bebida 

simbiótic

a 

produzid

a a partir 

de malte 

de 

riceberry 

Lb. 

plantarum TC24 

37°C por 

48  horas 
10 8 -10 10 ufc/mL 10 9 ufc/mL 
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Tipo de 

produto 
Produto Cepa probiótica 

Condições 

de 

fermentaçã

o 

Viabilidade no 

final da 

fermentação/início 

da armazenagem a 

frio 

Viabilidade 

no final do 

armazename

nto 

 

Bebida 

láctea de 

aveia 

não 

láctea 

com 

sabor a 

especiari

as e 

morango 

Lb. 

plantarum micro

encapsulado 

Não 

informado 
Não informado >10 8 ufc/mL 

 

Bebida 

simbiótic

a à base 

de aveia 

Lb. plantarum 
30°C por 

12  horas 
Não informado >10 7 ufc/g 

 

Bebida 

de leite 

de arroz 

probiótic

a com 

sabor de 

frutas 

Lb. acidophilus 

B. bifidum BB-1 

St. 

thermophilus em 

cocultura 

37°C por 

16  horas 

10 9 –10 10 ufc/mL 

10 9 –10 10 ufc/mL 

10 8 –10 10 ufc/mL 

>10 8 ufc/mL 

Baseado 

em 

pseudocere

ais 

Bebida 

de 

quinoa 

Lb. 

plantarum DSM 

9843 

30°C por 2 

dias 
10 10 –10 11 ufc/mL ∼10 7 ufc/mL 

 

Bebida 

de 

iogurte 

de 

quinoa 

Lb. casei Zhang 

e Lb. casei SY13 

8  horas a 

42°C 
  

 

Bebida 

probiótic

a de 

quinoa 

Uma mistura 

de Bifidobacteri

um sp., Lb. 

acidophilus e St. 

37°C por 

6  horas 
10 6 -10 7 ufc/mL >10 6 ufc/mL 
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Tipo de 

produto 
Produto Cepa probiótica 

Condições 

de 

fermentaçã

o 

Viabilidade no 

final da 

fermentação/início 

da armazenagem a 

frio 

Viabilidade 

no final do 

armazename

nto 

thermophilus 

À base de 

leguminosa

s 

Bebida 

de grão 

de bico e 

coco 

Lb. 

paracasei subsp.

 paracasei i 

LBC 81 

37°C até 

atingir 

pH 

4,6−4,8 

>10 8 ufc/mL >10 8 ufc/mL 

 

Bebida 

mista à 

base de 

soja 

Lb. 

rhamnosus GG 

37°C por 

72  horas 
∼10 9 ufc/mL >10 7 ufc/mL 

 

Bebida 

mista à 

base de 

amendoi

m 

Lb. 

rhamnosus GG 

37°C por 

72  horas 
>10 9 ufc/mL >10 7 ufc/mL 

 

Bebida 

fermenta

da 

simbiótic

a de 

Lb. 

acidophilus La-5 

B. 

animalis subsp. l

actis Bb-12 

S. 

thermophilus em 

cocultura 

37°C até o 

pH atingir 

4,7–4,8 

Não informado 

∼10 6 ufc/mL 

>10 8 ufc/mL 

10 7 -

10 8 ufc/mL 

 
Bebida 

de soja 

Lactococcus, 

Lactobacillus 

e leveduras spp. 

12  horas ∼10 7 ufc/mL >10 7 ufc/mL 

Baseado 

em nozes 

Suco de 

castanha 

de caju 

'Cerrado' 

clarifica

do 

Saccharomyces 

boulardii 

Os 

probióticos 

foram 

adicionados 

diretamente 

e 

armazenados 

a 7°C sem 

10 8 ufc/mL >10 7 ufc/mL 
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Tipo de 

produto 
Produto Cepa probiótica 

Condições 

de 

fermentaçã

o 

Viabilidade no 

final da 

fermentação/início 

da armazenagem a 

frio 

Viabilidade 

no final do 

armazename

nto 

uma etapa de 

fermentação 

separada 

 

Leite de 

caju 

probiótic

o 

B. animalis BB-

12 

Os 

probióticos 

foram 

adicionados 

diretamente 

e 

armazenados 

a 4°C sem 

uma etapa de 

fermentação 

separada 

10 8 ufc/mL >10 8 ufc/mL 

 

Iogurte 

probiótic

o de leite 

de 

amêndoa 

Lb. 

acidophilus e B. 

lactis em 

combinação com 

fermentos de 

iogurte 

convencionais 

Não 

informado 
Não informado >10 7 ufc/g 

 

Lb. - Lactobacilos; S. - Saccharomyces; B. - Bifidobacterium; St. - Streptococcus 

 

Fonte: adaptado de RASIKA et al., 2021 

 

3.4 Babaçu  

 

O babaçu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) é uma palmeira pertencente à família 

Aracacea, geralmente encontrada na zona de transição entre os biomas da Floresta Amazônica 

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

Brasil (LIMA et al., 2020; PAIXÃO et al., 2019). Diversas partes da planta podem ser 
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aproveitadas em diferentes segmentos, coco babaçu é especialmente explorado para a extração 

do óleo refinado, e segue tendo grande contribuição na subsistência de muitas famílias, 

sobretudo nas comunidades de quebradeira de coco no estado do Maranhão, onde se estima que 

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

(CARNEIRO et al., 2014).  

 

Figura 6 –  Babaçu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng), representação do fruto, divisões e 

fonte do extrato hidrossolúvel do coco babaçu. 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). 

 

 

 O coco babaçu possui epicarpo (11% da massa), mesocarpo (23%), endocarpo (59%), e 

amêndoa (7%). O óleo de coco babaçu é extraído a partir da amêndoa, é um dos principais 

produtos relacionado ao fruto (TEIXEIRA et al., 2018). Além do óleo, é possível produzir um 

tipo de "leite" vegetal a partir da amêndoa do coco babaçu. O extrato hidrossolúvel da amêndoa 
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é rico em ácidos graxos, carboidratos, fibras, compostos fenólicos como ácido elágico, ácido 

gálico, catequinas e epicatequinas. Sua baixa acidez é uma característica 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 família Aracacea com ampla 

distribuição na região amazônica, e uma das mais numerosas no território brasileiro (MILANEZ 

et al., 2018). A versatilidade e o aproveitamento de diversas partes da planta destacam seu 

potencial econômico sustentável (AFONSO, 2011). O fruto é envolto por uma casca composta 

por escamas marrom-avermelhadas, sua polpa de coloração alaranjada é rica em nutrientes, 

como proteínas (entre 1,30% e 3,39% da massa da polpa) lipídios (18,16% a 51,67%) e 

carboidratos (25,53% a 31,24%). O buriti também é rico em fibras prebióticas, carboidratos não 

digeríveis que estimulam o crescimento de bactérias probióticas (BATISTA CARNEIRO; 

MELLO CARNEIRO, 2011; CURIMBABA et al., 2020). 

 

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

usada na bebida mista. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). 

 

 Sua polpa é rica em fenólicos como o ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido cafeico, 

ácido protocatecuico, ácido clorogênico e flavonoides como catequina, epicatequina, apigenina, 

luteolina, miricetina kaempferol e quercetina (MILANEZ et al., 2018). Estudos com a polpa do 

buriti já demonstraram que o fruto possui atividade antioxidante e imunomoduladora, 

geralmente associado a seus bioativos, a capacidade de inibir radicais livres dos ácidos fenólicos 

e flavonoides de sua composição, bem como de suas fibras prebióticas de interagir com o 

sistema imunológico e seu consumo aumentar a produção de AGCC e a função da barreira 

epitelial intestinal (CURIMBABA et al., 2020) 

 

 

3.6 Caju 

 

O caju (Anacardium occidentale L.) é uma árvore da família Anacardiaceae, 
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originalmente nativa do Brasil, embora tenha sido exportada para outros países de clima 

semelhante como Vietnã e Índia, respectivamente os maiores produtores e processadores da 

castanha de caju na atualidade (DENDENA; CORSI, 2014). As diversas espécies do gênero 

Anacardium, todas nativas do Brasil, possuem fenótipos distintos que vão da variação de altura 

das árvores a acidez do pseudofruto (OLIVEIRA et al., 2020). O fruto do cajueiro é a castanha 

de caju, e o produto mais explorado da planta, é responsável por um mercado de alto padrão e 

crescimento constante (DENDENA; CORSI, 2014). O pedúnculo, pseudofruto do caju, 

representa cerca de 90% da massa do fruto (castanha e pedúnculo), é suculento, e popularmente 

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

 

Figura 8 – Caju (Anacardium occidentale L.), representação do fruto, árvore, suas partes e a 

fonte da polpa usada na bebida mista. 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). 
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Embora represente grande parte da massa do fruto, seu mercado é bem menor do que da 

castanha, e é comumente comercializado na forma de polpa processada, uma vez que é 

rapidamente perecível. A polpa é rica em diversos bioativos, vitamina C, taninos, e teor mineral 

de cálcio e fósforo (OLIVEIRA et al., 2020). Rico em compostos antioxidantes, açucares 

redutores e fibras, o caju possui alta capacidade de inibição de radicais livres e potencial como 

alimento funcional, além do maior aproveitamento de seu pedúnculo possibilitar uma 

exploração mais sustentável da planta (SINGH et al., 2019). 

 

 

3.7 Fermentação de matrizes vegetais 

 

A fermentação é um processo metabólico realizado por certos microrganismos, fungos e 

bactérias majoritariamente, capaz de transformar a matriz utilizada durante seu processo de 

produção de energia através do substrato. Inicialmente este processo era usado para estabilizar 

e aumentar a vida útil de alimentos sensíveis as condições ambientais e perecíveis, como o leite, 

entretanto, com o tempo passou a ser usado para alterar características do material original, 

como a incorporação de álcool a bebidas (TEREFE, 2016). Os metabólitos primários 

produzidos pelos microrganismos geralmente variam com o tipo de microrganismo usado e a 

matriz vegetal. Álcool e dióxido de carbono são produzidos por leveduras, ácido acético por 

Acetobacter, ácido láctico por bactérias do ácido láctico, entre outros (MARCO et al., 2017). 

O ácido láctico produzido pelas BAL agrega algumas das principais características das 

bebidas fermentadas, como o aroma e sabor ácido e fermentado, porém esse metabólito também 

exerce atividade antimicrobiana melhorando a conservação dos alimentos. Além do ácido 

láctico, na matriz vegetal os probióticos são capazes de metabolizar componentes das plantas, 

consumir carboidratos e gerar pós bióticos altamente funcionais (GUAN; XIONG; XIE, 2021). 

A biotransformação decorrente desse metabolismo melhora a bioacessibilidade de compostos 

fenólicos, que embora possuam diversas aplicações biológicas, são pouco absorvidos na 

alimentação tradicional  (DE ASSIS et al., 2021a).  

A melhora da bioacessibilidade pode ser observada no estudo de Voss. et al. (2021), onde 

o conteúdo de glicosídeos de isoflavonas da bebida de okara diminuiu após a fermentação 

enquanto as agliconas aumentaram. Essa mudança no perfil químico melhorou a 

bioacessibilidade uma vez que as agliconas são melhor absorvidas pelo organismo. Diversas 

frutas possuem componentes com capacidade bactericida em sua composição como compostos 

fenólicos, ácido salicílico, ácido cítrico, que atuam como adjuvntes aos mecanismos 
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antibacterianos dos probióticos ou servem como substrato metabólico no processo de produção 

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

 

 

Figura 9 – Impacto da fermentação nas atividades antioxidantes e antimicrobianas de 

probióticos em bebidas e alimentos fermentados. (A) melhora o perfil químico, o conteúdo de 

compostos bioativos, (B) produção de compostos bioativos antimicrobianos, como 

bacteriocinas, (C) mecanismos da atividade antimicrobiana: 1 - ligação à membrana celular 

bacteriana por meio de receptores compatíveis e formar poros; 2- desestabilização da carga 

iônica; (3) desestabilizar a membrana devido à sua carga destruição da parede celular do 

peptidoglicano. 

 

 

 

Fonte: (COSTA et. al., 2024) 

 

 

A matriz vegetal pode também atuar como um aliado na proteção dos probióticos durante 

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

Como apontado anteriormente, grande parte dos benefícios associados aos probióticos se 

baseiam em sua chegada e adesão ao ambiente intestinal. O caminho para chegar até este 
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ecossistema possui obstáculos como o suco gástrico e atividade enzimática. Um estudo com 

probióticos em sucos de romã, descreveu uma melhora na bioacessibilidade do fermentado após 

a digestão simulada (VALERO-CASES; NUNCIO-JÁUREGUI; FRUTOS, 2017). Outro 

estudo com uma bebida fermentada de melão e maçã durante a digestão simulada mostrou uma 

manutenção da atividade antioxidante no decorrer dos estágios (TANG et al., 2023). Esses 

resultados sugerem que a matriz vegetal fermentada pode proteger o probiótico durante a 

digestão e melhorar suas propriedades funcionais em seu sítio alvo. 

 

 

3.8 Alegações de Saúde 

 

Diversos benefícios associados aos probióticos já foram citados neste trabalho, entre os 

quais se destacam a colonização de bactérias comensais no intestino, prevenção de infecções, 

redução da inflamação intestinal e do risco de câncer de cólon, melhora na absorção de 

nutrientes e produção de vitaminas e ácidos graxos de cadeia curta (LATIF et al., 2023a). Os 

mecanismos associados a esses benefícios são variados, alguns inerentes a definição como 

probióticos, outros raros e altamente específicos para certas cepas (Figura 11)  (HILL et al., 

2014a).  

 

 

Figura 10 – Classificação de mecanismos associados a probióticos. 
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Fonte: Hill et. al. 2014 (adaptado para o portugês) 

 

 

 

Estes mecanismos por vezes podem parecer abstratos, entretanto, seus benefícios são 

refletidos quando o uso de probióticos é associado a profilaxia e tratamento de certas doenças.  

Em sua meta-análise Ritchie e Romanuk sugeriram que o principal efeito benéfico dos 

probióticos está ligado a prevenção e tratamento de doenças gastrointestinais (RITCHIE; 

ROMANUK, 2012). Hipócrates, 2000 a.C disse “a morte está nas entranhas”. Quadros 

inflamatórios estão presentes em diversas doenças. O microambiente intestinal é 

particularmente suscetível a eventos inflamatórios devido a população de microrganismos e 

antígenos ali presentes, separados apenas por uma camada epitelial do ambiente estéril do corpo 

(ZMORA et al., 2017). Essa relação se baseia em um intrincado equilíbrio entre mecanismos 

pró e anti-inflamatórios, reconhecimento de padrões associados a patógenos (PAMPs), e 

tolerância antigênica adquirida pela interação de diversos fatores do sistema imune (ZMORA 

et al., 2017). 

Diversas doenças crônicas não transmissíveis como diabetes e obesidade desencadeiam 
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uma inflamação constante e de baixo grau no ambiente intestinal, enquanto doença de Crohn e 

colite ulcerosa, que afetam diretamente o trato gastrointestinal (TGI) podem ser determinantes 

para o desenvolvimento de câncer colorretal (ULLMAN; GASTROENTEROLOGY; 

2011;Furman et al., 2019). Pacientes com retocolite ulcerativa tratados com probióticos 

apresentam quadros atenuados da doença e previnem a recidiva através da inibição da ativação 

de NF-kB e consequente diminuição de TNF-A e IL-1β (CUI et al., 2004). Na doença de Crohn 

a suplementação probiótica reduz os níveis de citocinas pró-inflamatórias como IL-8 e IL-1β 

na mucosa (PLAZA-DÍAZ et al., 2017). Inflamações intestinais também sofrem com o acúmulo 

de radicais livres e o estresse oxidativo, as propriedades antioxidantes dos probióticos também 

exercem efeito anti-inflamatório através da inibição desses radicais. 

Além de quadros inflamatórios, o consumo de probióticos é vital para o tratamento da 

disbiose, que ocorre com o desequilíbrio da flora bacteriana (WALKER, 2017). Evidências 

apontam que a perda de bactérias comensais e a proliferação de patógenos entéricos podem 

afetar a homeostase do intestino, desencadeando respostas inflamatórias e favorecendo o 

desenvolvimento de câncer colorretal, e o organismo como um todo, propiciando a alergia, 

asma e doenças metabólicas (CARDING et al., 2015). Usar bactérias benéficas como 

probióticos é vital para repovoar o intestino e restabelecer o equilíbrio perdido com a disbiose. 

O uso de simbióticos, a associação de prébioticos e probióticos, tem sido adotada pelos 

mecanismos já citados, a competição com patógenos, excreção de peptídeos bioativos, melhora 

na permeabilidade do epitélio intestinal e interação imunológica, (APPANNA, 2018). 

Os mecanismos antimicrobianos dos probióticos tem sido investigado para uso na 

prevenção e tratamento de doenças infecciosas. A resistência antibiótica tem se consolidado 

como um dos principais problemas de saúde pública, responsável por cerca de 700.000 mortes 

ao redor do mundo, sendo as infecções diarreicas associadas a 1,5 milhões de óbitos no ano de 

2019, tratamentos adjuvantes e alternativos são alvo de pesquisas (HUEMER et al., 2020; WHO, 

2019). Essas bactérias são capazes de reduzir a incidência de infecções agudas do trato 

respiratório superior, prevenção e efeito adjuvante a antibióticos no combate a infecções 

urinárias pediátricas (ROSTAMI et al., 2018). U so profilático de probióticos em modelos de 

sepse em animais também tem recebido atenção, com resultados como a melhora na taxa de 

mortalidade dos animais tratados, diminuição da bacteremia e redução de citocinas pró-

inflamatórias (KHAILOVA et al., 2013).  

Diversas pesquisas apontam para o uso de probiótico na profilaxia e tratamento de 

doenças. Entretanto, é importante ressaltar que quando veiculado como alimento funcional, não 

pode ser considerado tratamento, mas ferramenta de promoção a saúde.  
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5. CAPÍTULO I (ANEXO I) 

 

ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF PROBIOTICS: 

INSIGHTS FROM IN VITRO ASSAYS 

 

Revista: Probiotics and Antimicrobial Proteins (ISSN: 1867-1306) 

Qualis/Fator de Impacto: A3/4.4 

Data da publicação: 24 de dezembro de 2024 

 

Fernanda Farias Costa, Tatielle Gomes Dias, Priscila Mendonça Mendes, Jesse Pereira 

Machado Viana, Eveline Brandão Madeira, Ana Lúcia Fernandes Pereira, Adriana Gomes 

Nogueira Ferreira, Marcelino Santos Neto, Richard Pereira Dutra, Aramys Silva Reis, Márcia 

Cristina Gonçalves 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.



56  

 

7. CAPÍTULO II 

 

BEBIDAS PROBIÓTICAS MISTAS COM BABAÇU: ATIVIDADE 

IMUNOMODULADORA, ANTIOXIDANTE E ANTIBACTERIANA DA 

COMBINAÇÃO COM BURITI OU CAJU 

 

 

INTRODUÇÃO  

 

Probióticos são microrganismos vivos potencialmente benéficos para a saúde 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-DÍAZ et al., 2020). Por exemplo, bactérias 

produtoras de ácido láctico, como o gênero Lactobacillus, demostraram ser capazes de inibir a 

peroxidação do ácido linoleico e a autoxidação do ascorbato, também produzem peptídeos 

bioativos como bacteriocinas, capazes de inibir bactérias patogênicas por diversas vias, além 

de estimularem o sistema imunológico interagindo com o epitélio e células do sistema imune 

(ANJANA; TIWARI, 2022). 

Esses produtos são tradicionalmente associados a bebidas lácteas; no entanto, a 

incorporação de probióticos em matrizes vegetais tem sido amplamente investigada nos últimos 

anos, visando alcançar o público que, em geral, não consome produtos de origem animal 

(MONTEMURRO et al., 2021). Alérgicos à proteína do leite, adeptos ao vegetarianismo e 

indivíduos lacto-intolerantes, não consomem leite ou derivados e podem encontrar dificuldade 

em ter acesso a alimentos probióticos (CSATLOS et al., 2023). Nesse contexto bebidas vegetais 

a base de castanhas e amêndoas tem se popularizado, a adição de frutas diversas pode inserir 

variedade sensorial, nutricional e aprimorar as características funcionais de promoção de saúde 

desses alimentos, além de proteger as bactérias durante o trânsito intestinal, melhorando sua 

bioacessibilidade (KIM; OH, 2024). 

O consumo de alimentos fermentados baseados em matriz vegetal já demonstrou 

capacidade anti-inflamatória em doenças intestinais (CELIBERTO et al., 2017), modulação 

positiva da microbiota (DE CARVALHO MARCHESIN et al., 2018), melhora na sobrevida e 

atividade anti-inflamatória na sepse (WANG et al., 2021) em modelos animais.  Estes resultados 

em geral refletem a interação do probiótico com o organismo, diminuição da produção de 
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citocinas inflamatórias como TNF-α, e de radicais como óxido nítrico, porém os mecanismos 

envolvidos nesta interação nem sempre estão claros. Há evidências de que a fermentação da 

matriz vegetal gera compostos bioativos que melhoram as propriedades funcionais dos 

probióticos (SASI et al., 2023).  

Através de ensaios in vitro, outros autores observaram o potencial funcional de 

probióticos isolados, ou associados a formulações alimentares através de redução de radicais 

livres pelo aumento do metabolismo de fenólicos (WU et al., 2023), biotransformação de 

moléculas para melhora da bioacessibilidade (DE ASSIS et al., 2021), e obtenção de 

metabólitos presentes no sobrenadante livre da cultura com atividade bactericida (EL-DEIN et 

al., 2021). Essa abordagem permite uma avaliação focada nos mecanismos aquém de interações 

multifatoriais e complexas com o organismo e permite investigá-los de forma aprofundada 

(PAPADIMITRIOU et al., 2015). 

Recentemente nosso grupo desenvolveu duas bebidas mistas probióticas, uma contendo 

o extrato hidrossolúvel da amêndoa do babaçu e polpa de buriti, e outra com o extrato 

hidrossolúvel da amêndoa do babaçu e polpa de caju (MADEIRA, 2024). Adicionalmente, as 

bebidas foram avaliadas em um ensaio in vivo com tratamento profilático em camundongos da 

linhagem Swiss com posterior indução de sepse em modelo de ligadura e punção cecal (CLP), 

cujos resultados apontaram modulação do sistema imune dos camundongos sépticos (DIAS, 

2023). Entretanto, os mecanismos envolvidos não estão claros. O objetivo deste estudo foi 

investigar o potencial funcional das duas bebidas mistas através da avaliação da viabilidade 

probiótica, citotoxicidade, atividade antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora e 

características físico-químicas antes e após a fermentação probiótica, e dessa forma fornecer 

evidências sobre os mecanismos envolvidos na obtenção dos benefícios associados ao seu 

consumo. 

 

 

 MÉTODOS 

Preparo das bebidas mistas probióticas de extrato da amêndoa coco babaçu e caju ou 

buriti e obtenção do sobrenadante. 

 

As bebidas mistas probióticas foram preparadas no laboratório de Química de Alimentos 

do Curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Maranhão (UFMA). Dois 

tipos de bebidas mistas probióticas fizeram parte da avaliação, uma contendo extrato de coco 

babaçu e polpa de buriti e outra contendo extrato de coco babaçu e polpa de caju. As bebidas 
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foram elaboradas de acordo com condições pré-estabelecidas em registro de patente depositada 

no INPI (BR10202400376), sendo a bebida contendo extrato de coco babaçu e caju com 13,9% 

de polpa e 5,6 de pH inicial e daquela com extrato de coco babaçu e buriti com 13,7% de polpa 

e 6,2 de pH inicial. Para as duas bebidas, o tempo ideal de fermentação foi de 8 horas e a 

temperatura usada foi de 30°C. Para elaboração das bebidas probióticas, o caldo MRS contendo 

Lc. casei NRRL B-442 ativado foi inoculado na concentração de 7,00 log UFC/mL, que é a 

contagem mínima recomendada para os microrganismos probióticos exercerem seus efeitos 

benéficos (NUALKAEKUL; CHARALAMPOPOULOS, 2011). Após o processo de 

preparação e fermentação, as bebidas foram armazenadas sob congelamento (-18 °C). Bebidas 

mistas de babaçu e buriti e babaçu e caju não fermentadas foram usadas como controle. O 

sobrenadante foi obtido por centrifugação a 9.700 rpm (8000 x g) por 10 minutos a 4°C e em 

seguida filtrado em filtro bacteriológico de 0,22 µm para os experimentos com células, ou 

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

 

Contagem de células viáveis do probiótico (Lacticaseibacillus casei NRRL B-442) 

A viabilidade do probiótico foi determinada a partir da diluição seriada das bebidas até se 

obter a diluição 10-6. Alíquotas de 0,1 mL das diluições foram semeadas em placas contendo 

MRS Agar (Agar De Man, Rogosa e Sharpe) em semeadura em superfície com auxílio de alça 

de Drigalski. As placas foram incubadas invertidas a 37 °C por 72 h. Após esse período, foi 

realizada contagem das colônias típicas de Lc. casei (PEREIRA et al., 2017). 

 

Avaliação do pH 

A determinação do pH das bebidas mistas de babaçu e buriti não fermentados (BBnF), 

babaçu e buriti fermentados (BBF), da bebida de babaçu e caju não fermentada (BCnF) e da 

bebida fermentada de babaçu e caju (BCF) foi realizada utilizando um potenciômetro equipado 

com eletrodo combinado (medidor de pH Mpa210, MS TECNOPON) devidamente calibrado 

mediante leitura direta (JEONG et al., 2022a).  

 

Avaliação da Acidez 

A determinação da acidez foi feita medindo o teor de ácido lático presente em 1 mL da 

amostra diluída em água destilada, pela titulação com NaOH, usando 3 gotas de fenolftaleína 
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como indicador (KEMPKA et al., 2008).  

 

Avaliação do teor de Fenólicos Totais 

O método colorimétrico Folin-Ciocalteu foi adotado para avaliar a composição fenólica 

das bebidas. Adicionamos 100 µL do sobrenadante puro das bebidas mistas a 1 mL de uma 

solução de 20% de carbonato de sódio, e 100 µL de Folin-Ciocalteu (Vetec Química fina, 

Brazil), com água destilada até o volume final de 4 mL por tubo. As amostras foram então 

homogeneizadas em vórtex e armazenadas ao abrigo de luz por 2 horas. A leitura foi feita com 

absorbância de 760 nm em espectrofotômetro UV-vis (Gehaka UV-340G).  A concentração de 

compostos fenólicos foi determinada usando uma curva padrão de ácido gálico e expressos 

como equivalente de ácido gálico por grama de amostra (LIMA et al., 2023).  

 

Avaliação do teor de Flavonoides 

O teor de flavonoides foi mensurado pelo método colorimétrico de cloreto de alumínio, 

que formam complexos estáveis com os flavonoides em metanol. Adicionamos 500 uL do 

sobrenadante obtido por centrifugação, 500 uL da solução metanólica de cloreto de alumínio 

hexahidratado (5%), a 3 mL de metanol. Após homogeneizar em vórtex, incubamos as amostras 

ao abrigo de luz por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2000 rpm. A leitura 

foi feita em espectrofotômetro UV-Vis (Gehaka UV-340G) em 425 nm, e uma curva padrão de 

quercetina (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil) foi usada para determinar a concentração de 

flavonóides, expressos como equivalentes de quercetina por grama de amostra (DUTRA et al., 

2023). 

 

Cultura de células  

Foram usados para os testes de citotoxicidade macrófagos da linhagem murina RAW 

264.7 (doados pelo Laboratório de Farmacologia e Bioquímica do Núcleo de Pesquisa e 

Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceará – 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 Maranhão– 

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

pirúvico. Ambas as culturas foram mantidas em estufa a 5% de CO2 e temperatura de 37 ᵒC.  

 

Ensaio de citotoxicidade 

Placas de 96 poços foram preparadas com suspensões de células (105 para RAW, e 5x104 

para GM, por poço), e incubadas por 2 horas (RAW) ou overnight (GM) para adesão. O 

sobrenadante centrifugado foi então diluído em uma proporção de 1:2 em meio DMEM, e 

filtrado com filtro bacteriológico de 0,22 µm, em seguida diluído de forma seriada (1:2, 1:4, 

1:8, 1:16 e 1:32). As células foram incubadas com 100 µL das diluições por 24 horas.  Foi 

realizado um ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio) para 

avaliar a viabilidade das células expostas ao sobrenadante das bebidas mistas pela redução do 

sal de tetrazólio amarelo em cristais de formazan de coloração púrpura por células 

metabolicamente ativas.  Após 24 horas, o sobrenadante diluído em DMEM foi substituído por 

90 µL de um novo meio e 10 µL de MTT, e incubadas novamente ao abrigo de luz por 3 horas. 

Após a incubação o meio foi retirado com cuidado para não remover os cristais de formazon 

gerados pela metabolização do MTT, e 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) adicionados como 

diluente. As placas foram agitadas por 5 minutos e a absorbância avaliada por espectrofotômetro 

a 540 nm em leitor de microplaca BioTek® (JEONG et al., 2022a).  

As concentrações que não apresentaram citotoxicidade significativa foram selecionadas 

para os ensaios de atividade antioxidante e imunomoduladora. Além disso, a viabilidade das 

células após a indução da inflamação foi avaliada por um novo ensaio de MTT, a fim de 

monitorar a relação entre a viabilidade celular e a produção de NO, bem como garantir que a 

exposição ao LPS não aumentou as taxas de morte celular. 

 

Avaliação da Atividade Antioxidante 

Avaliação da atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH. 

A capacidade antioxidante das bebidas mistas probióticas contra radicais DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) foi avaliada em ensaio adaptado. O sobrenadante foi adicionado a 

uma solução de DPPH em metanol nas diluições 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, então incubados por 30 

minutos em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Centrifugamos as amostras a 2.000 rpm 

após a incubação devido a presença de partículas no sobrenadante que tornariam a leitura 

inviável. A absorbância foi determinada em espectrofotômetro a 517 nm. Uma mistura de 
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metanol e DPPH foi usada como controle, e uma solução com o sobrenadante das bebidas 

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

 

Avaliação da atividade antioxidante pela inibição Peroxidação lipídica. 

Uma adaptação do ensaio proposto por Upadhyay et. al (2014) foi usada para avaliar a 

capacidade de inibição da peroxidação lipídica das bebidas mistas. Na primeira parte do 

experimento, foi adicionado 100 µL de água destilada pura, 125 µL do sobrenadante diluído em 

água destilada para as concentrações de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, mais 250 µL do substrato lipídico 

(solução de gema de ovo a 5%), e 25 µL do reagente de Fenton, preparado 1/1 com solução de 

sulfato ferroso (FeSO4) e solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) ambas a 0,14 M, 

responsável pela peroxidação da reação, e incubamos a solução ao abrigo de luz por 30 minutos. 

Em seguida, acrescentamos 750 µL de uma solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) a 0,8%, 750 

µL de ácido acético a 20%, e 25 µL de ácido tricloroacético (TCA) a 20%. A solução foi então 

levada ao banho maria a 95º por 60 minutos. Após a incubação em banho-maria, foi adicionado 

3 mL de álcool butílico à solução e centrifugada a 3000 RPM por 15 minutos, em seguida a 

camada superior contendo o butanol foi avaliada quanto a absorbância por espectrofotometria 

em 532 nm. 

 

Avaliação 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 estão relacionados à sepse (FERREIRA et al., 2011).  

 

Ensaio de concentração inibitória mínima. 

O ensaio de concentração inibitória mínima (CIM), foi usado para avaliar a atividade 

antimicrobiana. Adicionamos uma diluição seriada do sobrenadante das bebidas (1:2, 1:4, 1:8, 

1:16 e 1:32) em caldo Mueller Hinton, bem como uma suspensão contendo os microrganismos 

(S. aureus, E. coli ou P. aeruginosa) a placas de 96 poços, que em seguida foram incubadas em 

estufa a 37º C por 24 horas. Meio de cultura puro foi usado como controle negativo (Meio + 

bacteria), e uma solução com meio de cultura, antibiótico 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 

poços e após 2 horas as reações colorimétricas avaliadas, sendo a cor azul indicativo de ausência 

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

 

Avaliação da atividade imunomoduladora 

A capacidade de modular a ativação de macrófagos foi avaliada utilizando um ensaio de 

ativação de macrófagos por LPS para determinar a produção de óxido nítrico (NO) através da 

quantificação do nitrito pela reação de Griess. Macrófagos da linhagem murina RAW 264.7 

foram usados nos testes. Microplacas de 96 poços foram preparadas contendendo suspensão de 

células com 105 de macrófagos por poço para os tempos de pré-incubação de zero e seis horas, 

e 5x104 para o tempo de pré-incubação de 24 horas, e incubadas overnight. O sobrenadante foi 

submetido a diluição seriada (1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) no meio DMEM. O tratamento ocorreu de 

duas formas, paralelo a indução da inflamação com LPS (0 H), ou na forma de pré-tratamento 

(profilática), com incubação de 6 (6 H) ou 24 horas (24 H) antes do estímulo com LPS, sendo 

que em ambas as formas as células permaneceram em incubação por mais 24 horas após o 

estímulo (Fig. 1).  Células cultivadas em meio de cultura e solução de LPS foram utilizados 

como o grupo controle, ou apenas células e meio como controle negativo (NOH et al., 2022).  

A produção de óxido nítrico foi estimada pela quantificação do nitrito, metabólito estável 

do NO. Transferimos 50 µl do sobrenadante de cada um dos poços para uma nova placa junto 

a 50 µL do reagente de Griess, incubados em seguida por 10 minutos ao abrigo da luz. A leitura 

da absorbância foi realizada por espectrofotômetro a 550 nm em leitor de microplaca BioTek® 

(NOH et al., 2022). 

 

Figura 1 – Esquema de incubação para dosagem de NO 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025) 

 

 

Análise estatística  

Todos os testes foram feitos em triplicata e os resultados obtidos expressos com média e 

desvio padrão, e foram submetidos ao teste de normalidade, para análise posterior com os 

métodos correspondentes. Para todos os testes foi utilizado o software Graph Pad Prism, o teste 

foi versão 8.0, com um nível de significância 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 não paramétricos Kruskal-Wallis com teste post-hoc de 

Dunn (SOKAL et al., 1987).  
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RESULTADOS 

Contagem de células viáveis do microrganismo probiótico  

Ambas as bebidas mistas se mostraram adequadas para o crescimento e manutenção da 

viabilidade dos probióticos inoculados, com crescimento superior a 8,77 Log UFC/mL  para a 

bebida de babaçu e buriti, e 8,64 Log UFC/mL  para a bebida de babaçu e caju (MADEIRA, 

2024). 

 

Análise físico-química e dosagem de Fenólicos e Flavonoides 

Avaliação de pH e Acidez 

O conteúdo de ácidos aumentou após a fermentação da matriz, refletindo uma diminuição 

do pH como exposto na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Valor de pH e Acidez das bebidas mistas de coco babaçu e buriti e coco babaçu e 

caju antes e após a fermentação com Lacticaseibacillus casei. 

 

Bebida Acidez (g de ácido lático/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 Babaçu e Buriti não fermentada 

BBF: bebida de Babaçu e Buriti Fermentada 

BCnF: bebida de Babaçu e Caju não fermentada 

BCF: bebida de Babaçu e Caju Fermentada 

Os resultados representam a média ± DP. As diferenças entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico 

t de Studant, Médias seguidas por * diferem significativamente entre si (p < 0,05). 

 

 

Dosagem de compostos fenólicos e flavonóides 

 

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

concentração após a inoculação e fermentação probiótica (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Conteúdo total de compostos fenólicos e flavonoides expressos em mg EAG/g 
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amostra e mg EQ/g amostra, respectivamente das bebidas mistas de coco babaçu e buriti e 

coco babaçu e caju antes e após a fermentação com Lacticaseibacillus casei. 

 

 

Bebida C. Fenólicos (mg EAG g -1 ) Flavonoides (mg EQ g −1 ) 

BBnF 12,0 ± 0,02 a 0,216 ± 0,005 a 

BBF 8,4 ± 0,02 b 0,152 ± 0,003 b 

BCnF 14,0 ± 0,03 a 0,268 ± 0,003 a 

BCF 8,8 ± 0,02 b 0,152 ± 0,005 b 

BBnF: bebida de Babaçu e Buriti não fermentada 

BBF: bebida de Babaçu e Buriti Fermentada 

BCnF: bebida de Babaçu e Caju não fermentada 

BCF: bebida de Babaçu e Caju Fermentada 

Os resultados representam a média ± DP. As diferenças entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico 

t de Studant, Médias seguidas por * diferem significativamente entre si (p < 0,05). 

 

Avaliação de citotoxicidade 

 

Figura 2 – Ensaio de citotoxicidade em GM07492A das bebidas mistas de coco babaçu e 

buriti e coco babaçu e caju antes e após a fermentação com Lacticaseibacillus casei. 
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Fibroblastos GM07492A (5x104 por poço) foram incubados com diluições 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 (10µL ), e incubados por 3 

horas. A absorbância foi avaliada por espectofotômetro a 540 nm em leitor de microplaca. A – BBnF (bebida de 

Babaçu e Buriti não fermentada) e BBF (bebida de Babaçu e Buriti Fermentada); B – BCnF (bebida de Babaçu e 

Caju não fermentada) e BCF (bebida de Babaçu e Caju Fermentada). As diferenças entre cada grupo foram 

determinadas pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estão apresentados como média ± SEM de poços 

triplicados e são representativos de dois experimentos independentes; * p ≤ 0,05 e # p ≤ 0,0001 em relação ao 

grupo controle (0 µg/mL). 
 

 

Figura 3 – Ensaio de citotoxicidade em RAW 264.7 das bebidas mistas de coco babaçu e 

buriti e coco babaçu e caju antes e após a fermentação com Lacticaseibacillus casei. 
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Macrófagos Raw 264.7 (105 por poço) foram incubados com diluições 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 (10µL ), e incubados por 3 horas. 

A absorbância foi avaliada por espectofotômetro a 540 nm em leitor de microplaca. A – BBnF (bebida de Babaçu 

e Buriti não fermentada) e BBF (bebida de Babaçu e Buriti Fermentada); B – BCnF (bebida de Babaçu e Caju não 

fermentada) e BCF (bebida de Babaçu e Caju Fermentada). As diferenças entre cada grupo foram determinadas 

pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estão apresentados como média ± SEM de poços triplicados e são 

representativos de dois experimentos independentes; * p ≤ 0,05 e # p ≤ 0,0001 em relação ao grupo controle (0 

µg/mL). 
 

No ensaio de citotoxicidade com GM07492A, a maior concentração (1:2) apresentou 

toxicidade significativa (#p<0,0001) para ambos os fermentados, enquanto nas demais 

concentrações a viabilidade celular foi superior a 80%. Foi observado proliferação celular 

significativa em 1:8, 1:16 e 1:32. Já as bebidas não fermentadas não apresentaram toxicidade 
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em nenhuma das concentrações avaliadas, e apenas a bebida não fermentada com buriti 

expressou proliferação celular significativa (1:16 e 1:32) (Fig.2). 

Os resultados do ensaio de citotoxicidade com RAW 264.7 foram semelhantes, as bebidas 

probióticas tiveram toxicidade significativa na maior concentração (1:2) para ambas (*p<0,05 

e #p<0,0001), e 1:4 em BCF. A bebida fermentada de caju também ocasionou a proliferação 

celular significativa em 1:32. Já o não fermentados não ocasionaram morte celular significativa 

em nenhuma das concentrações, com proliferação 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 babaçu e buriti e coco babaçu e caju antes e após a fermentação com Lacticaseibacillus 

casei. 
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O sobrenadante das bebidas (1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) foi avaliado contra o radical DPPH. Após incubação (30 min.) 

e centrifugação, as amostras foram analisadas por espectrofotometria a 517 nm. Utilizou-se controle com DPPH e 

branco com metanol. A – BBnF (bebida de Babaçu e Buriti não fermentada) e BBF (bebida de Babaçu e Buriti 

Fermentada); B – BCnF (bebida de Babaçu e Caju não fermentada) e BCF (bebida de Babaçu e Caju Fermentada). 

As diferenças entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estão apresentados 

como média ± SEM de poços triplicados e são representativos de dois experimentos independentes; * p ≤ 0,05 e # 

p ≤ 0,0001 em relação ao grupo controle (0 µg/mL). 
 

 

Figura 5 – Atividade antioxidante pela Inibição da Peroxidação Lipídica das bebidas mistas 

de coco babaçu e buriti e coco babaçu e caju antes e após a fermentação com 

Lacticaseibacillus casei. 

 

1:4 1:8 1:16 1:32

0

20

40

60

80

BBnF & BBF

In
ib

iç
ão

 d
a 

P
er

o
x

id
aç

ão
 %

BBnF

BBF*
*

*

A

 

 



70  

 

1:4 1:8 1:16 1:32

0

20

40

60

80

BCnF e BCF

In
ib

iç
ão

 d
a 

P
er

o
x

id
aç

ão
 %

BCnF

BCF

B

*

 

Foi utilizado um ensaio adaptado para avaliar a inibição da peroxidação lipídica, empregando um substrato lipídico 

e o reagente de Fenton como indutor oxidativo. Após a incubação com os sobrenadantes nas diluições 1:4, 1:8, 

1:16 e 1:32, o complexo TBA-MDA formado foi extraído com butanol e quantificado por espectrofotometria a 

532 nm. A – BBnF (bebida de Babaçu e Buriti não fermentada) e BBF (bebida de Babaçu e Buriti Fermentada); 

B – BCnF (bebida de Babaçu e Caju não fermentada) e BCF (bebida de Babaçu e Caju Fermentada). As diferenças 

entre cada grupo foram determinadas pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estão apresentados como média ± 

SEM de poços triplicados e são representativos de dois experimentos independentes; * p ≤ 0,05 e # p ≤ 0,0001 em 

relação ao grupo controle (0 µg/mL). 
 

Todas as bebidas apresentaram atividade antioxidante. No ensaio contra radicais DPPH a 

atividade antioxidante das bebidas mistas de babaçu e buriti foi dependente da dose. A bebida 

de buriti e babaçu não 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 diluições de 1:8 e 1:16. As bebidas de caju e babaçu demonstraram alta capacidade 

antioxidante em todas as concentrações. O fermentado de caju e babaçu foi significativamente 

melhor na menor diluição em relação a não fermentada (Fig. 4). 

A bebida mista de babaçu e buriti não fermentada obteve melhor capacidade de inibição 

da peroxidação em comparação a bebida probiótica, especialmente nas diluições 1:4 e 1:8, 

enquanto na concentração 1:32 o fermentado foi melhor. Para as bebidas de caju e babaçu o 

fermentado se manteve próximo ou melhor que o não fermentado, e na razão 1:32 foi 

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

 

Atividade antibacteriana  

 

As bebidas mistas não apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma das 

concentrações avaliadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), antes ou após a fermentação probiótica.  
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Atividade imunomoduladora 

 

Figura 6 – Dosagem de Óxido Nítrico para as bebidas de babaçu e buriti, comparação entre 

tempo de pré-exposição. 
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Foi utilizado um ensaio de ativação de macrófagos da linhagem RAW 264.7, estimulados com LPS. As bebidas 

foram testadas em diferentes diluições (1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) como tratamento simultâneo (0 h) ou pré-tratamento 

(6 h e 24 h). A produção de óxido nítrico, marcador inflamatório, foi quantificada indiretamente pela dosagem de 

nitrito por reação de Griess e leitura espectrofotométrica a 550 nm. A – BBnF (bebida de Babaçu e Buriti não 

fermentada); B – BBF (bebida de Babaçu e Buriti Fermentada). As diferenças entre cada grupo foram determinadas 

pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estão apresentados como média ± SEM de poços triplicados e são 

representativos de dois experimentos independentes; * p ≤ 0,05 e # p ≤ 0,0001 em relação ao grupo controle (0 

µg/mL). 
 

 

A 

B 



72  

 

A bebida não fermentada de babaçu e buriti diminuiu a produção de óxido nítrico na 

concentração de 1:4 e 1:8 em todos os tempos de exposição de forma significativa (* p ≤ 0,05 

para 0 horas e # p ≤ 0,0001 para 6 e 24 horas de pré-exposição), com seis horas de pré-incubação 

também houve redução em 1:32 (* p ≤ 0,05) e com 24 horas também reduziu em 1:16 (* p ≤ 

0,05) (Fig. 6). A bebida fermentada de babaçu e buriti não afetou significativamente a produção 

do óxido nítrico em incubação simultânea (0 horas), ou em pré-incubação de seis horas (6 horas), 

já com 24 horas de pré-incubação houve redução significativa do radical em 1:4 (* p ≤ 0,05) 

(Fig. 6) 

 

Figura 7 – Dosagem de Óxido Nítrico para as bebidas de babaçu e caju, comparação entre 

tempo de pré-exposição. 
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Foi utilizado um ensaio de ativação de macrófagos da linhagem RAW 264.7, estimulados com LPS. As bebidas 

foram testadas em diferentes diluições (1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) como tratamento simultâneo (0 h) ou pré-tratamento 

(6 h e 24 h). A produção de óxido nítrico, marcador inflamatório, foi quantificada indiretamente pela dosagem de 

nitrito por reação de Griess e leitura espectrofotométrica a 550 nm. A – BCnF (bebida de Babaçu e Buriti não 

fermentada); B – BCF (bebida de Babaçu e Buriti Fermentada). As diferenças entre cada grupo foram determinadas 

pelo teste paramétrico ANOVA, os dados estão apresentados como média ± SEM de poços triplicados e são 

representativos de dois experimentos independentes; * p ≤ 0,05 e # p ≤ 0,0001 em relação ao grupo controle (0 

µg/mL). 
 

A bebida não fermentada de babaçu e caju diminuiu a produção de óxido nítrico na 

concentração de 1:4 em todos os tempos de exposição de forma significativa (* p ≤ 0,05 para 0 

horas e # p ≤ 0,0001 para 6 e 24 horas de pré-exposição), e quando incubada 24 horas antes do 

estímulo com LPS, também houve diminuição da produção do radical nas concentrações de 1:8 

(# p ≤ 0,0001) e 1:16 (* p ≤ 0,05) (Fig. 7). Já a bebida fermentada de babaçu e caju não interferiu 

significativamente na produção de NO em incubação simultânea (0 horas), porém estimulou a 

produção do radical com seis horas de pré-exposição para 1:8 e 1:16 (* p ≤ 0,05), enquanto com 

24 horas de pré-exposição o aumento na produção do radical foi observado nas menores 

concentrações, 1:16 e 1:32 (* p ≤ 0,05), e reduziu a produção em 1:4 (Fig. 7). 

 

DISCUSSÃO  

 

A fermentação das bebidas mistas pelo probiótico Lacticaseibacillus casei alterou 

significativamente tanto componentes bioativos quanto suas propriedades funcionais.  

O crescimento e a manutenção dos probióticos é determinante para a avaliação de novos 

substratos capazes de carrear os microrganismos, uma vez que, para ser considerado probiótico 

e, portanto, ter impacto fisiológico contagens acima de 7 Log UFC/mL são recomendadas 

(PEREIRA et al., 2013). As duas bebidas mistas se mostraram adequadas para o crescimento e 

manutenção da viabilidade dos probióticos inoculados, com crescimento superior a 8,00 Log 

UFC/mL. O crescimento e viabilidade dos probióticos na matriz vegetal encontra maiores 

desafios em relação aos produtos lácteos, pois a acidez do meio vegetal pode influenciar a 

proliferação e sobrevivência das bactérias. Além disso, temperatura, a cepa usada e sua 

capacidade de usar a matriz vegetal como substrato durante a fermentação, também são fatores 

de grande importância para a obtenção de um substrato adequado para a formulação de bebidas 

probióticas vegetais (PEREIRA et al., 2013; PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011).  

Esse resultado pode ter sido proporcionado pelas características dessas matérias-primas, 

visto que o extrato do coco babaçu é rico em carboidratos e fibras que podem atuar como 

prebióticos, assim como o Buriti, enquanto o suco de caju já foi avaliado anteriormente como 
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substrato adequado para o crescimento probiótico, alcançando valores semelhantes de células 

viáveis (PEREIRA; MACIEL; RODRIGUES, 2011; SINGH et al., 2019). 

Lacticaseibacillus casei NRRL B-442, probiótico usado nas bebidas estudadas, é uma 

bactéria produtora de ácido lático, que durante a fermentação produz ácido lático como 

metabólito (GUAN; XIONG; XIE, 2021). O aumento predominante do ácido lático nas bebidas 

mistas fermentadas ocasiona a diminuição do pH (Tabela 2). O aumento na acidez incorpora 

algumas das principais características sensoriais de bebidas fermentadas, como o sabor ácido e 

o aroma de fermentado, bem como pode melhorar a conservação, pois reduzir a contaminação 

por bactérias patogênicas que tem como pH neutro, o ponto ótimo para crescimento (GUAN; 

XIONG; XIE, 2021). 

Entretanto, o aumento da acidez após a fermentação pode ter afetado a viabilidade celular 

pela acidificação do meio de cultura. Ambas as bebidas não fermentadas não apresentaram 

toxicidade significativa em RAW ou GM, enquanto as bebidas probióticas apresentaram 

viabilidade celular inferior a 70% na maior concentração (1:2). Este resultado pode ser atribuído 

ao baixo pH dos fermentados, decorrente do aumento do ácido lático após a fermentação. Os 

protocolos para a manutenção das culturas recomendam o pH ideal geralmente próximo do 

neutro (7,0~7,4) (ATCC, 2025). Resultados semelhantes foram encontrados por  Fochesato et 

al., 2020 avaliaram a viabilidade de uma mistura probiótica para uso como suplemento 

alimentar em células Vero, com a porcentagem de células viáveis inferior a 20% na maior 

concentração, que o autor também relacionou a presença aumentada de ácido láctico no meio 

de cultura e consequente diminuição do pH. 

As demais diluições apresentaram boa viabilidade em comparação ao controle. As 

bebidas fermentadas influenciaram positivamente a proliferação celular, um forte indicativo de 

que são um substrato nutritivo apropriado. Outro estudo com bebidas probióticas, este a base 

de sementes, raízes, tubérculos e partes aéreas de várias plantas obteve resultados semelhantes 

com estimulo a proliferação das células (BOY et al., 2021; MAO; ZHANG; XU, 2020). 

Além da acidez, a fermentação influenciou o teor de compostos fenólicos totais e 

flavonoides, que diminuíram após a fermentação dos probióticos (Tabela 3). Os compostos 

fenólicos e flavonoides são produzidos pelo metabolismo secundário das plantas por várias vias 

bioquímicas, e desempenham diversas funções vitais para os organismos vegetais 

(ROCCHETTI et al., 2022). A diminuição dos compostos fenólicos após a fermentação já foi 

observada em outros estudos com bebidas probióticas vegetais. De forma geral, ocorre uma 

variação significativa desses bioativos em relação ao tempo de fermentação, com aumento nos 

primeiros dias, como observado por Wang et al. (2022) em seu estudo com Perilla frutescens 



75  

 

fermentada, e diminuição em períodos mais longos de fermentação e armazenamento (WANG 

et al., 2022; ZHAO et al., 2021). 

Entretanto, embora tenha ocorrido uma redução no teor de compostos fenólicos, a 

atividade antioxidante foi observada tanto nas bebidas não fermentadas quanto nas fermentadas. 

A fermentação probiótica metaboliza os componentes da matriz vegetal, inclusive compostos 

fenólicos, quebrando moléculas maiores em frações menores (ZHONG et al., 2021). Diferentes 

cepas probióticas metabolizam os compostos da matriz vegetal de formas distintas através da 

produção enzimática e da variação das vias metabólicas (LEONARD et al., 2021). A produção 

de hidrolases, pode alterar a composição fenólica pela quebra de grandes moléculas em 

unidades menores, mais reativos e antioxidantes, redutase e carboxilase influenciam a 

biotransformação pelo equilíbrio de NADH/NAD+. Cepas de Lactobacillus paracasei 

produzem maiores quantidades de β-glicosidase e β-galactosidase em relação a outros gêneros 

probióticos (WU et al., 2023).    

O Caju, além de polifenóis como os taninos em sua composição, é rico em ácido ascórbico 

(CRUZ REINA et al., 2022). Pereira et al., 2013 avaliaram a estabilidade dos bioativos de uma 

bebida probiótica de caju, e relataram uma menor diminuição do conteúdo de ácido ascórbico 

na bebida fermentada em relação a não fermentada, e resultados semelhantes para a atividade 

antioxidante após o período 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 fenólicos e flavonoides após a fermentação.  

A atividade antioxidante de produtos funcionais como as bebidas probióticas, embora não 

possam ser consideradas tratamento, são adjuvantes e participam da promoção da saúde, 

especialmente auxiliando no controle de espécies reativas de oxigênio (ERO) livres no 

organismo (AKBARI et al., 2022). O estresse oxidativo está presente em diversas doenças 

ligadas a processos inflamatórios, de caráter agudo como a sepse ou crônico como doença de 

Crohn (ALZOGHAIBI, 2013). O aumento da peroxidação lipídica progride paralelo a 

gravidade do quadro séptico, e está profundamente relacionada a encefalopatia associada a 

sepse (WANG et al., 2024). Nossos resultados mostram atividade antioxidante significativa 

contra a oxidação de moléculas lipídicas. A peroxidação lipídica é um dos principais 

mecanismos causadores de danos celulares, gera instabilidade na bicamada lipídica, perda da 

seletividade, danos ao material genético e em alguns casos morte celular. A inibição desse 

processo além de caráter antioxidante também exerce efeito anti-inflamatório (XIE et al., 2023). 

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

62,2% dos quadros de sepse são 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 ácido láctico como lactobacilos, utilizam diversos mecanismos 

antagônicos à patógenos no TGI, desde competição por adesão ao epitélio, estimulação 

imunológica a produção de bacteriocinas, peptídeos com atividade bactericida (VAN ZYL; 

DEANE; DICKS, 2020). Entretanto, as bebidas mistas, seja fermentada ou não fermentada, não 

apresentaram atividade antimicrobiana em nenhuma das concentrações avaliadas.  

Esses resultados não são inéditos, Silva et al., 2023 avaliaram a atividade antimicrobiana 

de um suco de Cupuaçu fermentado com Lactiplantibacillus plantarum Lp62, em seus achados, 

o probiótico testado diretamente em E. coli, P. aeruginosa e S. enteritidis apresentou atividade 

bactericida, entretanto o suco fermentado não foi capaz de inibir nenhum dos microrganismos. 

Os autores associaram esse resultado ao curto tempo de fermentação, que para o suco de 

cupuaçu foi de 24 horas, enquanto as bebidas mistas de babaçu e buriti ou caju tiveram um 

tempo de fermentação de 8 horas. Outros autores que avaliaram a atividade antimicrobiana e 

obtiveram resultados positivos tiveram tempo de fermentação superior, de 48 horas (LIU et al., 

2018) e até seis meses (ZHAO et al., 2021). Porém, o fator tempo de fermentação deve ser 

levado com cuidado, já que em outros casos, o menor tempo também foi associado a melhor 

disponibilidade de compostos bioativos, além de ser dependente da cepa e da matriz vegetal, 

porém é determinante na alteração da composição de metabólitos dos fermentados (RU et al., 

2022).  

A ação antibacteriana de probióticos está associada ao ácido láctico, entre outros 

metabólitos como bacteriocinas (MAO; ZHANG; XU, 2020). O conteúdo de ácido láctico 

aumentou nas bebidas mistas probióticas após a fermentação, logo, o efeito antimicrobiano dos 

fermentados não é completamente dependente deste componente, uma vez que não 

apresentaram qualquer inibição contra os patógenos testados. As bacteriocinas, embora 

apresentem ação microbicida direta, também atuam influenciando o sistema imunológico 

(BENÍTEZ-CHAO et al., 2021). A nisina, bacteriocina da classe dos lantibióticos, já 

demonstrou efeitos proliferativos de TCD4+ e CD8+, além de propriedades quimioatraentes 

(THODA; TOURAKI, 2023b).  

Os mecanismos de ação bactericida dos fermentados, podem estar atrelados a fatores mais 

complexos do organismo. Além disso, mesmo as bebidas mistas não fermentadas não 

demonstraram potencial de inibição dos microrganismos, o que pode ser um indicativo de que 

a matriz não possua componentes favoráveis a atividade bactericida. Em nossos resultados 

anteriores, os camundongos com sepse induzida por ligadura e punção cecal (CLP) tratados 

com as bebidas probióticas de babaçu e buriti ou caju tiveram uma diminuição significativa da 
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disseminação polimicrobiana no sangue, porém valores semelhantes de UFC no peritônio entre 

os grupos tratado e não tratado (DIAS, 2023). Estes resultados se relacionam aos obtidos neste 

trabalho, pois refletem uma ação antimicrobiana indireta, possivelmente através de ativação de 

vias imunes, melhora na permeabilidade intestinal ou na alteração da população de bactérias 

colonizando o intestino.   

Evidências da atividade imunomoduladora das bebidas mistas podem ser observadas em 

nossos achados de dosagem de Óxido Nítrico. As bebidas não fermentadas foram capazes de 

reduzir a produção do radical NO em incubação simultânea ao estímulo com LPS, e a redução 

aumentou conforme maior o tempo de pré-tratamento das células. Já os fermentados reduziram 

a produção do NO apenas na maior concentração com 24 horas de pré-incubação, e estimulou 

a produção do radical em diluições maiores. Entre os componentes com atividade 

imunomoduladora presentes nas bebidas mistas, os compostos fenólicos são frequentemente 

associados a potencial de inibição do óxido nítrico pela regulação da sinalização das vias 

bioquímicas presentes no processo inflamatório (AMBRIZ-PÉREZ 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 redução da expressão da Oxido nítrico 

sintase (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX2), bem como inibição da ativação de fatores de 

transcrição como AP-1 e NF-kB em células Raw 264.7 induzidas por LPS.  De forma 

semelhante, um estudo com macrófagos peritoniais pré-incubados com uma mistura de 

carotenoides e fenólicos e posteriormente ativados por LPS resultou na inibição da produção 

de mediadores inflamatórios como NO, superóxido e prostaglandinas pela inibição da atividade 

de enzimas de NOX2 NADPH oxidase, INOS e COX2, demonstrando efeito sinérgico da 

combinação destes bioativos também presentes nas frutas usadas nas bebidas mistas (HADAD; 

LEVY, 2012). A concentração fenólica diminuiu após a fermentação, o que deve estar 

relacionado à redução do potencial anti-inflamatório dos fermentados de forma direta.   

A produção do NO em nossos achados diminuiu significativamente conforme o tempo de 

pré-tratamento aumentou. Alguns autores associam resultados semelhantes de redução de NO 

pelo efeito da pré-exposição na inibição das vias de sinalização para a cascata inflamatória, 

como proteossoma e a fosforilação de proteínas presentes na via de NF-kB (QURESHI et al., 

2011), e a pré-ativação de vias protetoras antioxidantes como Nrf2/HO-1 (HAN et al., 2021).  

Os fermentados inibiram a produção de óxido nítrico apenas após 24 horas de pré-

tratamento, o que indica que a fermentação não apenas não potencializou a capacidade de 

inibição da produção do NO diretamente, como também diminuiu. A queda no teor de 

compostos fenólicos pós-fermentação pode estar relacionada a redução dessa bioatividade, bem 
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como a transformação de outros componentes da matriz e incorporação de metabólitos do 

probiótico. O aumento no teor de ácido láctico após a fermentação pode ser um dos fatores 

associados regulação da produção do radical após longo tempo de exposição. Em um estudo 

com culturas de macrófagos RAW 264.7 em meio de cultura suplementado com ácido láctico, 

foi observado uma menor produção de NO, IL-6 e IL-10 (KELLUM; SONG; LI, 2004) 

enquanto em outro houve a redução de TNF-α com pré acidificação da cultura entre 18 e 20 

horas antes do estímulo inflamatório (DIETL et al., 2010). Embora a capacidade de inibir a 

ativação das células tenha sido reduzida, o efeito anti-inflamatório decorrente de exposição 

prolongada favorece o tipo de consumo esperado para nutracêuticos que não atuam como 

tratamento, mas como promotores de saúde a um longo prazo de consumo. 

Por outro lado, a bebida fermentada de babaçu e caju também estimulou o aumento da 

síntese de NO em 6 e 24 horas de pré-tratamento. Este aumento pode ser explicado por dois 

fatores, a presença de pós-bióticos imunomoduladores e a proliferação celular. Metabólitos de 

probióticos como bacteriocinas, ou mesmo partículas derivadas da parede bacteriana, podem se 

ligar a receptores do tipo toll desencadeando uma cascata inflamatória que potencializa a 

produção do radical (BENÍTEZ-CHAO et al., 2021), semelhante ao que foi observado em um 

estudo com leite fermentado rico em pós-bióticos que demonstrou que a suplementação da 

cultura com o produto fermentado aumentou a expressão de citocinas relacionadas a resposta 

Th1 e Th17 (AYECHU-MURUZABAL et al., 2021). Além disso, nas duas menores 

concentrações da bebida de babaçu e caju fermentada após 24 horas de pré-tratamento, a 

proliferação celular observada no ensaio de citotoxicidade também pode estar relacionada ao 

aumento da produção de NO. 

É importante salientar que o principal agente imunomodulador de alimentos fermentados 

é o probiótico em si. Além de seus metabólitos, a interação das BAL com as células imunes e o 

epitélio intestinal é mais pronunciada e bem documentada. Por se tratar de um estudo in vitro 

onde condições mais complexas de interação são 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 profilática, consumindo as bebidas nos 14 dias 

anteriores a indução da sepse. A dosagem de citocinas no soro dos animais apontou para o 

potencial imunomodulador das bebidas probióticas, com babaçu e buriti reduzindo 

significativamente a produção de agentes pró-inflamatórios como TNF-α, e babaçu e caju 

inibindo IL-6, IL-17 e TNF-α (DIAS, 2023). A produção de NO se encontra elevada durante a 

sepse, está ligada ao choque séptico, contribui para a hipotensão e resposta prejudicada a terapia, 

o controle da produção do radical é crucial para obter um prognóstico favorável. 
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CONCLUSÃO  

 

Nas condições avaliadas, as duas bebidas mistas demonstraram potencial funcional e 

veículo adequado para as bactérias probióticas. A fermentação das bebidas mistas pelo 

probiótico Lacticaseibacillus casei altera significativamente tanto componentes bioativos, 

quanto suas propriedades funcionais. Embora os resultados tenham mostrado diminuição do 

teor de compostos fenólicos e flavonoides após a fermentação, a atividade antioxidante não foi 

afetada significativamente para eliminação de radicais DPPH e inibição da Peroxidação 

Lipídica. Entretanto, não foi observada atividade antibacteriana significativa em nenhuma das 

formulações testadas, o que pode estar relacionado à concentração das amostras utilizadas, à 

matriz vegetal, ou à ausência de metabólitos com efeito antimicrobiano nas condições avaliadas. 

Além disso, os resultados sugerem que as bebidas não fermentadas apresentaram maior 

potencial imunomodulador em comparação com as fermentadas, indicando que a fermentação 

pode impactar de maneira complexa e nem sempre positiva as propriedades funcionais 

esperadas, porém mostra que com maior tempo de exposição é possível promover um perfil 

anti-inflamatório nos macrófagos, o que reforça o uso profilático do produto. Assim, embora as 

bebidas fermentadas não tenham apresentado superioridade absoluta nas três propriedades 

avaliadas, o estudo contribui para o entendimento dos efeitos da fermentação em matrizes 

vegetais regionais e abre espaço para novas abordagens na formulação de alimentos funcionais 

baseados em ingredientes da biodiversidade brasileira. A caracterização das bebidas mistas 

antes e após a fermentação por cromatografia pode elucidar a mudança do perfil químico, bem 

como a dosagem de citocinas podem trazer evidências mais completas sobre a interação direta 

entre as células e as bebidas mistas.     
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