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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi produzir um suco probidtico a partir da polpa de cacau.
Além disso, foi avaliado o efeito da sucralose como substituto do acucar durante o
armazenamento a 4 °C por 42 dias. Assim, foram realizadas as analises de contagens de
células vidveis do microorganismo probidtco Lactobacillus casei, de agucares, acido
latico, pH, compostos fenolicos e atividade antioxidante. Os resultados permitiram obter
as condi¢des Otimas para a producao de suco probiotico que foram pH inicial de 6,2,
temperatura de fermentagao de 33 °C e 12 h de fermentagdo. Durante a fermentagao, a
glicose foi o principal carboidrato consumido. As concentragdes de acido ascorbico e
acido citrico foram mantidas e os compostos fenolicos e a atividade antioxidante (medida
pelos métodos ABTS e DPPH) aumentaram durante a fermentagdo. Durante o
armazenamento, a viabilidade do suco ado¢ado com aguicar aumentou como resultado do
uso deste como substrato. A adicao de sucralose manteve a viabilidade dentro dos limites
necessarios para exercer saude benéfica até 42 dias. O teor de compostos fenolicos e a
atividade antioxidante durante o armazenamento foram maiores nas amostras
fermentadas quando comparados com a amostra ndo fermentada. Portanto, o suco de
cacau ¢ uma matriz viavel para produ¢do de suco probidtico, havendo a manutengdo da
viabilidade do microorganismo ao longo da vida de prateleira. Além disso, a sucralose

mostrou potencial para uso em alimentos funcionais de baixa caloria.

Palavras-chave: Lactobacillus casei; sucralose; atividade antioxidante; frutas exoticas.



1. Introduciao

A demanda por alimentos funcionais estd aumentando entre os consumidores.
Consequentemente, varias pesquisas tem sido realizadas com o intuito de elaborar ali-
mentos probioticos de diferentes fontes, como frutas e legumes (Panda et al., 2017). Esses
substratos tém a vantagem de ja conterem nutrientes benéficos, como minerais, vitaminas,
fibras e antioxidantes, além de ter um sabor agradavel apreciado por todas as faixas
etarias. No entanto, a adapta¢do dos microorganismos probidticos nas matrizes vegetais
¢ complexa, sendo dependente da linhagem do microorganismo ¢ da composicao desses
alimentos (Pereira, & Rodrigues, 2018).

Neste contexto, a polpa de cacau (Theobroma cacao L.) pode ser uma alternativa
para a producdo de suco probiotico. O cacau ¢ mundialmente conhecido como matéria-
prima de chocolate. No entanto, o processamento gera quantidades significativas de sub-
produtos, como casca e polpa. A polpa consiste em uma camada mucilaginosa branca e
doce encontrada em torno das sementes individuais da fruta. Na composi¢ao da polpa de
cacau, 82-87% corresponde a umidade, 10-15% a acucares, 2-3% a pentoses, 1-3% a
acido citrico e 1-1,5% a pectina. Além disso, proteinas, aminoacidos, vitaminas (princi-
palmente vitamina C) e minerais também estdo presentes, sendo esta polpa um meio rico
para o crescimento microbiano. Essa polpa pode ser usada para producdo de geleias ou
sucos, que podem ser usados para o desenvolvimento de bebidas fermentadas, como o
vinho de cacau e outros produtos (Souza, Moreira, Sarmento e Costa, 2018; Duarte et al.,
2010; Schwan, & Wheals, 2004).

Pesquisas sobre alternativas de uso da polpa de cacau tem sido estudadas com o
objetivo de minimizar as perdas de produgdo, aumentar a renda dos agricultores e intro-
duzir novos produtos no mercado. Estudos como o de Duarte et al. (2010) produziram um

vinho de frutas a partir da polpa de cacau. Puerari, Teixeira e Freitas (2012) produziram
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um suco fermentado de cacau usando kefir. Esses autores concluiram que a bebida ¢ um
produto alternativo e com valor nutricional. Contudo, ndo existem relatos de bebida pro-
biotica a partir do suco de cacau.

Em sucos de frutas, as bactérias acido laticas (LAB) podem metabolizar os com-
postos fendlicos dependendo da matriz alimentar e da cepa do microorganismo (Filan-
nino, Bai, Di Cagno, Gobbetti, & Michael, 2015; Pereira et al., 2017; Valero -Cases,
Nuncio-Jauregui, & Frutos, 2017). Em pesquisa realizada por Pereira, Almeida, De Jesus,
Costa e Rodrigues (2013) foi observado que o microorganismo probiotico Lactobacillus
casei teve um efeito conservante na concentracao de compostos fenolicos do suco de caju
durante o armazenamento refrigerado por 42 dias, conferindo mais beneficios nutricionais
a este alimento funcional.

No entanto, manter a viabilidade das LAB durante o armazenamento em suco de
frutas ¢ um desafio, especialmente em temperatura de refrigeragdao. Nualkaekul, Cook,
Khutoryanskiy e Charalampopoulos (2013) relataram que em suco de roma, L. plantarum
perderam sua viabilidade com 28 dias de armazenamento a 4 °C e Bifidobacterium lon-
gum perderam em 7 dias. No suco de cereja, as duas linhagens de microorganismos per-
deram sua viabilidade no prazo de 7 dias. Por outro lado, Nematollahi, Sohrabvandi, Mor-
tazavian e Jazaeri (2016) obtiveram um aumento da viabilidade de L. casei TD4 em suco
de cereja durante 28 dias de armazenamento sob refrigeragao.

Paralelamente, produtos de reduzido valor caldrico com adi¢do de adogantes como
substitutos do aguicar tem aumentado no mercado. Segundo Esmerino et al. (2013), pouco
se sabe sobre a influéncia desses compostos na viabilidade das bactérias probidticas uti-
lizadas em alimentos funcionais. Além disso, a maioria das pesquisas com adogantes adi-
cionados como substitutos da sacarose usa produtos de base lactea, chocolates e bebidas

a base de trigo. Portanto, h4 pouca informacao sobre o uso de adogantes em sucos de
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frutas probioticos (Angelov, Gotcheva, Kuncheva, & Hristozova, 2006; Basyigit, Kulea-
san, & Karahan, 2006; Esmerino et al., 2013; Nebesny, Zyzelewicz, Motyl, & Libudzisz,
2007).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o suco de cacau como veiculo do mi-
croorganismo probiotico Lactobacillus casei, bem como o efeito do agucar e da sucra-

lose durante o armazenamento.

2. Materiais e Métodos

2.1 Condigodes de fermentagao do suco de cacau probidtico

Primeiramente, as polpas de cacau foram obtidas no mercado local da cidade de
Imperatriz-MA e o suco foi preparado pela dilui¢do da polpa em agua potavel. O teor de
polpa foi ajustado para 34% (p /v). Para fermentacao, foi utilizada uma cepa de Lactoba-
cillus casei NRRL B-442 que foi ativada a 37 °C em caldo De Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) (especifico para o crescimento de Lactobacillus) (Himedia, India). A cepa foi ob-
tida da Colecao Bacteriana de Cultura (Culture Collection, Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos, Peoria, IL, EUA).

As condigdes otimas de fermentacdo foram avaliadas por meio de experimento
rotacional composto central, variando o pH incial e a temperatura de fermentagao de 4,29
a7,11e10,44 a41,44 °C, respectivamente (Tabela 1). Para isso, 11 erlenmeyers contendo
suco de cacau foram inoculados com 7,00 Log UFC/ mL de L. casei, que ¢ a contagem
minima recomendada para os microorganismos probidticos exercerem seus efeitos bené-
ficos (Nualkaekul, & Charalampopoulos, 2011). Durante 24 h, as fermentagdes foram
realizadas estaticamente em estufa incubadora nas diferentes temperaturas do delinea-
mento experimental. Apos 24 h, as andlises de viabilidade (contagem de células viaveis)
foram realizadas. Os resultados foram analisados pela Metodologia da Superficie de Res-

posta para obter as condi¢des Otimas de pH inicial e temperatura de fermentacao.

12



ApOs obter essas condigdes (pH inicial de 6,2 e temperatura de fermentagao de 33
°C), o suco de cacau foi produzido e inoculado com 7,00 Log UFC/ mL de L. casei e
medidas de viabilidade e pH foram realizadas a cada 2 h, durante 24 h para determinar o
melhor tempo de fermentagdo. A cada 2 h amostras foram colhidas para serem determi-
nadas quanto a acucares (glicose e frutose), acidos organicos, compostos fenolicos e ati-

vidade antioxidante. Esse experimento foi realizado em triplicata.

2.2 Estocagem do suco de cacau probiotico

Apbs a fermentacao de acordo com as condig¢des pré-estabelecidas acima, o suco
de cacau foi dividido em duas partes. Em uma parte, foi adicionado agucar (9,7% p/v) e
na outra metade o adogante sucralose (0,48% p/v - concentragdo com poder adogante
semelhante a 9,7% de acucar). As amostras adogadas de suco de cacau probidtico (80
mL) foram acondicionadas em recipientes de vidro estéreis de cor ambar (100 mL) com
tampa de rosca. O headspace dos recipientes foi de 20 mL e as amostras foram armaze-
nadas a 4 °C por 42 dias. As determinacdes de contagens viaveis de células, pH, compos-
tos fendlicos e atividade antioxidante foram realizadas antes do armazenamento e em in-
tervalos de 7 dias, durante os 42 dias. Uma amostra de suco de cacau ndo fermentado foi
armazenada nas mesmas condi¢des (controle) para comparar com o teor de compostos

fendlicos totais e atividade antioxidante.

2.3 Determinacao das contagens de c€lulas viaveis

Para contagem das células vidveis, as amostras foram diluidas com 4gua peptota-
nada através de dilui¢des seriadas até 107, Depois, aliquotas de 0,1 mL de cada diluigio
foram plaqueadas (em triplicata) em placas contendo Agar De Man, Rogosa ¢ Sharpe

(MRS) (Himedia, {ndia) usando o método de spread plate (Pereira et al., 2017). As placas
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foram incubadas sob condi¢des aerdbias durante 72 horas a 37 °C e as contagens de cé-

lulas vidveis foram expressas como unidades formadoras de colonias (UFC) por mL.

2.4 Analise de pH

O pH do suco de cacau foi determinado em triplicata por medigdo direta utilizando

potenciometro (Biotech mPa-210).

2.5 Determinagao de agticares e acidos organicos

Os acucares e acidos organicos foram detectados e quantificados por meio de cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de acordo com (Pereira et al., 2017). Foi
utilizado um sistema LC Infinity 1260 (Agilent Technologies, EUA) equipado com um
sistema de bombas quaternarias, detectores UV-DAD e RI. Para determinagao de aguca-
res, 0s sucos de cacau foram tratados com metanol para remover sacarideos de alto peso
molecular. O volume de inje¢ao foi de 20 puL. Os agucares foram separados em coluna
Supelcogel Ca (300 x 7,8 mm) (Supelco Analytical) termostatizada a 80 °C. A eluicao
1socratica foi realizada com agua deionizada como fase mével por 40 min (vazao de 0,5
mL/ min).

Para determinacao de 4cidos organicos, o suco de cacau foi filtrado, usando pré-
filtros de fibra de vidro AP25 de 13 mm de didmetro (Merck Millipore Ltd.) e limpos
com cartucho C-18 SPE, seguido de filtracio com membrana de acetato de éster de celu-
lose (0,45 uM, 13 mm de diametro). Os acidos organicos foram separados em coluna
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) (Bio-Rad) a 50 °C. A elui¢do isocratica foi realizada
com 4cido sulftrico 0,01 M em 4gua deionizada como fase mével por 30 min a 0,6 mL/
min. O detector UV-DAD monitorado a 210 nm foi usado para detectar os acidos organi-

COS.
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2.6 Compostos fendlicos e atividade antioxidante no suco de cacau

Primeiramente, foi preparado o extrato, partindo de 2 g de suco de cacau. Para a
preparagdo do extrato, foram adicionados 5 mL de solucao de metanol/ agua a 50% (v/v)
a 2 g de amostra. A mistura foi mantida durante 60 min temperatura ambiente (25 °C) e
depois centrifugada a 25000 x g durante 30 min. Depois, adicionou-se 5 mL de solugdo
de acetona/ dgua a 70% (v/v). Manteve-se a mistura durante 60 min a temperatura ambi-
ente (25 °C) e depois centrifugou-se novamente nas mesmas condi¢des descritas anteri-
ormente. Os sobrenadantes foram coletados em um baldo volumétrico de 25 mL, € o vo-
lume foi completado com agua destilada e usado para as determinagdes de compostos
fenolicos e de capacidade antioxidante (Larrauri, Rupérez, & Saura-Calixto, 1997).

O contetdo fenodlico total foi quantificado de acordo com Singleton e Rossi
(1965). Para a determinagdo, 0,5 mL do extrato (ou 4gua para branco) foi misturado com
0,5 mL da solucao de Folin-Ciocalteu e 1 mL de solucao de carbonato de sodio a 20%
(p/v). Apds 30 min de reagdo, a leitura foi realizada a 765 nm em espectrofotometro
(Biospectro, SP-220, Curitiba, Brasil). O 4cido gélico foi utilizado como padrao.

A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH e ABTS. Para o mé¢-
todo com o radical livre DPPH, aliquotas de 30 uL de suco de cacau foram adicionadas a
1200 pL de solugao de DPPH (0,06 mM). A absorbancia foi medida a 515 nm apo6s 30
min (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). Para o método ABTS, o radical ABTS
foi produzido através da reagao com a solugdo estoque de ABTS (7 mM) com persulfato
de potassio (140 mM). O radical ABTS" foi diluido com etanol até uma absorbancia de
0,700 a 734 nm. Aliquotas de 30 pL do suco de cacau diluido foram misturadas a 3000

uL do radical ABTS" e a absorbancia foi tomada apés 6 min. Trolox foi o padrio
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antioxidante. Os resultados de dois métodos foram expressos como atividade antioxidante

equivalente ao Trolox por mL (Re et al., 1999).

2.7 Analise estatistica

O software statistica versao 7.0 (StatSoft, EUA) foi utilizado para construir o de-
lineamento experimental, o grafico de viabilidade de resposta superficial e otimizar os

parametros de processamento de suco de cacau probidtico.

3. Resultados e Discussiao
3.1 Condig¢des de fermentagao do suco de cacau probidtico

A Tabela 1 mostra os resultados do crescimento de L. casei de acordo com os
ensaios do delineamento experimental. Observou-se um aumento da viabilidade em todos
os ensaios, uma vez que foi inoculado 7,00 log UFC/ mL e apds 24 h de fermentagao,
foram observadas maiores contagens de células vidveis. Em estudo anterior utilizando
cupuagu, Pereira et al. (2017) obtiveram resultados semelhantes e concluiram que o fruto
era uma boa matriz para a produgdo de bebida probiotica. Os resultados semelhantes aos
obtidos no presente estudo podem estar relacionados a ambos os frutos pertencerem a
mesma familia Theobroma.

E importante ressaltar que, no presente estudo foi utilizado o suco de cacau como
unico meio de fermentacdo, sem adi¢cdo de qualquer agente de prote¢do de microorganis-
mos, como ja foi feito em estudos anteriores com outros sucos (Dimitrovski, Velickova,
Langerholc, Winkelhausen, & E, 2015; Nualkaekul, Lenton, Cook, Khutoryanskiy, &
Charalampopoulos, 2012; Roy et al., 2016). Assim, garantiu-se que o suco de cacau era

a Unica matéria-prima que regulava o crescimento e o metabolismo das bactérias
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probioticas. Portanto, a polpa de cacau ¢ uma boa alternativa para a producao de alimentos
probioticos.

De acordo com os efeitos estimados, o pH inicial e a temperatura de fermentagao
afetaram a viabilidade de L. casei, sendo estatisticamente significante com 95% de nivel
de confianca. Os dados apresentados na Tabela 1 foram ajustados ao modelo quadratico
de viabilidade dado na Eq. (1). O modelo foi estatisticamente significativo com 95% de
nivel de confianca, uma vez que o valor de F calculado (42,45) foi superior ao valor de F

tabelado (F5,5 = 5,05). Além disso, obteve-se alto coeficiente de correlagio (R? = 0,98).

Viabilidade (log UFC/ mL) = -5,78 + 3,72 pH - 0,28 pH2 + 0,22 T - 0,002 T2 - 0,008 pH.

T (1)

Onde T temperatura de fermentacao (° C) e pH valores de pH inicial.

Fig. 1 apresenta o gréafico de superficie construido usando a Eq. (1). O aumento
do pH inicial e da temperatura de fermentag¢do proporcionou um aumento na viabilidade
de L. casei a medida que o pH inicial e a temperatura foram elevados até atingir 6,2 e 33
°C, respectivamente. O ponto 6timo para viabilidade de L. casei NRRL B-442, numeri-
camente obtido através do ponto critico da Equagdo 2 (derivada igual a zero), foi obtido
em pH 6,2 e temperatura de fermentacdo de 33 °C.

O pH inicial 6timo (6,2) obtido no presente estudo esta de acordo com o reportado
por Swain et al. (2014), que relataram que os lactobacilos preferem condi¢des relativa-
mente acidas, com pH variando de 5,5 a 6,5, em virtude da producao de acido latico como

principal catabdlito.
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Para temperatura, pesquisas t€m mostrado que o crescimento e a funcionalidade
das bactérias laticas aumentam entre 30 ¢ 37 °C. Pereira et al. (2017) e Garcia et al. (2013)
observaram que, no cupuagu e no suco de abacaxi sonicado, a temperatura de 30 e 31 °C,
respectivamente, proporcionaram maior crescimento de L. casei. Enitan, Adeyemo e
Ogunbanwo (2011) observaram que as temperaturas de 30 e 37 °C foram mais efetivas
na producao de peréxido de hidrogénio. Assim, a temperatura de 33 °C, obtida no pre-
sente estudo, proporcionou maior crescimento de L. casei, bem como maior preservagcao
do suco de cacau. Isso seria uma vantagem para o uso dessa temperatura, pois tal com-
posto tem atividade inibitdria contra outros microorganismos, incluindo os patogénicos.

As condicdes estabelecidas de pH inicial (6,2) e temperatura (33 °C) para o cres-
cimento de L. casei foram utilizadas para a avaliagdo do tempo de fermentagdo. De acordo
com a Figura 2, o crescimento de L. casei foi lento no inicio do processamento. Apds 8 h
de fermentagdo, o microorganimo aumentou mais de um ciclo logaritmico. A viabilidade
aumentou até 24 horas de fermentagdo (Fig. 2). O pH reduziu ao longo do tempo de fer-
mentagdo, atingindo 3,77 £ 0,00 as 24 h (dados ndo mostrados) devido ao aumento do
teor de acido latico de 4,38 + 0,00 g/ L (Fig. 2). Com 12 h de fermentacao, o pH do suco
de cacau foi de 4,32 + 0,01 (dados ndo mostrados), estando abaixo de 4,5. O pH abaixo
de 4,5 inibe o crescimento de microorganismos patogénicos e deteriorantes, prolongando
a vida util dos alimentos (Panda, Swain, Singh & Ray, 2013). Assim, o tempo de 12 h foi
escolhido por garantir a estabilidade microbioldgica do suco. Além disso, a fermentagao
mais prolongada pode proporcionar menor aceitagcao do produto pelo aumento da acidez
decorrente da maior producao de acido latico. Puerari et al. (2012) que obtiveram valores
de acidez variando entre 1,0 e 5,5 g /L de 4cido latico em bebidas de cacau fermentadas
por 72 h com kefir. Os autores relataram que os consumidores rejeitaram a bebida com

5,5 g/ L de acido latico. Assim, 12 horas foi o tempo de fermentagdo escolhido para
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producao do suco probidtico de cacau, onde as taxas de acido latico estdo proximos 2,0,
nao deixando um sabor desagradavel no suco.

A glicose foi o principal carboidrato consumido durante a fermentagao, tendo uma
reducdo de 23,18%. A frutose quase ndo variou (49,16 = 0,66 a 50,60 + 0,35 g/ L) (Figura
3). Resultados semelhantes foram obtidos por Guergoletto, Mauro ¢ Garcia (2017) em
polpa de jugara (Euterpe edulis) fermentada com L. plantarum. Esses autores reportaram
que L. plantarum utilizou apenas glicose presente no fruto. Hashemi et al. (2017) também
observaram uma reducdo de cerca de 26% na concentragdo de glicose em suco de limdo
doce fermentado (Citrus limetta) usando L. plantarum durante 48 h de fermentagdo. Se-
gundo Mousavi, Mousavi, Razavi e Kiani (2011), a fermentacao de acucares por micro-
organismos sofre influéncia da cepa de microorganismo, tempo de fermentacdo e matriz

alimentar utilizada.

3.2 Acidos organicos e compostos fendlicos totais e atividade antioxidante no suco

de cacau durante a fermentagao

Os acidos organicos (acidos ascorbico, citrico e quinico) foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia ao longo das 24 h de fermentagdo. A concentragdo
de 4acido ascorbico foi mantida a 40,00 £ 0,00 mg/ L durante a fermentagao (dados nao
mostrados). Segundo Panda et al. (2017), a vitamina C ¢ soluvel em agua, bem conhecida
por suas propriedades nutricionais e benéficas para a saude. Além disso, Chambial, Dwi-
vedi, Shukla, John e Sharma (2013) relataram que essa vitamina ¢ indispensavel para o
desenvolvimento e manuten¢do de tecidos conjuntivos, formagao Ossea, cicatrizacdo de
feridas e manutengdo de gengivas saudaveis. Assim, a manuten¢ao do teor ascorbico ao

longo da fermentacdo ¢ um resultado favoravel da fermentacao do suco de cacau. Panda
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et al. (2017) relataram uma redugao no teor de acido ascorbico do suco de peras espinho-
sas (Opuntia sp.) ao longo da fermentacao usando Lactobacillus fermentum.

A concentragao de acido citrico foi quase a mesma por 24 h, variando de 2,77 +
0,00 a 2,96 £ 0,00 g/ L (dados ndao mostrados). Resultados semelhantes foram relatados
por Xiong, Li, Guan, Peng e Xie (2014) na fermentacao de chucrutes chineses utilizando
Leuconostoc mesenteroides ¢ Lactococcus lactis. Entretanto, esses autores observaram
que L. plantarum e L. casei reduziram a concentragao de acido citrico, sendo este com-
posto consumido por microorganismos. Valero-Cases, e Frutos (2017), produzindo um
suco misto de cenoura e laranja, observaram que os monossacarideos e o acido malico
foram os substratos preferidos pelo L. plantarum, enquanto a sacarose € o acido citrico
nao foram metabolizados. Portanto, de acordo com estas pesquisas, o uso de acido citrico
pode ser influenciado pelo tipo de cepa do microorganismo e pelo tipo de vegetal utili-
zado.

O 4cido quinico reduziu de 1,64 + 0,00 para 1,43 + 0,00 g/ L (dados ndo mostra-
dos). Este acido ¢ um composto fenolico e pesquisas mostraram que o Lactobacillus tem
a capacidade de degradar esses compostos. Fritsch, Heinrich, Vogel e Toelstede (2016)
também observaram uma redugdo deste 4dcido em girassois fermentados com bactérias
laticas. Pereira et al. (2017) reportaram uma redug¢do de 58,73% no 4cido quinico com 18
h de fermentacao em suco de cupuacu probidtico. No presente estudo, a redugdo foi menor
(12,89%) com 24 h de fermenta¢do. Embora a reducao do 4cido quinico tenha ocorrido,
outros compostos fenolicos foram gerados e aumentaram a concentragdo destes compos-
tos no produto fermentado.

Os compostos fendlicos aumentaram de 40,00 £+ 0,02, no inicio da fermentacao,
para 49,63 + 0,04 mg/ 100 mL, com 24 h de fermentagcdo (dados ndo mostrados). Esse

mesmo aumento foi observado para atividade antioxidante (Fig. 4). Valero-Cases,
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Nuncio-Jauregui e Frutos (2017) avaliaram a influéncia da fermentacdo com bactérias
laticas e a digestao in vitro sobre a biotransformacao de compostos fendlicos em sucos de
roma. Esses autores também observaram um aumento nos compostos fendlicos, resul-
tando na producao de dois novos derivados fenolicos (catequina e a-punicalagina). Além
disso, observou-se que os sucos fermentados de roma aumentaram a bioacessibilidade
dos compostos fenodlicos, garantindo a sobrevivéncia das bactérias laticas apos a digestao
gastrointestinal simulada, sugerindo um possivel efeito prebiotico de compostos fenolicos
sobre 0s microorganismos probidticos.

E importante enfatizar que os compostos fendlicos estdo relacionados a defesa
contra danos causados pela radiacdo ultravioleta ou por patdgenos. Estudos epidemiolo-
gicos recomendam que o consumo prolongado de dietas ricas em fenolicos protege contra
o desenvolvimento de canceres, doengas cardiovasculares, diabetes, osteoporose e doen-
cas neurodegenerativas (Pandey & Rizvi, 2009). Além disso, o pH mais baixo do suco de
cacau devido a fermentagao ¢ conhecido por ser altamente favoravel para a estabilidade
dos compostos fendlicos, evitando a auto-oxidagdo (Panda, Sahu, Behera, & Ray, 2014).
Assim, a fermentacdo do suco de cacau por L. casei ¢ vantajosa porque aumenta a con-
centracdo desses compostos bioativos.

Segundo Jilani, Cilla, Barbera e Hamdi (2015), durante a fermentagao, diferentes
transformagodes (epimerizacdo, degradacdo, oxidagdo e hidrélise) podem ocorrer nos
compostos fenolicos dos sucos, alterando seus metabolitos. Assim, ¢ necessario utilizar
diferentes métodos para fornecer uma estimativa da capacidade antioxidante. Valero-Ca-
ses, Nuncio-Jauregui e Frutos (2017) relataram que os sucos de roma fermentados com
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum subsp. infantis aumentaram a ativi-
dade antioxidante quando medida pelo método de DPPH. No entanto, esses autores nao

observaram alteracdes quando utilizado o método de ABTS, sugerindo que o método
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ABTS nao era sensivel. No presente estudo, os dois métodos utilizados (DPPH e ABTYS)

foram sensiveis para detectar o aumento da atividade antioxidante (Fig. 4).

3.3 Estabilidade do suco de cacau probidtico adicionado de sacarose ou sucralose

A contagem de células viaveis do suco de cacau probidtico com adig¢ao de agucar
aumentou de 8,76 = 0,05 Log UFC/ mL, no inicio da estocagem para 8,99 + 0,02 Log
UFC/ mL, no 21° dia de armazenamento a 4 °C. A partir do dia 28, houve reducdo da
contagem de células viaveis atigindo 7,52 + 0,01 log UFC/ mL com 42 dias. No suco de
cacau probiotico com adi¢ao de sucralose, houve reducao da viabilidade de 8,76 + 0,05
Log UFC/ mL, no inicio do armazenamento para 7,05 + 0,04 Log UFC/ mL com 42 dias
(Fig. 5). A contagem de células vidveis de suco de cacau probidtico com agucar foi ligei-
ramente maior do que o suco com sucralose durante o armazenamento. Esses valores mais
elevados podem estar relacionados ao uso do agticar como substrato pelo L. casei durante
o armazenamento. Pereira, Almeida, De Jesus, Costa e Rodrigues (2013) avaliaram o
efeito do armazenamento refrigerado por 42 dias de suco de caju probiotico adocado e
nao adocado com acgucar. Esses autores observaram maior viabilidade nas amostras ado-
cadas e atribuiram esse resultado a adicao de agticar. Como o agucar € um composto fer-
mentavel, o aumento das contagens microbianas era esperado, o que nao foi observado
no suco adogado com sucralose (que ndo ¢ fermentavel).

Antunes et al. (2009) avaliaram o efeito do armazenamento por 28 dias em leite
probiotico adicionado de aglcar e sucralose. Esses autores reportaram que as contagens
de células viaveis diminuiram de um a dois ciclos logaritmicos durante o armazenamento,
principalmente nas amostras adicionadas de sucralose. No presente estudo, também foi

.

observada diminui¢do da viabilidade, sendo maior para o suco com sucralose. E
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importante ressaltar que nos resultados aqui obtidos houve uma diminui¢do de apenas um
ciclo logaritmico nas duas amostras.

Segundo Nualkaekul e Charalampopoulos (2011), para sobreviver ao efeito ad-
verso do trato gastrintestinal e atingir o intestino em nimero suficiente, 0os microorganis-
mos probidticos precisam estar presentes em uma concentracao de pelo menos 7,00 log
UFC/ mL no produto no fim do prazo de validade. Assim, apesar da redug¢ao observada
na viabilidade de L. casei durante o armazenamento, ao final de 42 dias, a viabilidade
microbiana permaneceu acima do limite minimo (7,00 log UFC/ mL) para exercer os
efeitos benéficos a saude.

Com base nos resultados apresentados, a adigdo de sucralose no suco de cacau
probiotico manteve a viabilidade das bactérias probidticas dentro de limites necessarios
para exercer os beneficios a saude por até 42 dias, confirmando o potencial deste adogante
para uso em alimentos funcionais de baixo valor calorico. Outros estudos também relata-
ram que os adogantes mantiveram a viabilidade microbiana dentro dos limites desejaveis
para exercer os efeitos benéficos a satide em outros alimentos, como bebidas a base de
trigo (Angelov, Gotcheva, Kuncheva, & Hristozova, 2006), chocolates (Nebesny, Zyzele-
wicz, Motyl, & Libudzisz, 2007). e queijo petit suisse (Esmerino et al., 2013).

O pH do suco de cacau probidtico adicionado de agucar diminuiu durante o arma-
zenamento, e o pH do suco adicionado de sucralose permaneceu constante (Fig. 5). Os
resultados apresentados estdo de acordo com os apresentados por Shahabbaspour, Mor-
tazavian, Pourahmad, Moghimi e Sohrabvandi (2013) que relataram um aumento na con-
tagem de L. casei até 21 dias de armazenamento sob refrigeracao e redug¢do do pH. Estes
autores atribuiram este declinio no pH a fermentacdo continuada (pds-fermentacdo) pelas
bactérias laticas durante o armazenamento refrigerado. Assim, os resultados das amostras

com acgucar indicaram que o L. casei foi capaz de produzir 4cido mesmo a baixas
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temperaturas. Como a pos-fermentacdo nao foi observada nas amostras adocadas com
sucralose, o pH constante era esperado.

Os compostos fenolicos e a atividade antioxidante, realizadas nas amostras con-
trole e fermentadas, reduziram durante o armazenamento. A redu¢ao foi maior no suco
ndo fermentado (37,50%) quando comparado aos fermentados (23,58 e 29,12%, para o
suco de cacau probiodtico com adi¢ao de acucar e sucralose, respectivamente). Portanto,
neste estudo, a fermentacdo com L. casei preservou os compostos fenolicos do suco de
cacau. A atividade antioxidante medida pelos métodos ABTS e DPPH apresentou uma
tendéncia semelhante aos dos compostos fendlicos, havendo uma correlagdo positiva en-
tre o contetido de fenodlicos e a atividade antioxidante (Fig. 6).

De acordo com Nematollahi, Sohrabvandi, Mortazavian e Jazaeri (2016), a dimi-
nuicao da atividade antioxidante e do conteudo fenolico pode ser resultante da presenga
de oxigénio dissolvido em amostras, o que resultou na oxida¢ao de compostos fenolicos.
Porto, Okina, Pimentel, Garcia e Prudencia (2018) avaliaram os compostos fendlicos e a
atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH em suco misto probiotico de beter-
raba e laranja durante 28 dias de armazenamento refrigerado. Esses autores também rela-
taram pequenas reducdes nessas determinac¢des e concluiram que o processamento e ar-
mazenamento dos sucos probidticos ndo aceleraram a destrui¢do dos acidos fendlicos,

sendo esses resultados satisfatorios.

4. Conclusao

O suco de cacau ¢ uma matriz viavel para o crescimento do microorganismo pro-
biotico L. casei, permitindo que as contagens de células vidveis (necessarias para execer
os efeitos benéficos a saude) sejam mantidas por 42 dias sob condi¢des refrigeradas (4

°C). O adocante sucralose manteve a viabilidade das bactérias probioticas dentro de
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limites necessarios para exercer beneficios a satide até 42 dias de armazenamento. A fer-
mentacao resultou em aumento dos compostos fendlicos, proporcionado um aumento na
atividade antioxidante. No armazenamento, o suco de cacau probidtico preservou os com-
postos fenolicos e a atividade antioxidante durante a estocagem refrigerada por 42 dias,

conferindo beneficios nutricionais a esse alimento funcional.
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Tabela 1 - Planejamento experimental e viabilidade de Lactobacillus casei NRRL B-442

no suco de cacau ap6s 24 h de fermentagao.

Contagem de
Temperatura de fer-
Ensaio pH inicial células viaveis
mentagao (°C)

(log UFC/mL)
1 4,70 15,00 7,80+0,09
2 4,70 37,00 8,83+0,07
3 6,70 15,00 8,56+0,16
4 6,70 37,00 9,25+0,06
5 4,29 26,00 7,96+0,08
6 7,11 26,00 9,00+0,06
7 5,70 10,44 7,76+0,02
8 5,70 41,44 9,09+0,04
9 5,70 26,00 9,18+0,06
10 5,70 26,00 9,03+0,11

11 5,70 26,00 9,14+0,12
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Figura 1 - Grafico de superficie da viabilidade de Lactobacillus casei NRRL B-442 (Log

UFC/ mL) em suco de cacau em fun¢do do pH inicial e temperatura de fermentagao (°C).
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Figura 2 - Viabilidade (Log UFC/ mL) de Lactobacillus casei e 4cido latico em suco de

cacau durante 24 h de fermentacao.
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Figura 3 — Agucares (em gramas por litro) em suco de cacau durante 24 h de fermentagao.
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Figura 4 - Atividade antioxidante (AA) (micromolar de Trolox por mililitro) pelos méto-

dos ABTS e DPPH em suco de cacau durante 24 h de fermentacao.
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Figura 5 - Viabilidade de L. casei (em unidades formadoras de colonia por mililitro) e pH

do suco de cacau fermentado adicionado de aguicar ou sucralose no inicio do armazena-

mento por 42 dias.
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Figura 6 - Atividade antioxidante (AA) (micromolar de Trolox por mililitro) pelos

métodos ABTS e DPPH de suco de cacau durante o armazenamento por 42 dias.
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cher. Methods that are already published should be summarized, and indicated by a refe-
rence. If quoting directly from a previously published method, use quotation marks and



also cite the source. Any modifications to existing methods should also be described.
Under Materials and Methods, describe and cite where applicable sampling protocols,
sample handling/preparation, and all experimental conditions and procedures (including
quality control/ quality assurance procedures), with sufficient clarity to permit qualified
researchers to repeat the work. This section must include the number/size of samples
collected, prepared and extracted, as well as number of analytical replicates per sample;
and the statistical procedures/programs used to assess the work should be cited. A mi-
nimum of three individual samples must be analysed for each reported mean value, along
with some indication of variability. When only one or two samples have been analysed,
notwithstanding the number of replicates, authors should present the normal precision of
their assays and then report the mean (without a standard deviation). Data must be repor-
ted to the appropriate number of significant digits for that precision and instrumental sen-
sitivity.

Results

Results should be clear and concise.

Actual analytical data should be reported. For example, report nitrogen in addition to a
calculated protein value, or define the nitrogen to protein ratio clearly under Materials
and Methods and thereafter use protein. All factors used in calculations (e.g. energy), and
all components used in aggregations (e.g. retinol equivalents), should be specified. Car-
bohydrate reported as " Total carbohydrate by difference" is not acceptable in Results or
in tables; however, it may be used in discussions. Use of " crude fibre" is discouraged.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A com-
bined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.;
in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1;
Fig. A.1, etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible. The title should be limited to 15 words
or 80 characters.



* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a dou-
ble name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where
the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name,
and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address
and the complete postal address.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent address")
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of
the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard
or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at
their first mention in the abstract itself.

The abstract (200 words maximum) must briefly summarize major findings and
conclusions. Do not use statements such as " Results are discussed" . Many abstrac-
ting services use abstracts without modification, so this section should be able to
stand alone and be comprehensible without the rest of the paper (do not refer to
items in the reference list which will not accompany the abstract in some instances).

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and
include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).
You can view example Highlights on our information site.

Keywords

A minimum of 6-10 keywords must be listed. Authors should bear in mind that keywords
allow the article to be found by Internet database search engines and considerably increase
article citations when they are as numerous and comprehensive as possible.
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Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbre-
viations throughout the article.
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Nomenclature and units

The decimal point, not the decimal comma, should be used when reporting numeric data
in tables and text. Insert a zero in front of a decimal point when it applies. For instance,
instead of .36 use 0.36. All numeric data must be presented to an appropriate number of
significant digits (for a discussion of significant digits in food composition data, see
Greenfield, H. and Southgate, D.A.T., 2003, Food composition data: Production, Mana-
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Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae
in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line
for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics.
Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any
equations that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the
text).
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Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
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EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
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dless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version.
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Please submit tables as editable text and not as images. Tables are to be collected together
into a single file and uploaded separately from the body of the manuscript; do not embed
tables (or figures) in the manuscript. Number tables consecutively in accordance with
their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in



the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results des-
cribed elsewhere in the article. Please avoid using

vertical rules.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data refe-
rences should include the following elements: author name(s), dataset title, data reposi-
tory, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] im-
mediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software Most Elsevier journals have their reference template
available in many of the most popular reference management software products. These
include all products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley and
Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, au-
thors only need to select the appropriate journal template when preparing their article,
after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's
style.

If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide. If you use reference management sof-
tware, please ensure that you remove all field codes before submitting the electronic ma-
nuscript. More information on how to remove field codes.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by cli-
cking the following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-food-composition-and-analysis

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Men-
deley plugins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Responsibility for the accuracy of bibliographic citations lies entirely with the authors.
The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of authors' names
and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list at
the end of the manuscript (and vice versa).



All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by et al. and the year of publication.

Citations may be made directly or parenthetically. Groups of references should be listed
first

alphabetically, then chronologically. Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, b, 1999;
Allan & Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have recently shown..."

References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of refe-
rences must be arranged alphabetically on authors' names, and should be as full as possi-
ble, listing all authors, the full title of articles and full title of journals, publisher and year.

Titles of periodicals mentioned in the list of references must be spelled out in full.

In the case of publications in any language other than English, the original title is to be
retained.

However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a
notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.

References concerning unpublished data and "personal communications" must not be ci-
ted in the reference list but may be mentioned in the text, giving the full details (name
and affiliation of the contact). References included in the reference list as "in press"
should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution
of the publication data with "in press". Citation of a reference as "in press" implies that
the item has been accepted for publication. In the final publication, material referenced
as "submitted" is not acceptable - if it cannot be referenced as "in press" then the text
needs to be revised to state "unpublished results" and the reference deleted from the refe-
rence list.

The following are examples of reference layouts. Please use a hanging indent (second and
subsequente lines indented).
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Maubois, J.-L., & Olivier, G. (1992). Milk protein fractionation. In New applications of
membrane processing (pp. 112-120). Brussels, Belgium: International Dairy Federation.
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(3rd ed) (pp.233-276). New York, NY, USA: Kluwer Academic/Plenum Publishers.

Reference to an article in a journal:
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When reporting results of studies using nutrient databases, authors should cite and refe-
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vendor.

Journal abbreviations source

All abbreviations, chemical names, and journal names should follow the style of Chemi-
cal Abstract Service . A useful writing guide is Scientific Style and Format: The CBE
Manual for Authors, Editors and Publishers, Style Manual Committee Council of Biology
Editors, 1994, 6th ed., Cambridge University Press.



Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150
MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect.
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an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published
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they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit
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supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any
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This journal encourages and enables you to share data that supports your research publi-
cation where appropriate, and enables you to interlink the data with your published arti-
cles. Research data refers to the results of observations or experimentation that validate



research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages
you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful
materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript
and reference list. Please refer to the "References" section for more information about
data citation. For more information on depositing, sharing and using research data and
other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying
data that gives them a better understanding

of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the sub-
mission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (inclu-
ding raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods)
associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the sub-
mission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload
your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly
accessible to readers next to your published article online. For more information, visit the
Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission.

This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable
to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the
submission process, for example by stating that the research data is confidential. The
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visit the Data Statement page.
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