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RESUMO

CARVALHO, CAROLINNE REGONINI, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES,
janeiro de 2023. Desenvolvimento de bebida funcional fermentada e
avaliacdo da atividade antioxidante no organismo modelo caenohabitidis
elegans. Orientador: Tadeu Uggere de Andrade.

O aumento da conscientizacdo do consumidor sobre saude tem
promovido uma alta demanda por alimentos e bebidas que possam, além de
alimentar, suprir esta demanda nutricional e terapéutica em beneficio a satude. O
consumo de bebidas fermentadas € amplamente conhecido e consolidado em
diversas culturas como veiculo promotor do bem-estar, e a utilizacdo de matriz
vegetal ndo lactea, tém atraido o interesse particular dos consumidores por
apresentarem beneficios da composicao probidtica e nutricional. Os cereais,
fazem parte desses alimentos que servem de matriz vegetal para a fermentacao
lactea. Em adicao, sao repletos de fitoquimicos bioativos, apresentando grande
potencial para processamento em bebidas funcionais, e a fermentacdo parece
melhorar a biodisponibilidade desses antioxidantes. Assim, o presente estudo
tem como objetivo desenvolver uma bebida funcional simbiética fermentada a
base de cultura probiodtica e farelo de aveia, e avaliar o efeito antioxidante no
organismo modelo Caenohabitidis elegans. Duas formulacbes foram
desenvolvidas, AF5 e AF15 contendo cultura probidtica e concentracdes de 5%
e 15% de farelo de aveia (v/v) respetivamente, o controle (PRO) com cultura
probidtica e EA (estrato hidrossollvel de aveia ndo fermentada). Foi avaliada a
viabilidade microbiolégica e caracterizacdo das bebidas no periodo apés
fermentacao e durante armazenamento de 30 dias. Para as analises seguintes,
foi selecionada a bebida fermentada de farelo de aveia que continha a melhor
viabilidade microbiologica e foram determinados o teor de compostos fendlicos,
de antioxidantes e avaliacao dos efeitos do tratamento com bebida de aveia no
organismo modelo C. elegans. Os dados foram avaliados por ANOVA ou foram
ajustados com fatorial e comparados com post-hoc de Tukey. Para comparacao
de duas médias, foi realizado o teste t de Student ndo pareado. A analise de
sobrevida do C. elegans foi realizada usando o método de Kaplan-Meier, e a
significancia estatistica foi analisada por um teste de log-rank. Os resultados
indicaram que a bebida AF15 favoreceu o aumento de cepas probidticas em
periodo de armazenamento a frio (6°C) em comparacao com as outras bebidas
fermentadas. Além disso, a bebida fermentada AF15 apresentou aumento do
teor de composicao fendlica e na capacidade antioxidante e, relacado a bebida
EA. Enquanto isso, as bebidas com farelo de aveia diminuiram os niveis de
espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS) basal e aumentaram a taxa de
sobrevivéncia de vermes, quando submetidos ao estresse. Essas descobertas
revelaram que a bebida de farelo de aveia fermentado, além de possuir
caracteristica simbidtica por conter naturalmente beta-glucana, considerada
prebidtica, tém potenciais efeitos antienvelhecimento ao prolongar a vida util e
aumentar a resisténcia ao estresse em modelo animal.

Palavras-chave: Alimento funcional, beta-glucana, probiético, prebidtico,

bebida fermentada.



ABSTRACT

CARVALHO, CAROLINNE REGONINI, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES,
janeiro de 2023. Development of a fermented functional beverage and
evaluation of antioxidant activity in the model organism caenohabitidis
elegans. Orientador: Tadeu Uggere de Andrade.

The increase in consumer health awareness has promoted a high demand for
food and beverages that can, in addition to feeding, supply this nutritional and
therapeutic demand for the benefit of health. The consumption of fermented
beverages is widely known and consolidated in different cultures as a vehicle to
promote well-being, and the use of non-dairy vegetable matrix has attracted the
particular interest of consumers because of the benefits of probiotic and
nutritional composition. Cereals are part of these foods that serve as a vegetable
matrix for lactic fermentation. In addition, they are full of bioactive
phytochemicals, showing great potential for processing into functional beverages,
and fermentation seems to improve the bioavailability of these antioxidants. Thus,
the present study aims to develop a fermented symbiotic functional drink based
on probiotic culture and oat bran, and to evaluate the antioxidant effect in the
model organism Caenohabitidis elegans. Two formulations were developed, AF5
and AF15 containing probiotic culture and concentrations of 5% and 15% oat
bran (v/v) respectively, the control (PRO) with probiotic culture and EA (water
soluble extract of unfermented oat). The microbiological viability and
characterization of the beverages were evaluated in the period after fermentation
and during 30-day storage. For the following analyses, the fermented oat bran
beverage that had the best microbiological viability was selected and the content
of phenolic compounds, antioxidants and evaluation of the effects of treatment
with oat beverage on the model organism C. elegans were determined. Data were
evaluated by ANOVA or adjusted with factorial and compared with Tukey's post-
hoc. To compare two means, the unpaired Student's t test was performed. C.
elegans survival analysis was performed using the Kaplan-Meier method, and
statistical significance was analyzed by a log-rank test. The results indicated that
the AF15 beverage favored the increase of probiotic strains during cold storage
(6°C) compared to the other fermented beverages. In addition, the AF15
fermented beverage showed an increase in the phenolic composition and
antioxidant capacity in relation to the EA beverage. Meanwhile, oat bran
beverages decreased basal intracellular reactive oxygen species (ROS) levels
and increased the survival rate of worms when subjected to stress. These
findings revealed that the fermented oat bran drink, in addition to having a
symbiotic characteristic by naturally containing beta-glucan, considered prebiotic,
has potential anti-aging effects by extending lifespan and increasing resistance
to stress in an animal model.

Keywords: Functional food, beta-glucan, probiotic, prebiotic, fermented

beverage.
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1. 1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O aumento da conscientizacdo do consumidor sobre salude e bem-estar
tem promovido uma alta demanda por alimentos e bebidas n&o apenas
considerada um meio de saciedade, mas também um meio de prevencdo e
controle de doencgas; gerando maior interesse no mercado de produtos
funcionais (TOPOLSKA et al, 2021, SHARMA et ai., 2021; SINGH et al 2017).

BN

Em sintese, sdo muitas as acfes positivas relacionadas a saude
oferecidas por esse tipo de alimento, incluindo o potencial de estimular o sistema
imunoldgico, reduzir o risco de problemas cardiovasculares, obesidade e
condicéo fisica (LI et al, 2021, SHARMA et al, 2021). Esses compostos, com
propriedades funcionais, devem estar presentes em quantidades suficientes e
adequadas para produzir o efeito fisiolégico esperado. Outra consideragao € que
a alimentacdo saudavel como medida de promocdo da saude ndo pode ser
dissociada da adoc¢éo de habitos de vida saudaveis (TOPOLSKA et al, 2021).

Portanto, para ser considerado um alimento funcional, este deve ser;

1. um alimento natural, como a aveia e a cevada que contém beta-
glucana;

2. um alimento para ao qual um componente foi adicionado,
aumentando a concentracdo de um componente naturalmente
presente na comida a um ponto em que ird induzir efeitos previstos;

3. um alimento do qual um componente foi removido, geralmente um
macronutriente (por exemplo, gorduras);

4. um alimento onde um ou mais componentes foram modificados,
componente esse que normalmente ndo esta presente n a maioria
dos alimentos como por exemplo, antioxidantes n&o vitaminicos ou
frutanos prebidticos;

5. um alimento no qual a biodisponibilidade foi modificada ou;

6. qualquer combinacéo destes (HENRY, 2010).

Atualmente, as substancias com alegacfes de propriedades funcionais
aprovadas de acordo com os dados revisados e atualizados pela ANVISA em

julho de 2019 estéo descritas:



o Beta-glucana e fitoesterdis, quitosana, Psyllium: reducdo da
absorcdo de gordura, acidos graxos: eicosapentaenoico (EPA),
docosahexaenoico (DHA), proteina de soja, frutooligossacarideos e inulina
(prebidticos), dextrina resistente, goma guar parcialmente hidrolisada,
polidextrose e lactulose, licopeno, luteina e zeaxantina, manitol, xilitol e sorbitol

e probioticos.

Dentre os alimentos citados, dois desses estdo recebendo muita atencao
da academia e da industria; os probioticos e os prebidticos. Esse interesse se
justifica pelos diversos beneficios a satde do consumidor, isso porque um dos
locais de atuacdo desses alimentos, a microbiota intestinal, esta submetida a
variacdes e desequilibrios constantemente, devido a fatores como idade, habitos

de vida, alimentagéo, uso de antibioticos, dentre outros (NIGAM, 2018).

Alimentos e bebidas a base de probidticos sdo contabilizados como
alimentos funcionais em potencial, visto que sédo populares e tém uma aceitacéo
mais ampla pelos clientes entre os novos alimentos funcionais no mercado (SHI
et al, 2016). Quando consumidos em quantidade suficiente, os probidticos tém
diferentes efeitos no organismo, melhorando a saude do hospedeiro e
proporcionando beneficios nutricionais. Bebidas probioticas com bases lacteas,
sdo sem davida as mais comuns no mercado hoje. Entretanto, atualmente, as
bebidas fermentadas a base de plantas sdo um dos segmentos mais importantes
dentro do setor de alimentos funcionais com a premissa da inclusdo de um
publico restrito ao consumo de produtos de origem animal (CORBO et al, 2014;
GRANATO et al 2020).

Tem sido amplamente demonstrado que a fermentacdo melhora as
caracteristicas sensoriais, qualidade nutricional, textura e seguranca de vegetais
contendo amido, incluindo cereais. Fortes evidéncias cientificas suportam os
efeitos benéficos da fermentacdo de bactérias laticas em matrizes de cereais,
aumentando o conteldo e a biodisponibilidade de compostos fendlicos e
atividades antioxidantes, anti-hipertensivas e anti-inflamatérias (APARICIO-
GARCIA et al, 2021, CHEN L, 2020, AGELOV et al, 2018, GAO et al, 2015).



Uma série de investigagcbes recentes evidenciaram que 0s cereais sdo
bons substratos fermentaveis para bactérias acido-laticas (BAL) que podem ser
usados como matéria-prima para o desenvolvimento de bebidas probidticas com
propriedades nutricionais aprimoradas (APARICIO-GARCIA et al 2021). Dentre
estes cereais, por exemplo, a aveia é reconhecida por auxiliar na reducéo de
colesterol e na manutencao dos niveis de glicose através de sua fibra soluvel, a
B-glucana (TIWARI & CUMMINS, 2011). Além disso, outros importantes
beneficios reconhecidos desse cereal incluem a capacidade antioxidante, por
meio de componentes como acido fitico, acido fendlico e avenantramidas
(PETERSON, 2001). Todas essas caracteristicas sdo promissoras para a
formulagdo de um produto potencialmente simbidtico, com caracteristicas

funcionais.

1.2 PREBIOTICOS

Os prebidticos sao ingredientes alimentares néo digeriveis que beneficiam
o hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento e/ou a atividade de
espécies bacterianas no intestino, assim, exercem influéncia positiva na saude
do organismo hospedeiro (LEFRANC-MILLOT et al, 2012).

Para que um produto ou alimento seja considerado prebidtico, ele deve
atender a algumas condi¢des, como: (GIBSON, 2017)

o Estimular o crescimento e a atividade de cepas bacterianas que tém efeito
benéfico na saude.

o Diminuir o pH do conteudo intestinal.

o Ser resistente a hidrélise e & acdo de enzimas gastrointestinais.

o Na&o ser absorvido no trato gastrointestinal superior.

Existem diversos tipos de ingredientes alimentares reconhecidos como
prebidticos, dentre eles, as fibras alimentares compostas por carboidratos
(polimeros de mono-acucares). As fibras alimentares resistem basicamente a
hidrolise das enzimas digestivas humanas no intestino delgado, podendo ser
metabolizados pela microbiota comensal, especialmente por cepas de
bifidobactérias e lactobacilos (KAREB & AIDER, 2019).



Dentre essas fibras, o0 amido resistente (polissacarideos ndo amilaceos
(celuloses, hemiceluloses, pectinas, gomas e mucilagens), inulina e
oligossacarideos como frutooligossacarideos, galactooligossacarideos e
xilooligossacarideos s@o as mais enfatizadas e destacadas como prebidticas.
(TSAI et al, 2019).

Os prebidticos atuam como protetores contra a colonizagao intestinal de
microrganismos indesejaveis, pois impedem a adesdo dos mesmos a células
da parede intestinal e estimulam as cepas de Lactobacillus e Lactococcus a
produzirem bacteriocinas e outros metabdlitos, como por exemplo os acidos
graxos de cadeia curta AGCC (KAREB & AIDER, 2019; VERSPREET ET al.,
2016).

Os AGCCs sao compostos principalmente de acetato, propionato e
butirato, e muitos outros metabdlitos e gases sao produzidos apos a fermentacao
de prebioticos por bactérias da microbiota (RIOS, 2016). Além da funcéo de fonte
de energia, 0s AGCC levam a diminuicéo do pH lumial, inibindo o crescimento e
a translocacao de bactérias patogénicas e influenciando a motilidade intestinal
(VERSPREET et al.,, 2016). Além disso, os AGCCs também atuam como
moléculas sinalizadoras reduzindo a producdo de citocinas pré-inflamatoérias.
(CORREA-OLIVEIRA, et al. 2016).

Por consequéncia, a aveia, mais precisa mente a fracao soluvel da fibra,
€ um cereal que demonstra um potencial prebiotico que preenche os requisitos

descritos acima.
1.3 AVEIA

A aveia (Avena sativa L.) é tradicionalmente considerada um cereal de
excelente valor nutricional, que se destaca por seu teor e qualidade proteica, por
sua maior porcentagem de lipidios, com predominancia de &cidos graxos
insaturados, além de esterdis, minerais e € caracterizada pela presenca de uma
variedade de compostos quimicos que exibem propriedades antioxidantes, como
os tocoferdis. O contetudo de carboidratos na aveia pode chegar a 75-80% do
peso seco, sendo o amido o componente principal. Contém ainda altas

proporcdes de polissacarideos ndo amilaceos, principais constituintes das fibras



alimentares. Dentre estas, destacam-se as (1-3)(1-4) beta -D-glucanas, que
fazem parte da fracdo soluvel da fibra alimentar. (DE SA, et al, 2000,
SHVACHKO et al, 2021).

A aveia é um cereal relativamente semelhante aos demais, porém que
apresenta algumas peculiaridades significativas que afetam diretamente o seu
processo. Dentro da casca protetora, a cariopse de aveia pode ser dividida em

trés principais componentes: o farelo, o germe, e o endosperma amilaceo.

1.3.1. FARELO

Circundando a semente esta a camada mais externa, isto é, o farelo, que
contém a maior quantidade de minerais (PETERSON et al, 1997); vitaminas,
fitatos (FULCHER et al, 1981) e atividade antioxidante (PETERSON et al, 2001)

gue qualquer outra parte do gréo.

Pericarpo

Casca

Endosperma

Farelo

Gérmen

Figura 1: estrutura e composicao do grao de aveia. Fonte: Zwer, 2017.

O farelo de aveia tipicamente é composto por pericarpo, tegumento,
ndcleo, camada de aleurona e uma grande porcdo do sub-aleurona do
endosperma amilaceo. O pericarpo, o tegumento, e o ndcleo séo principalmente

compostas por polissacarideos insolaveis, provavelmente com abundancia de



compostos fenodlicos (MILLER & FULCHER, 2011). Imediatamente abaixo do
nucelo esta a camada de aleurona, a parede celular da camada de aleurona
contam (1—3)-(1—4)- B-D-glucana, B-glucana fibra solavel que tem mostrado
efeitos benéficos na dieta humana (WOOD & FULCHER, 1978).

1.3.2 BETA GLUCANA

A beta-glucana é uma fibra sollvel, portanto apresenta alta capacidade
de retencao de agua e possui a propriedade de formar géis em solucdo aquosa
e de alterar a viscosidade de produtos alimentares. No trato gastrointestinal, as
fibras sollveis aumentam a viscosidade do bolo alimentar, diminuindo a
atividade de certas enzimas digestivas, influenciando diretamente no tempo de
digestéo e, logo, na absorcédo de nutrientes. Essa caracteristica da beta-glucana
influencia diretamente no controle da glicemia pos prandial e resposta insulinica,

reducéo do colesterol e regulacao do apetite (MAHAN, 2017).

De Sa (1998), que avaliou a concentracéo de beta-glucanas no cultivar da
aveia e produtos derivados, verificou que havia alteracdes dos teores de fibra
durante o beneficiamento do cereal. Os resultados demonstraram teor mais
elevado de beta-glucanas no farelo de aveia, com média de 9,5%, contra 3,74%
na farinha de aveia. Corroborando com esses dados, em estudo com objetivo de
avaliar a composicao centesimal e o teor de beta-glucanas em cereais e
derivados, Fujita e Figueroa (2003) demonstraram que os graos de aveia e
cevada sdo os que apresentam teor mais elevado de beta-glucanas e que, dentre
produtos comerciais, o maior teor de fibra foi encontrado no farelo de aveia,

contendo 9,68% de beta-glucanas, seguido dos flocos de aveia com 7,03%.

A B-glucana da aveia tem sido relacionada a diversos beneficios para a
saude, e para que os beneficios sejam alcancados, é necessario 0 consumo de
3 gramas de B-glucana diariamente (ANVISA, 2008). Estudos clinicos e pré-
clinicos dentre as propriedades beta-glucanos, destacam-se trés efeitos

importantes:



1.3.2.1. Efeito Hipoglicemiante

O efeito benéfico no metabolismo da glicose é atribuido a alta capacidade
de ligacdo da beta-glucana (fibra ndo digerivel) de 4gua e formacéo de géis no
trato gastrointestinal, o que resulta em atraso esvaziamento gastrico,
desacelerando a degradacdo enzimética de amido, dificultando a absorcéo
intestinal de carboidratos digestiveis. Este mecanismo promove a reducdo da
glicose pés-prandial, bem como a secrec¢éo de insulina (KRISTEK, 2019).

Wolever et al. (2020) avaliou o efeito da viscosidade de beta-glucana de
aveia em uma refeicdo de café da manhd@ no esvaziamento gastrico, apetite
subjetivo e respostas de glicose, insulina, grelina e peptideo tirosina. Os
resultados demonstram que a viscosidade da beta-glucana de aveia determinou
o efeito na glicose pos-prandial, insulina e esvaziamento gastrico. Esses dados
corroboram com os resultados encontrados por Mékelainen et al. (2007), onde
eles avaliaram o efeito de quatro produtos contendo diferentes concentracdes de
beta-glucana (2, 4 e 6g) no indice glicEmico e insulina submetidos ao teste
tolerancia a glicose (50 g de glicose em 300 ml de agua). As respostas glicémicas
mediante ao consumo dos produtos de aveia com quantidades crescentes de [3-
glucana tiveram valores de pico mais baixos do que a carga de glicose de

referéncia.

1.3.2.2. Efeito hipocolesterolémico

A capacidade de a fibra aumentar a viscosidade do conteudo alimentar no
intestino delgado afeta a formacdo de micelas e sua composicdo. Ou seja, 0
aumento da viscosidade do limen intestinal reduz a absorcédo de gordura, de
colesterol e a ligacdo de acido biliar, aumentando sua excrecdo nas fezes
(CIECIERSKA, et al, 2019).

Reduzindo-se a quantidade de acidos biliares, ocorre uma maior utilizacao
de colesterol intrinseco para a producéo do acido biliar no figado. Essa reducao
de colesterol circulante e, consequentemente, da reducédo de niveis de LDL-
colesterol circulante, podem contribuir para a reducédo do risco de doencas
cardiovasculares (RGIA,2011).



Estudo cruzado, randomizado e controlado com participantes com
hipercolesterolemia leve, realizado por Wang et al. (2016a) observou-se o
consumo de B-glucano de cevada reduz o colesterol, afetando a absorcao do
colesterol, a sintese do colesterol ou a sintese do acido biliar. Os participantes
receberam café da manhd@ contendo 3 g de beta-glucana de cevada por 5
semanas. O consumo de beta-glucana diminuiu os niveis de colesterol total e
aumentou a sintese de &cidos biliares. E um dos possiveis mecanismos
responsaveis pela reducdo do colesterol plasmatico, relatado pelo autor € o
aumento da sintese de acido biliar, em vez da inibicdo da absorcdo ou sintese
do colesterol.

1.3.2.3 Efeito Prebidtico

Estudos indicam o potencial prebidtico da fibra dietética soluvel B-glucana,
estimulando o crescimento de alguns géneros bacterianos que promovem a
saude dentro do colon. A pesquisa até o momento atribui esses efeitos
principalmente ao conteudo de fibra; entretanto, a aveia também é uma fonte
alimentar rica em polifendis, que podem contribuir para a modulacéao positiva da
microbiota intestinal (KRISTEK, 2019). Sendo observado que houve um aumento
da producado de acetato e butirato a nivel intestinal, promovendo seletivamente
0 crescimento de Bacteroidetes, Lactobacillus, Enterococcus e Coprobacillus

spp; e diminuicdo da abundancia de Firmicutes (WANG, 2016b).

Corroborando com esses dados, analise in vitro que verificou efeitos
benéficos das fibras dietéticas prebidticas, incluindo sua capacidade de
influenciar o crescimento de popula¢cdes bacterianas e formar AGCCs durante
24h de fermentacdo, constatou que em 12 h de fermentacdo, as amostras de
farelo de aveia comercial e beta-glucana pura apresentaram concentracdes
significativamente maiores de propionato, e a maior concentracdo média as 24
h, em comparacdo com as outras fibras dietéticas prebibticas inulina e

xilooligossacarideos analisadas. (CARLSON, et al., 2017)

Em outro estudo realizado em humanos, foi verificado que uma massa de

cevada de grao integral contendo B-glucano foi considerada eficaz na modulacao



da composi¢cdo e do metabolismo da microbiota intestinal em 26 individuos
saudaveis (DE ANGELIS et al., 2015). E esse resultado positivo incentiva a
busca por produtos derivados desta fibra, que possam replicar ou extrapolar tais
beneficios.

1.4. PROBIOTICOS

A palavra probi6tico (do latim pro e do grego Bioo que significa literalmente
“para a vida”) foi introduzida pelo cientista alemao Werner Kollath em 1953 para
designar “substancias ativas essenciais para um desenvolvimento saudavel da
vida” (GASBARRINI, 2016). Apo6s algumas décadas, em 2001, o termo
probidticos passou a ser designado pela “Food and Agriculture Organization” &
“‘World Health Organization” (FAO/WHO) como “microrganismos vivos, que
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude

do hospedeiro”.

Os probidticos sao utilizados para melhorar a saide de humanos por meio
da modulacdo da microbiota intestinal. A maioria dos microrganismos que
habitam os humanos reside no intestino e € influenciada por varios fatores, como
a forma de nascimento (parto normal ou ceséarea), alimentacéo, estilo de vida,
medicamentos, genética do hospedeiro e o tempo de transito intestinal. (FAN,
2021) e o desequilibrio da microbiota, desencadeado por esses fatores, pode
afetar a fisiologia, o metabolismo e 0 processo patoldgico do hospedeiro.
(NIGAM, 2018).

O consumo de probidticos, portanto, vem demonstrando um equilibrio da
microbiota de adultos saudaveis, sendo capaz de melhorar a saude do
consumidor, modulando sua flora intestinal (FERRARIO et al., 2014; GARGARI
et al, 2016). Por essa razdo, o potencial qgue 0os microrganismos probioticos
representam tem impulsionado pesquisas para a producdo de alimentos

probidticos e a promocao do seu consumo.

1.4.1. Caracteristicas do probidtico

Para que haja um maior fundamento que expliqgue os mecanismos de a¢ao
e plausibilidade biol6gica do efeito do probiético, um aspecto que deve ser

considerado € se 0 uso dos probioticos exercem ou ndo efeito sobre a funcéo da



microbiota (SANDERS, 2016). E também desejavel que ele possua
determinadas caracteristicas: o microrganismo deve apresentar resisténcia a
acidez gastrica e aos acidos biliares; deve ser capaz de aderir bem & mucosa
intestinal a fim de colonizé&-la; toleréncia a temperatura corporal, quando nao for
isolado da microbiota de mamiferos (STANTON et al., 2003, ANVISA, 2021).

Além disso, segundo consta na regulamentacédo técnica da ANVISA de
2018, para comprovacao da seguranca e eficacia do produto probiéticos, devem
ser apresentadas uma série de informac6es como: caracterizacdo do micro-
organismo, identificacdo do género, da espécie e da cepa estando a
nomenclatura de acordo com o Codigo Internacional de Nomenclatura de
Bactérias, origem e forma de obtencao, estudos disponiveis na literatura que
descrevam efeitos adversos observados com a cepa em questdo, demonstracao
de eficacia e no caso de produtos com mais de um micro-organismo ou de
produtos que misturem fibras prebidticas com micro-organismos, a comprovacao
do efeito probidtico deve ser feita para a combinacéo, devendo ser apresentado
laudo de analise que comprove a quantidade minima viavel do micro-organismo

para exercer a propriedade funcional no final do prazo de validade.

A recomendacao de acordo com a ANVISA (2019), € baseada na ingestéo
diaria de 6 log a 10 log Unidades formadoras de colonia (UFC)/dia de
microrganismos viaveis. Essa variacdo de ingestdo é referente ao uso em
diferentes doencas e tratamentos. Vasiljevic & Shah (2008) explica que essa
grande quantidade UFC sugerida, de tem como objetivo compensar a
possibilidade de reducdo da concentracdo dos probidticos durante o
processamento, estocagem e, ainda, durante a passagem pelo trato

gastrointestinal.

Um dos fatores mais relevantes que afetam a estabilidade e sobrevivéncia
do probidtico durante a estocagem é a umidade e/ou atividade de agua presente
no produto alimentar (TRIPATHI & GIRI, 2014). Mani-Lopez et al. (2014)
observou que iogurtes contendo culturas probidticas e leites fermentados com
cultura probidticas, reduziram de 1,5 a 1 log de UFC durante o periodo de
armazenamento em 35 dias. Corroborando com esses dados, foi possivel

observar uma reducédo de 0.89 log. UFC num periodo de armazenamento de 28



dias de uma bebida simbittica a base de castanha-do-Brasil, inulina, pectina e
Lactobacillus casei (CUNHA et al., 2020).

1.4.2. Efeitos benéficos a salde

Estudos recentes tém mostrado efeitos promissores do consumo de
probidtico na prevencdo e tratamento de distlrbios gastrointestinais, na
prevencdo de infeccbes sistémicas, na modulacdo do sistema imunoldégico,
prevencdo e tratamento de alergias e efeitos moderados no controle da
depressao e no efeito anti-carcinogénico (SHARIFI-RAD et al, 2020, SHARIFI et
al, 2017, MARKOWIAK et al, 2017).

Yilmaz et al (2019) investigou os efeitos do consumo de cepas probioticas
isoladas do kefir na microflora fecal e os sintomas de pacientes com doenca
inflamatoria intestinal, observando uma diminuicdo significativa na taxa de
hemossedimentacdo e proteina C-reativa dos pasticipantes. Além disso, em
alguns pacientes em uso de kefir, houve uma melhora estatisticamente

significativa na dor abdominal, distensdo abdominal e qualidade de vida.

O efeito da terapia probidtica sobre as variaveis cardiometabolicas e a
funcdo autonémica em mulheres com diagnostico médico de hipertenséo arterial
foi analisado por Roméao da Silva et al. (2020) por 8 semanas. Os pacientes que
receberam tratamento diario com probiotico contendo Lactobacillus paracasei
LPC-37, Lactobacillus rhamnosus HNOO1, Lactobacillus acidophilus NCFM e
Bifidobacterium lactis HNO019 (109 UFC de cada cepa) reduziram
significativamente a glicose em jejum e os niveis de colesterol observando-se
também um aumento do colesterol HDL. A suplementacdo de
probidticostambém reduziu, embora sem significAncia estatistica, a pressao
arterial sistélica em cerca de 5 mmHg e a presséao arterial diastélica em cerca de

2 mmHg em mulheres hipertensas.
1.4.3. Mecanismo de acédo dos probidticos

Os probidticos afetam o0 ecossistema intestinal estimulando os
mecanismos imunes da mucosa, interagindo com microrganismos comensais ou
potencialmente patogénicos, gerando produtos metabdlicos finais, como acidos

graxos de cadeia curta, e se comunicando com as células do hospedeiro. Esses



mecanismos podem conduzir a reducdo de patdgenos, ao fortalecimento da
barreira intestinal, a reducdo da inflamagdo e a melhora da resposta imune
(GUARNER et al., 2017).

Hill et al. (2014) sugere mecanismos em trés diferentes niveis:
1. Competicao

Alguns mecanismos parecem ser comuns entre a diversidade de cepas,
sendo observado de forma generalizada a modulagcédo da microbiota intestinal
por meio da produgao de compostos com atividade antimicrobiana, favorecendo
a competicdo por nutrientes e competicdo por sitios de adesdo com o
microrganismo patogénico (HILL et al, 2014).

Um importante composto que favorece a eubiose sédo os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), que sao os principais metabdlitos produzidos pela
fermentacdo bacteriana da fibra alimentar no trato gastrointestinal. Eles tém um
papel fundamental na do equilibrio da microbiota no intestino. Os AGCCs
também afetam a producao de muco no trato gastrointestinal. O muco atua como
um lubrificante biologico, diminuindo a interacdo entre as células epiteliais e
microrganismos luminais e agentes toxicos, protegendo essas células da acidez
durante a digestédo (DALILE et al, 2019)

A concentracdo de AGCCs depende da composicdo e do tamanho da
populacdo de microrganismos intestinais, de fatores genéticos, de fatores
ambientais e do condicionamento da dieta ao acesso a substratos adequados.
O desequilibrio do microbioma intestinal e uma diminuicAo no numero de
bactérias que produzem metabdlitos, como SCFAs séo frequentemente
diagnosticados em pacientes com doencas inflamatdrias intestinais (DlIl),
sindrome do intestino irritavel (Sll), diabetes tipo, obesidade, infecces
bacterianas, doencas autoimunes e pacientes com cancer (MARKOWIAK-
KOPEC, 2020).

Recentemente, Hou et al. (2020a) determinaram mudancas benéficas na
microbiota intestinal de adultos saudaveis ap6s o consumo de Lactobacillus

casei Zhang. Dentre os efeitos relacionados ao consumo do probidtico,



observou-se que as bactérias intestinais produtoras de acidos graxos de cadeia
curta, como F. prausnitzii, E. halli e B. obeum, estimularam a microbiota
intestinal a permanecer estavel apdés o consumo do probiotico. Dessa forma o
aumento na concentracdo de microrganismos benéficos, inibio o crescimento de
microrganismos patogénicos, melhorando diretamente as fun¢des metabdlicas

benéficas da microbiota intestinal.

Outro papel dos AGCC € sua importancia em proporcionar a manutengao
da integridade da barreira epitelial intestinal e prevenir a translocacédo de
moléculas pré-inflamatérias bacterianas através da parede intestinal,
principalmente através da manutencao do equilibrio das proteinas de Juncédo
comunicante (Gap junction), responsaveis pela permeabilidade celular e o
transporte de soluto através dos canais entre as células intestinais. (CHAMBERS
et al. 2018)

2. Atividade enzimatica

Os mecanismos podem ser frequentemente observados entre a maioria
das cepas de uma espécie probiotica, conferindo alteracdo do metabolismo
microbiano, por meio do aumento ou da diminuicéo da atividade enzimatica (HILL
et al, 2014).

As bactérias probiodticas tém a capacidade de realizar varias atividades
metabolicas devido a producao de enzimas como lipases, esterases e amilases
(MARKOWIAK & SLIZEWSKA 2017). Os seres humanos sem a enzima lactase,
por exemplo, desenvolvem intolerancia aos niveis de lactose. Algumas das
espécies de bactérias lacticas diminuem a intolerancia a lactose por meio de sua
enzima B-galactosidase (MONTALTO et al. 2006), que auxilia na digestdo da

lactose e a converte em glicose e galactose.

Um exemplo disso sao as bifidobactérias que metabolizam uma grande
diversidade de carboidratos, proveniente da da dieta ou da mucosa intestinal do
hospedeiro e produzem lactase no intestino, aumentando a digestibilidade da
lactose, por exemplo (EGAN et al., 2014). Vitellio et al. (2019) e Masoumi et al.

(2021) observaram melhoras de sintomas gastrointestinais funcionais comuns



da intolerancia a lactose, como dor abdominal, distensao abdominal e flatuléncia,
em pacientes tratados com um probidtico especifico contendo B. longum BB536

e L. rhamnosus HNOO1 e L. acidophilus e Bifidobacterium sp., respectivamente.
3. Interacdo com o sistema imunoldgico

O terceiro mecanismo sugerido é mais especifico, presente em apenas
algumas cepas de uma determinada espécie, que € a possibilidade de
apresentar um estimulo sisttmico como a melhor adaptagcdo do sistema
imunologico (HILL et al, 2014).

As bactérias probidticas interagem com as células epiteliais intestinais e
iniciam uma resposta imune do hospedeiro pela producdo de moléculas
imunomoduladoras, regulando a producéo de anticorpos, interleucinas, citocinas
e linfocitos (NAGPAL et al. 2012, HARDY et al. 2013). Assim, a imunomodulacéo
por meio de probidticos pode ser uma opc¢ao de tratamento alternativo para

algumas doencas.

A microbiota intestinal também foi associada com a liberacdo de
substancias que possuem propriedades antimicrobianas e a liberacdo de
mucinas (consideradas como barreira fisiologica intestinal), que inibem a fixacao
de patégenos a mucosa, sendo considerado, portanto, um aspecto importante
do sistema imune nato (HASNAIN et al., 2012).

Em estudo realizado por Wang et al. (2016b), procuraram elucidar os
efeitos e mecanismos do probiotico Lactobacillus casei Zhang (L. casei Zhang)
na producédo de citocinas pré-inflamatoérias e na resposta inflamatoria hepatica
induzido por Lipopolissacarideo (LPS) em um modelo de rato. Apds a
intervencdo constataram que o pré-tratamento com L. casei Zhang ndo apenas
reduziu as alteracdes da resposta pro-inflamatéria, mas também atenuou a
inflamacdo hepatica e reducdo da expressao de IL-13 e Oxido nitrico sintase

induzivel no figado e a composi¢cdo de microbiota intestinal.
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Figura 1: Mecanismo de acdo de probioticos. 1 Modulacdo da barreira
epitelial. 2 Aumento da adesdao intestinal da mucosa, 3 Inibicdo de adesédo de
patogenos, 4 Competicdo adesao entre bactérias patogénicas, 5 Producao de
substancias anti-microbiana, 6 Modulacdo do sistema imune (BERMUDEZ-
BRITO, 2012).

1.5. SIMBIOTICO

A definicdo desse termo foi atualizada recentemente em maio de 2019 por
meio da Associacdo Cientifica Internacional para Probiodticos e Prebidticos
(ISAPP), que definiu simbidticos como “uma mistura composta de
microrganismos vivos e substrato(s) utilizado(s) seletivamente por

microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio a salude do



hospedeiro”. De acordo com o ISAPP, os simbidticos sdo usados como
suplementos nutricionais e terapéuticos, pois os efeitos sinérgicos dos
simbioticos consistem na seletividade dos prebioticos em relagdo ao
metabolismo probidtico, garantindo assim sua sobrevivéncia e desenvolvimento
no trato GI (SWANSON et al., 2020).

Segundo Kolida e Gibson (2011), e Swanson et al. (2020), sdo descritas
duas maneiras gerais pelas quais os simbidticos podem melhorar os efeitos de
seus constituintes: complementares e sinérgicos. Um simbi6tico complementar
consiste em um probiético e um prebidtico que juntos conferem um ou mais
beneficios a saude, mas ndo requerem fungcdes co-dependentes, ou seja; sao
escolhidos independentemente, sendo cada um responsavel pelo seu efeito
particular, caso em que o0 prebidtico ndo é necessariamente metabolizado
preferencialmente pela estirpe probiotica e pode ser fermentado pela microbiota
do hospedeiro. Em contrapartida, um simbiotico sinérgico contém um substrato
gue é utilizado seletivamente pelo microorganismos coadministrados, assim de
forma sinérgica, o selecionado como substrato para as cepas probioticas

favorecem seu crescimento (SIMON et al, 2021).

Existem relatos sugerindo que os alimentos simbidticos estimulam
positivamente a saude e a nutricdo do ser humano. Observou-se que o0s
simbioticos nao so aumentaram o] namero de bactérias
probidticas, Bifidobacterium e Lactobacillus na amostra fecal com reducéo de
coliformes (YANG et al. 2005), mas também aumentaram o nivel de enzimas
digestivas como lactase, lipase, sacarase e isomaltase no grupo de
teste. Recentemente, foi relatado que o uso de simbidticos diminuiu
significativamente varios fatores de risco cardiovascular, prevaléncia de
sindrome metabdlica e marcadores de resisténcia a insulina em pacientes idosos
(CICERO et al., 2021).

Dessa forma, os simbiodticos alimentares elaborados a partir de uma
matriz alimentar de origem vegetal, composta por elementos prebioticos,

fermentada por microrganismos probidticos podem ser considerados uma



alternativa para garantir que os efeitos probidticos e prebidticos sejam
alcancados da melhor forma (SWANSON, 2020).

1.6 BEBIDA VEGETAL FUNCIONAL SIMBIOTICA

O intestino esta em crescente evidéncia quando se trata de associacao a
diversos mecanismos de doencas crbnicas e metabodlicas. Um dos fatores
principais que se destaca no desenvolvimento dessas doengas é o aumento de
elementos pré-inflamatérios produzidos pela microbiota intestinal em disbiose
(SINGH et al.,2017).

Diante disto, existem algumas maneiras de reconstruir e
reestabelecer a eubiose intestinal, favorecendo a producéo de acidos graxos de
cadeia curta, protegendo a barreira da mucosa intestinal e beneficiando o

hospedeiro com processos anti-inflamatorios, imuno e cardioprotetores.

Uma dessas maneiras € através de uma alimentacdo saudavel, com
consumo de alimentos in natura ou minimamente processados com
propriedades funcionais e seus fitoquimicos, ou seja, que favoreca a saude
intestinal restaurando a flora bacteriana, promovendo a renovacéo epitelial
intestinal e a funcéo de barreira, inibindo a inflamacao intestinal, e exercendo
efeitos protetores da saude (SINGH et al.,2017, ALMEIDA et al., 2009).

Além desses fatores, o mercado atual de probiéticos € dominado por
produtos lacteos, e os produtos ndo lacteos tém algumas caracteristicas e
vantagens exclusivas que incluem atender as necessidades de veganos e
vegetarianos, de intolerantes ou alérgicos a produtos lacteos, aumento do valor

nutricional de alimentos néo lacteos (MIN et al, 2019).

A biotransformacéo de cereais, como sua fermentacao, é uma estratégia
reconhecida para melhorar as propriedades nutricionais e bioldégicas desses
substratos (FIORDA et al., 2017, MIN et al, 2019). Além disso, o total
conhecimento e controle sobre as variedades e quantidade das cepas a serem
utilizadas para a fabricacdo do produto, promove ainda uma alta escalabilidade

para a producéo industrial controlada.



Além da vantagem funcional e nutricional potencialmente conferida por
esse produto, a utilizacdo da aveia como ingrediente funcional melhora as
caracteristicas sensoriais, como sabor e textura, e aumenta a estabilidade de
espumas, emulsdes e sensagao na boca, podendo conferir melhor aceitacéo de

mercado.

Portanto, o desenvolvimento de novo produto funcional simbibtica,
elaborado a partir da fermentacédo do farelo de aveia com bactérias laticas, pode
ser considerada uma opg¢ao que agrega valor nutricional e, a0 mesmo tempo,

traz beneficios a salde do consumidor, podendo ser uma alternativa aos

derivados lacteos.

1.7 MODELO EXPERIMENTAL Caenohabitidis elegans

Caenorhabditis elegans € um nematdéide de vida livre que se alimenta de
bactérias e é considerado um forte modelo experimental devido a sua facilidade
de cultivo, seu curto ciclo de vida e reprodutibilidade e capacidade de reproduzir
populacdes isogénicas sincronizadas. Além disso, estima-se que 60-80% dos
genes de C. elegans tenham um ortélogo humano (BAUMEISTER et al.,
2002). Devido a essas caracteristicas, esse nematodide tem sido utilizado para
estudar o processo de envelhecimento e como ele é afetado por diferentes
substancias e condicfes ambientais (KATO et al., 2017; AYUDA-DURAN et al.,
2019; WANG et al., 2020). Os ensaios de sobrevivéncia do C. elegans tém sido
ferramentas essenciais para o estudo de processos fisiologicos, incluindo
envelhecimento e resisténcia ao estresse, fornecendo informacdes importantes
sobre a interacdo entre estresses e processos bioldgicos, como a homeostase
celular (PARK et al., 2017).

Nesse sentido, inUmeras linhas de evidéncia sugerem que o0s
compostos bioativos da dieta e a alimentacdo com bactérias acido-laticas tém a
capacidade de diminuir os danos celulares associados ao estresse oxidativo,
prolongando a vida do animal (IKEDA et al.2007; ZAMBERLAN et al. 2016;
GRAF et al,2017). Portanto, essas caracteristicas fazem de C. elegans um

modelo muito adequado para conduzir andlises preliminares do efeito de novos



alimentos com caracteristicas funcionais e, assim, fornecer dados valiosos e

relevantes para apoiar estudos subsequentes.



OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma bebida funcional simbidtica fermentada a base de
cultura probidtica e farelo de aveia, e avaliar do efeito antioxidante no organismo

modelo Caenohabitidis elegans.

Objetivos especificos
- Desenvolver o produto simbidtico funcional em duas concentracdes de

farelo de aveia (5% e 15%).

- Definir melhor percentual de aveia a ser utilizado para o produto a partir

da curva de crescimento microbiolégico.

- Avaliar a viabilidade dos microrganismos durante 30 dias do

armazenamento dos produtos desenvolvidos.
- Caracterizagao in vitro do produto de melhor perfil em relagédo a:

= Determinacao do teor de compostos fendlicos totais;

= Avaliacéo da atividade antioxidante in vitro (ABTS)

- Avaliar os efeitos do tratamento com bebida de aveia no organismo

modelo C. elegans:

= (Geracao espontanea de espécies reativas de oxigénio;
= Estresse térmico;

= Estresse quimico.
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Capitulo I
Artigo



Desenvolvimento de bebida funcional fermentada e avaliagcéo da atividade
antioxidante no organismo modelo Caenohabitidis elegans

A procura por uma alimentacao que promova um maio beneficio a satde
vem aumentando nos Ultimos anos com interesse crescente pelas bebidas
fermentadas de matriz vegetal e dentre os alimentos utilizados, os cereais como
se destacam pelo perfil de nutrientes ser favoravel para a fermentacdo com
bactérias acido laticas. O farelo de aveia, neste contexto, se destaca por, além
de conter maior quantidade de minerais, vitaminas e atividade antioxidante que
gualquer outra parte do grdo, apresentar maior concentracdo beta-glucanas,
fibra sollvel com caracteristicas funcionais e com grande potencial prebiotico,
favorecendo a fermentacéo, podendo potencializar a biodisponibilidade desses
nutrientes e por consequéncia os beneficios a saude do consumidor. O objetivo
deste estudo é desenvolver bebida funcional simbiética fermentada a base de
cultura probidtica e farelo de aveia, e avaliar o efeito antioxidante e de resisténcia
ao estresse no organismo modelo Caenohabitidis elegans. Duas formulacdes
foram desenvolvidas, AF5 e AF15 contendo cultura probidtica e concentracdes
de 5% e 15% de farelo de aveia (v/v) respetivamente, o controle (PRO) com
cultura probidtica e EA (estrato hidrossoluvel de aveia ndo fermentada). Apos a
realizacdo de viabilidade bacteriana por 30 dias, foram avaliadas a capacidade
antioxidante e a composicao fendlica das bebidas. Em seguida foram realizadas
as analises invivo de espécies reativas de oxigénio e da capacidade de
sobrevivéncia ao estresse térmico e quimico. Os resultados indicam que a
bebida AF15 favoreceu o aumento de cepas probidticas em periodo de
armazenamento a frio (6°C) em comparacdo com as outras bebidas
fermentadas. Além disso, a bebida fermentada AF15 apresentou aumento do
teor de composicao fendlica e na capacidade antioxidante e, relacao a bebida
EA. Enquanto isso, as bebidas com farelo de aveia diminuiram os niveis de
espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS) basal e aumentaram a taxa de
sobrevivéncia de vermes, quando submetidos ao estresse. Essas descobertas
revelaram que a bebida de farelo de aveia fermentado, além de possuir
caracteristica simbiotica, tém potenciais efeitos antienvelhecimento ao prolongar
a vida 0til e aumentar a resisténcia ao estresse em modelo animal.

Palavras-chave: Alimento funcional, beta-glucana, probidtico, prebiotico,

bebida fermentada.



1. INTRODUCAO

O aumento da conscientizacdo do consumidor sobre salude e bem-estar
tem promovido uma alta demanda por alimentos e bebidas n&o apenas
considerada um meio de saciedade, mas também um meio de prevencdo e
controle de doencas; gerando maior interesse no mercado de produtos
funcionais (TOPOLSKA et al, 2021, SHARMA et al., 2021; SINGH et al 2017).
Alimentos e bebidas a base de probidticos sdo considerados como um dos
potenciais alimentos funcionais que sao bastante populares e ttm uma aceitacao
mais ampla pelos clientes entre os novos alimentos funcionais no mercado (SHI
et al, 2016).

Tem sido amplamente demonstrado que a fermentacdo com bactérias
laticas melhora as caracteristicas sensoriais, qualidade nutricional, textura e
seguranca de vegetais contendo amido, incluindo cereais. Fortes evidéncias
cientificas suportam os efeitos benéficos da fermentacdo de bactérias lacticas
em matrizes de cereais, aumentando o conteudo e a biodisponibilidade de
compostos fendlicos e atividades antioxidantes, anti-hipertensivas e anti-
inflamatorias além de forneceram todos os beneficios da suplementacdo de
probidticos (APARICIO-GARCIA et al, 2021).

Para que o consumo de probiotico exerca funcdo na melhora da saude do
consumidor, € recomendado a ingestdo diaria de 6 log a 10 log Unidades
formadoras de col6nia (UFC)/dia de microrganismos viaveis. VASILIEVIC &
SHAH (2008) explica que essa grande quantidade UFC sugerida, de tem como
objetivo compensar a possibilidade de reducao da concentracédo dos probidticos
durante o processamento, estocagem e, ainda, durante a passagem pelo trato

gastrointestinal.

Os probidticos afetam o0 ecossistema intestinal estimulando os
mecanismos imunes da mucosa, regulando a producdo de anticorpos,
interleucinas, citocinas e linfocitos; interagindo com microrganismos comensais
ou potencialmente patogénicos e se comunicando com as células do hospedeiro.

Esses mecanismos podem conduzir a reducéo de patdégenos, ao fortalecimento



da barreira intestinal, a reducéo da inflamacéo e a melhora da resposta imune
(GUARNER, 2017, NAGPAL et al. 2012, HARDY et al. 2013).

Um dos mecanismos envolvidos neste processo € através do estimulo de
producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os AGCC sao produzidos
apos a fermentacdo de prebidticos por bactérias da laticas da microbiota
intestinal. Além da funcao de fonte de energia, os AGCC diminuiem do pH lumial,
inibindo o crescimento e a translocacédo de bactérias patogénicas e influenciando
a motilidade intestinal (VERSPREET et al., 2016). Além disso, os AGCC s
também atuam como moléculas sinalizadoras reduzindo a producao de citocinas
pro-inflamatorias. (CORREA-OLIVEIRA R, et al. 2016).

Os prebidticos séo ingredientes alimentares ndo digeriveis que beneficiam
0 hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento e/ou a atividade de
espécies bacterianas no intestino, assim, exercem influéncia positiva na saude
do organismo hospedeiro (LEFRANC-MILLOT, et al, 2012). Por consequéncia,
a aveia € um cereal que demonstra um potencial probidtico que preenche os

requisitos descritos anteriormente.

A aveia (Avena sativa L.) é tradicionalmente considerada um cereal de
excelente valor nutricional e € caracterizada pela presenca de uma variedade de
compostos quimicos que exibem propriedades antioxidantes, como os tocoferoéis
(DE SA, et al, 2000, SHVACHKO, 2021). Dentre os produtos derivados desse
cereal, o farelo da aveia é caracterizado por conter a maior quantidade de
minerais (PETERSON et al, 1975); vitaminas (FULCHER et al, 1981) e atividade
antioxidante (PETERSON et al, 2001) que qualquer outra parte do gréo,
destacando-se também as (1-3)(1-4) beta -D-glucanas, que fazem parte da

fracdo soluvel da fibra alimentar contidas em maior volume no farelo de aveia.

A beta-D-glucana é uma fibra sollvel, portanto apresenta alta capacidade
de retencao de agua e possui a propriedade de formar géis em solucdo aquosa
e de alterar a viscosidade de produtos alimentares. Esses atributos
proporcionam ao consumidor alguns beneficios provocados pelo aumento da
viscosidade do bolo alimentar: diminuicdo na atividade de certas enzimas

digestivas, influenciando diretamente no tempo de digestéo e, logo, na absorc¢éo



de nutrientes. Essa caracteristica da beta-glucana influencia diretamente no
controle da glicemia pés-prandial, na resposta insulinica, reducdo do colesterol
e regulacao do apetite (MAHAN et al., 2017).

Estudos indicam o potencial prebidtico da fibra dietética soluvel B-glucana,
estimulando o crescimento de alguns géneros bacterianos que promovem a
saude dentro do coélon (KRISTEK, 2019), ainda aumentando niveis de AGCC a
nivel intestinal, promovendo seletivamente o crescimento de Bacteroidetes,
Lactobacillus, Enterococcus e Coprobacillus spp; e diminuicdo da abundancia de
Firmicutes (WANG, 2016b).

Além disso, uma analise in vitro verificou efeitos benéficos das fibras
dietéticas prebidticas, incluindo sua capacidade de influenciar o crescimento de
populacdes bacterianas e formar AGCCs constatou que as amostras de farelo
de aveia apresentaram concentracdes significativamente maiores de propionato
(AGCC) em comparacdo com as outras fibras dietéticas prebiodticas inulina e
xilooligossacarideos (CARLSON, 2017). E esse resultado positivo incentiva a
busca por produtos derivados desta fibra, que possam replicar ou extrapolar tais

beneficios.

A Associacdo Cientifica Internacional para Probidticos e Prebioticos
(ISAPP), definiu simbidticos como “uma mistura composta de microrganismos
vivos e substrato(s) utilizado(s) seletivamente por microrganismos hospedeiros
que conferem um beneficio a saude do hospedeiro”. Dessa forma, os simbidticos
alimentares elaborados a partir de uma matriz alimentar de origem vegetal
composta por elementos prebiodticos, fermentada por microrganismos probioticos
podem ser considerados uma alternativa para garantir que os efeitos probiéticos
e prebidticos sejam alcancados da melhor forma e, ao mesmo tempo, trazer
beneficios a saude do consumidor, podendo ainda ser uma alternativa aos
derivados lacteos. (SWANSON, 2020).

Caenorhabditis elegans € um nematéide de vida livre que se alimenta de
bactérias e é considerado um forte modelo experimental devido a sua facilidade
de cultivo, seu curto ciclo de vida e reprodutibilidade e capacidade de reproduzir
populagBes isogénicas sincronizadas. Além disso, estima-se que 60-80% dos

genes de Caenorhabditis elegans tenham um ortélogo humano (Baumeister,



2002). Devido a essas caracteristicas, esse nematoide tem sido utilizado para
estudar o processo de envelhecimento e como ele é afetado por diferentes
substancias e condi¢cdes ambientais (KATO et al., 2017; AYUDA-DURAN et al.,
2019; WANG et al., 2020d). Os ensaios de sobrevivéncia do Caenorhabditis
eleganstém sido ferramentas essenciais para o estudo de processos fisiolégicos,
incluindo envelhecimento e resisténcia ao estresse, fornecendo informacgdes
importantes sobre a interacdo entre estresses e processos bioldgicos, como a
homeostase celular (PARK et al., 2017).

Nesse sentido, inUmeras linhas de evidéncia sugerem que o0s
compostos bioativos da dieta e a alimentacdo com bactérias acido-laticas tém a
capacidade de diminuir os danos celulares associados ao estresse oxidativo,
prolongando a vida do animal (IKEDA et al.2007; ZAMBERLAN et al. 2016;
GRAF et al,2017). Portanto, essas caracteristicas fazem de C. elegans um
modelo muito adequado para conduzir andlises preliminares do efeito de novos
alimentos com caracteristicas funcionais e, assim, fornecer dados valiosos e

relevantes para apoiar estudos subsequentes.

A fim de melhorar nosso conhecimento sobre a bebida de farelo de aveia
fermentada com bactérias acido-laticas, o objetivo do presente trabalho é
desenvolver bebida funcional simbidtica fermentada a base de cultura probiética
e farelo de aveia, e avaliar do efeito antioxidante e de resisténcia ao estresse no

organismo modelo Caenohabitidis elegans.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Ativacao da cultura probiotica liofilizada

Cultura probidtica liofilizada contendo Lactobacillus plantarum,
Lantobacillus casei, Lactobacillus acidofilos e bifidobacteria lactis foi utilizado
como cultura inicial neste estudo devido ao seu metabolismo versatil e
capacidade de crescimento em diferentes materiais vegetais e também devido

as suas caracteristicas probiéticas.

A cultura inicial foi ativada por incubacao durante 24h em caldo De Man

Rogosa Sharpe (MRS; Sigma-Aldrich) em anaerobiose.

2.2 Preparo do extrato hidrossoluvel de aveia e Preparo do produto vegetal
fermentado

Para preparar a bebida vegetal, o farelo de aveia Quaker® foi incorporado
a agua deslilada aquecida a 70°, durante 15 minutos seguido de trituracdo em
mixer doméstico por 60 segundos. O valor nutricional do farelo aveia Quaquer®,
contém em sua composicao, a cada 10g, 34 kcal, 1,8 g de proteina, 1,1 g de
gorduras totais, 4,2 g de carboidratos, 1,5 g de fibra alimentar e 0,8g de Beta-

glucana.

Duas formulacdes de bebidas vegetal contendo farelo de aveia (AF5 e
AF15) foram preparadas. A formulacdo AF5 continha 5% de concentracédo de
farelo de aveia Quaker® (v/v) e a formulacdo AF15 continha 15% de
concentracdo de farelo de aveia. Para controle positivo, foi utilizada a
formulacédo (PRO), composto preparado com uma solucdo de agucar mascavo

em agua destilada (6% m/v) para fermentacdo das cepas probioticas.

Em todas as formulacdes, visando uma concentracgéo inicial de ~ 7,0 Log
UFC.ml 71,

Apés o preparo, foram expostas termicamente a 37°C, durante 24h
durante o periodo de fermentacdo. Apos o periodo de fermentacéo as bebidas
fermentadas foram armazenadas em temperatura de refrigeracéo (6°C £ 0,5°C)

por 30 dias.



2.3 Contagem microbioldgica

A contagem de lactobacillus nas bebidas fermentadas AC, AF5 e AF15 foi
enumerada seguindo o método padrdo de contagem em placas conforme técnica
descrita por Silva (2007). Primeiramente, uma fracdo de cada amostra foi
suspensa em solucado salina e diluida em série. Aliquotas das diluicdes foram
inoculadas em placas estéreis com meio de cultura seletivo MRS Agar, Vegitone.
As placas inoculadas foram incubadas a 37 °C por 72h em frascos anaerdbicos
de acordo com metodologia padréo.

ApoOs o periodo de incubacéo, foram feitas contagens das unidades
formadoras de colonias (UFC), estabelecendo a concentracdo de
microorganismos por meio do numero em UFC/g multiplicando o numero de
colbnias tipicas pelo inverso da diluicdo (UFC/g = N° de colbnias/diluicdo)
(PEREIRA et al. 2007). A contagem de bactérias foi realizada em trés momentos:
1 dia apoés os processos de fermentacéo (D1) e nos intervalos de 15 e 30 dias
durante o periodo de armazenamento (D15 e D30 respectivamente). Os dados
sdo expressos como o logaritmo de unidades formadoras de col6nias por mL
(Log 10 CFU mL —%).

2.4 Determinacao do pH

O valor do pH de cada uma das bebidas foi medido por meio de pHmetro
digital (KASVI, K39-1014B), devidamente calibrado. O eletrodo foi imerso
diretamente na amostra e a leitura foi realizada apos a estabilizacdo do valor
aferido (Association of Official Agricultural Chemists - AOAC, 2000). Todas as

leituras foram realizadas em triplicata.

2.5 Determinacao do contetudo de compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos foi realizada de acordo com Luo
et al. (2018). Foram pipetados 20 ul de cada extrato em microplaca e 80 pl de
Folin Ciocalteu 10% (Sigma®). Ap6s 4 minutos, adicionou-se 100 ul de
Carbonato de Saédio 7,5% (Sigma®). Apos 2 horas, a absorbéancia foi lida a 765
nm em espectrofotdmetro SpectraMax ® 190. A andlise do branco foi realizada

com agua deionizada no lugar do extrato. Uma curva analitica de acido galico



Dinamica Ltda ®, nas concentracdes de 10 a 100% foi elaborada, gerando a
equacao de regressao (y = 0,221x + 0,0406; R?=0,9937) para expressar 0s

resultados em miligramas de equivalentes de &cido galico por grama de amostra

2.6 Determinacao da capacidade antioxidante

Trinta microlitros (30 pl) de cada bebida foram pipetados em uma
microplaca e adicionados de 270 ul do radical ABTS. Apdés 6 minutos, a
absorbancia foi lida a 734 nm em espectrofotbmetro SpectraMax® 190. A analise
do branco foi realizada com agua deionizada. Uma curva analitica de &cido gélico
foi preparada a partir das concentracdes de 0,00002 a 0,00250 pg, gerando a
equacao de regressao (y = -364,62x + 0,7521; R2 = 0,9854) para expressar 0s
resultados em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra.
Os resultados também foram expressos por meio da atividade de eliminacao do
radical (1), utilizando a equacéo: | (%) = [(Abs branco — Abs amostra) x 100]/ Abs
Branco ( RE et al. 1999).

2.7 Avaliacéo in vivo utilizando o organismo modelo Caenorhabditis elegans
2.7.1 Cepas de Caenorhabditis elegans, manutencéo e sincronizacao

Os ensaios in vivo foram realizados em cepas de Caenorhabditis elegans
N2, do tipo selvagem, cedidas gentilmente pelo Laboratdrio de Toxicologia
(LATOX), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre,
RS, Brasil.

A manutencéo das cepas foi realizada em placas de meio de crescimento
para nematoides (NGM), semeadas com Escherichia coli OP50 e encubadas a
20°C (Brenner, 1974).

A sincronizacdo para obtencdo dos Caenorhabditis elegans no primeiro
estagio larval (L1) foi realizada a partir da liberacdo dos ovos dos nematoides
gravidos (AUGUSTI et al., 2017; RANGSINTH et al., 2019). Para isso, 0s
nematoides foram coletados em tubos, aos quais foi adicionada a solucéo de lise
contendo NaOCI (Neon, SP, Brasil) 1% e NaOH (Neon, SP, Brasil) 0,25 M. Os
tubos foram agitados vigorosamente durante 6 minutos e em seguida foram

levados a centrifugagdo por 6 minutos a 3600rpm. Em seguida, o sobrenadante



foi removido e o sedimento foi lavado com agua estéril e centrifugado por 6
minutos a 3600rpm.

ApoOs descartar a agua, os ovos sedimentados foram ressuspensos em
solucao tampéo M9, 0,02 M KH2PO4, 0,04 M de Na2 HPO4, 0,08 M NaCl, (Neon,
SP, Brasil) e 0,001 M de MgSO4(Neon, SP, Brasil) (RANGSINTH et al., 2019),
colocados em placas contendo o meio NGM sem adicao de bactérias e levados
para incubacao durante o periodo de 16 horas para eclosao dos ovos e liberacdo
das larvas (CHARAO et al., 2015; AUGUSTI et al., 2017).

2.7.1.1 Tratamento

1000 vermes previamente sincronizados foram tratados com a bebida de
aveia fermentada com lactobacillus (AF15), bebida probiotica fermentada com
acucar mascavo (PRO) e agua destilada autoclavada, usada como grupo
controle negativo, e em seguida, foram transferidos para placas NGM, inoculada
com a bactéria E. coli OP50 para os ensaios posteriores (AUGUSTI et al., 2017)

durante 48 horas até que atingissem estagio larval L4.

2.7.2 Medicdo de Espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular
em Caenorhabditis elegans

A sonda fluorescente nao polar diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (H 2
DCFDA) foi empregada para determinar EROs citoplasmaticos in vivo em
vermes de em estagio larval L4 apds tratamento prévio nas bebidas AF15, AE,
PRO e controle (sem tratamento), conforme descrito por Yoon et al (2018). Os
vermes de cada um dos tratamentos foram transferidos para uma placa de 96
pocos (~20 vermes por pogo) contendo 50 yM DCFH-DA. A intensidade da
fluorescéncia foi posteriormente medida usando o0 espectrofotémetro
SpectraMax® 190 (Excitation-485, Emission-535).

As leituras de fluorescéncia foram realizadas nos periodos de Oh, 30 min,
1h, 2h, 4h e 6h. O registro da intensidade de fluorescéncia do DCF em vermes
foi usado como um indice dos niveis intracelulares de ROS. Os resultados foram

expressos em emissao de fluorescéncia.

2.7.3 Ensaios para estresse



2.7.3.1 Estresse térmico

Cerca de 60 animais de cada grupo foram transferidos para trés novas
placas contendo 20 animais em cada e mantidos a 37 °C em estufa. A
sobrevivéncia foi verificada em 30 minutos, 2h, 4h, 6h e 8 horas, usando
microscopio. Os animais foram considerados mortos se néo realizassem mais
batimento faringeo. A analise de sobrevivéncia foi calculada como a
porcentagem de animais sobreviventes na populacdo. Um total de 20 vermes foi
observado para cada tratamento (adaptado de Bonomo et al, 2014 e Feng et al,
2015).

2.7.3.2 Ensaio para estresse quimico

Para testar se o tratamento com Bebida de aveia fermentada com
probidticos promove um aumento na resisténcia ao estresse oxidativo, 0s
animais tratados ou ndo com a bebida foram transferidos para uma solucéo de
tampéo M9 contendo 7,5mM de tert-butil Hidroperoxido (t-BOOH), um analogo
do peroxido de hidrogénio mais estavel em meio liquido.

Cada experimento foi realizado em placas de 96 pocos, onde 30 animais
por grupo foram colocados em 3 po¢cos com uma média de 10 animais por poco.
A viabilidade dos animais foi analisada apds 30 minutos, 2, 4, 6 horas usando
microscopio Optico (Nikon, Jap&o) para contar o niamero de animais vivos e
mortos (adaptado de BONOMO et al, 2014). Os animais foram considerados
mortos se nao realizassem mais batimento faringeo. A analise de sobrevivéncia
foi calculada como a porcentagem de animais sobreviventes na populagdo. Um

total de 20 vermes foi observado para cada tratamento.

2.8 Analise estatistica

Todos o0s experimentos foram repetidos trés vezes para avaliacdo

estatistica dos dados.

Para avaliar a viabilidade das bactérias laticas apds fermentacao (Dia 1)
e ap6s armazenamento em temperatura controlada (Dia 15 e Dia 30) de cada

amostra, foi utilizado um delineamento fatorial considerando dois fatores:



* Dia: dividido em trés niveis, dia de criagdo (Dia 1), apos 15 dias (Dia 15) e apés
30 dias (Dia 30)

* Produto: também dividido em trés niveis para cada uma das concentracdes de
aveia, produto controle (PRO), produto AF5 e produto AF15.

Para normalizar os resultados obtidos, uma transformacédo de variaveis
“log-Transformation” foi realizada, aplicando o logaritmo natural da variavel
resposta como novo valor. A significancia da diferenca entre as médias foi

determinada por teste post-hoc de Tukey utilizando software R.

As andlises de pH foram realizadas com realizagdo de média. A
significancia da diferenca entre as médias foi determinada por teste post-hoc de
Tukey.

Para comparacdo de duas médias, no caso dos teores de polifendis e

ABTS, foi realizado o teste t de Student néo pareado.

A analise de sobrevida do c.elegans foi realizada usando o método de
Kaplan-Meier, e a significancia estatistica foi analisada por um teste de log-rank
(Mantel-Cox). Para avaliar a intensidade de fluorescéncia provocada pelas EROs

foi realizado ANOVA com teste de comparacao de médias post-hoc Bonferoni.

Todas as analises foram realizadas em triplicada. Os dados dos ensaios
de pH, teor de polifenol, ABTS e analises in vivo foram analisados usando Excel

e software GraphPad Prism 7.0.



3. RESULTADOS

3.1 Farelo de aveia otimizou crescimento de lactobacillus em periodo de
armazenamento.

O perfil de crescimento, conforme mostrado na Figura 1, demonstrou que
houve um aumento significativo na contagem de bactérias viaveis durante os
primeiros 15 dias de armazenamento das bebidas PRO (1.107 UFC.ml™t), AF5
(1.10° UFC.mlIY) e AF15 (7.10° UFC.ml™%), em comparacdo com o dia 1: PRO
(7.108 UFC.ml"t UFC.mI™Y) AF5 (4.107 UFC.ml™%), AF15 (1.108 UFC.ml™%), com
uma ligeira diminuicdo apdés 30 dias de armazenamento em temperatura
controlada PRO (2.107 UFC.ml"Y), AF5 (2.108 UFC.mlY) e AF15 (6.108
UFC.ml1). Este aumento no crescimento celular foi acompanhado por uma
diminuicdo significativa nos valores de pH de 6,25 para 3,69 apods 1 dia de
fermentacéo e para 3,45 apos 15 dias para AF5, e de 6,67 para 3,79 apos 24 h
de fermentacao, e para 3,5 apos 15 dias de armazenamento para AF15 (Figura
3). Curiosamente, apesar de nao apresentar diferenca de crescimento
bacteriano entre os dias 1 e 15 (p>0,05) o controle PRO manteve uma reducéo
significativa de pH do dia 1 para o dia 15 (p<0,05). O farelo de aveia acelerou o
crescimento, refletido na contagem de células e na manutencéo de bactérias

laticas viaveis e no nivel de pH durante periodo de armazenamento de 30 dias.
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Figura 3: Viabilidade de cepas probidticas durante a fermentacdo (média = DP)

nas bebidas: PRO bebida probidtica agucarada a 6% (v/v) durante a fermentagao

de lactobacilos; -AF5, bebida com 5% de farelo de aveia durante a fermentacéo



de lactobacilos; AF15, bebida com 15% de farelo de aveia durante a fermentacéo
de lactobacilos; nos periodos de 1, 15 e 30 dias apds armazenamento.

Ao analisarmos os resultados da entre os tratamentos, notamos que h&
diferenga nos niveis do fator Dia, no fator Produto e nas interaces entre eles
(Tabela 1). As diferencas, observando o p-value, nos revelam melhor
interferéncia dos tratamentos A15 e A5 no 15° dia de armazenamento a 6°C, o
mesmo nao se da para o produto controle PRO.

E possivel observar que as culturas iniciadoras utilizadas no experimento
permaneceram viaveis em todas as bebida analisadas, durante o periodo de
armazenamento avaliado (contagens acima de 7 log de células viaveis por mL),
porém a bebida contendo 15% de farelo de aveia (AF15) se destacou
apresentando maior crescimento de bactérias viaveis no periodo de
armazenamento de 15 dias (p< 0,0001), o que leva a acreditar que o percentual
de beta-glucana da bebida atuou como substrato para crescimento das cepas de

Lactobacilos.

Tabela 1: Comparacado de médias de UFC.™ entre produtos e dias de
armazenamento.

Comparacéao

Dia/Amostra p value

1:AC-15:PRO 0,93
15:AC-30PRO 0,042
1:AF5-15:AF5 >0,0001
15:AF5-30:AF5 0,0005
1:AF15-15:AF15 >0,0001
15:AF15-30:AF15 >0,0001
1:PRO-1:AF5 0,0001

1:PRO-1:AF15 >0,0001




1:AF5-1:AF15 0,005

15:PRO-15:AF5 >0,0001
15:PRO-15:AF15 >0,0001
15:AF5-15:AF15 0,0001
30:PRO-30:AF5 >0,0001
30:PRO-30:AF15 >0,0001
30:AF5-30:AF15 0,042

PRO: bebida probiotica agucarada a 6% (v/v) durante a fermentacao
de lactobacilos; AF5, bebida fermentada com 5% de farelo de aveia; AF15,
bebida fermentada com 15% de farelo de aveia.

Apos o inoculo das bactérias ativadas, pode-se observar que as diferentes
bebidas apresentavam diferenca significativa de pH (p< 0,05). 24h apés o
periodo de fermentacao a 37°C, observou-se diferenca significativa apenas entre
as bebidas PRO-AF5 e AC-AF15 (P<0,05) ndo havendo diferenca entre as
bebidas fermentadas com aveia AF5 e AF15 (p>0,05). Ainda € possivel observar
uma diminuicdo no pH das bebidas PRO, AF5 e AF15 (p<0,05) apods 15 dias de
armazenamento em baixa temperatura (6°C) o que corrobora com a atividade

bacteriana, observada no crescimento de UFC (Figura 1; p<0,05).

Tabela 2: Controle de pH das bebidas desenvolvidas antes e apés fermentacéo
e durante armazenamento em baixa temperatura;

Dias PRO AF5 AF15
0
A b,A A
(Antes da 6,45+ 0,04 @ 6,25 + 0,04 6,67 + 0,04 ¢
fermentagéo)

1 2,84 £0,14 2B 3,69 + 0,03 bB 3,79+ 0,06 b8




15 2,54 +0,15 3¢ 3,45+ 0,11 b€ 3,5+0,11 b€

PRO: bebida probiotica agucarada fermentacdo; AF5: bebida com 5% de farelo
de aveia; AF15: bebida com 15% de farelo de aveia. Os dados estado expressos
como média + E.P.M. A diferenca estatistica foi calculada com teste de Tukey.
Os valores foram considerados significantes para p<0,05. #C‘Linhas que
compartilham letras diferentes sdo significativamente diferentes. ~ Colunas que

compartilham letras diferentes sao significativamente diferentes.



3.2 Fermentacdo de bactérias acido-laticas aumentou compostos bioativos de
farolo de aveia.

O teor de compostos fendlicos totais e as atividades antioxidantes foram
investigados nas bebidas AF15 extrato hidrossoluvel de farelo aveia a 15% (v/v)
fermentado e a bebida controle extrato hidrossolluvel de farelo aveia a 15% sem
fermentacédo (EA). Os resultados observados neste estudo demonstram que 0s
niveis de compostos bioativos e as capacidades antioxidantes aumentam apoés

fermentacdo por bactéria lactea (Tabela 3).

Tabela 3. Capacidade antioxidante (ABTS) e compostos fendlicos totais (Eq Ac

Galico/ml) da bebida fermentada de aveia 15% (AF15) e ndo fermentado (EA).

Polifendis totais

Bebida ABTS (IR50)
(mg.ml?)
AF15 7856 + 237,8° 1290 + 20,82°
EA 10978 + 163,72 943 + 24,25 @

Os dados estdo expressos como media + E.P.M. A diferenca estatistica foi
calculado com teste de T de Student. 2 Colunas que ndo compartilham letras
semelhantes s&o significativamente diferentes ( p < 0,05). AF15, bebida
fermentada com 15% de farelo de aveia. EA bebida de farelo de aveia néo

fermentada.

3.3 Andlises In vivo

3.3.1 Tratamento com farelo de aveia e farelo de aveia fermentado com BAL

reduziu niveis de EROs Basal em C. elegans

O verme C. elegans foi utilizado para avaliar o potencial antioxidante da
bebida fermentada de farelo de aveia in vivo. Na figura 4A, observamos que os
vermes tratados com AF15 e EA tiveram uma producdo basal de EROs
significativamente menor do que os vermes tratados com a bebida CONTROLE
(p<0,001) e que ao grupo tratado apenas com probiotico (PRO) (p<0,001). Nesse
periodo néo foi observada diferenca significativa entre os grupos tratados AF15

e EA ou entre os grupos EA e PRO. Além disso, o tratamento com PRO néo



demonstrou efeito antioxidante durante os 6 momentos de andlise (tempo Oh ao
tempo 6h), ndo apresentando diferenga quando comparado ao grupo controle,
nao tratado (p>0,05).
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Figura 2: A: Curva de regressédo linear de emissdo de fluorescéncia por
producdo de EROs nos tempos 0, 0,5h, 2h, 4h e 6h. *p<0,001 quando
comparados ao grupo PRO e CONT. B: Acumulo de emisséo de fluorescéncia
entre os tratamentos. *p<0,001. quando comparados ao grupo PRO e CONT.
AF15: bebida fermentada de aveia, EA: extrato hidrossoluvel de aveia, PRO:
bebida probiotica fermentada com acucar mascavo, CONT: sem tratamento. Os
resultados sé@o expressos como porcentagem de fluorescéncia em relacdo aos
controles nos tempos 0, 0,5h, 1h, 2h, 4h e 6h. Os resultados séo apresentados
como valores médios + DP. A significancia estatistica foi calculada usando a
analise de variancia ANOVA para comparacao de médias, teste post-hoc de
TuKey.



Apesar de ndo apresentar significAncia entre as médias de emisséo de
fluorescéncia entre os tratamentos AF15 e EA, houve uma diminuigéo de 53,7%
na intensidade da média de fluorescéncia provocada por EROs nos vermes
alimentados com AF15 em comparagdo com os alimentados com EA (Figura 2B).

3.3.2 Ensaio de resisténcia ao estresse

A extensdo do tempo de vida é frequentemente associada com maior resisténcia
ao estresse em C. elegans (FENG et al, 2018).

3.3.2.1 Estresse Térmico

Em primeiro lugar, medimos o tempo médio de vida de C. elegans
em condicOes de estresse térmico a 37 °C para investigar a influéncia da
tolerancia ao calor mediada pela bebida de aveia fermentada probidtica (AF15),
pela bebida de aveia sem fermentacéo (EA), bebida probidtica acucarada (PRO)
e sem tratamento (Figura 5). O percentual de sobrevivéncia dos vermes ao final
das 8h de andlise foi de 0% para bebida CONT, 2,7% para bebida PRO, 13%
para bebida EA e 15,7% para bebida AF15. Apds analise dos resultados com
teste Log-rank, os resultados revelaram que a suplementacdo com a bebida de
aveia fermentada mitigou 0 estresse térmico e aumentou as taxas de
sobrevivéncia dos vermes quando comparada com os tratamentos PRO e CONT
(p<0,01) (Figura 5B, 5C). No entanto ndo foi observada diferenca estatistica
entre o percentual de sobrevivéncia das bebidas de farelo de aveia AF15-AE
(Figura 5A) e entre as bebidas EA-PRO (Figura 5E).
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Figura 5: Efeito das diferentes bebidas no aumento da resisténcia ao estresse
térmico em Caenorhabditis elegans. *p<0,01. A significAncia estatistica da
sobrevivéncia foi analisada por um teste de log-rank AF15: bebida fermentada
de aveia, EA: extrato hidrossoluvel de aveia, PRO: bebida probiotica fermentada
com acucar mascavo, CONT: sem tratamento.

3.3.2.2 Ensaio para estresse quimico

Na sequéncia, foi avaliado se o tratamento com AF15 aumentou a
sobrevivéncia de C. elegans em condi¢des de estresse oxidativo induzido por t-
BOOH. O percentual de sobrevivéncia dos vermes ao final das 6h de andlise foi
de 4% para bebida CONT, 44,3% para bebida PRO, 56% para bebida EA e
63,6% para bebida AF15.

A probabilidade de sobrevivéncia de vermes tratados com AF15, EA e
PRO n&o mudou significativamente (Figura 6B, 6D, 6F). Esses resultados

indicam que com a concentracdo de T-BOOH usada neste estudo, tanto o



consumo de probiético (PRO), o consumo de bebida de farelo de aveia (EA) ou
a combinacdo dos dois (AF15) podem prolongar a vida util de maneira
semelhante p>0,05.
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Figura 6: Analise de sobrevivéncia de nematoides submetidos ao estresse
guimico com t-BOOH. *p<0,01. A significancia estatistica da sobrevivéncia foi
analisada por um teste de log-rank AF15: bebida fermentada de aveia, EA:
extrato hidrossolUvel de aveia, PRO: bebida probiotica fermentada com acucar
mascavo, CONT: sem tratamento.



4 DISCUSSAO

O principal achado deste trabalho foi validar a caracteristica probiética
conferida ao farelo de aveia, que aumentou a atividade bacteriana durante
fermentacdo controlada a 37°C e ainda durante periodo de armazenamento em
baixa temperatura (6°C), conferindo a bebida desenvolvida uma caracteristica
simbidtica sinérgica, pois este demonstrou que além de substrato para
crescimento das bactérias acido laticas, ainda confere beneficios especificos ao
hospedeiro. E importante ainda endossar que, para garantir o efeito probiotico
de um alimento, um dos critérios estabelecidos é que deve haver no minimo 6
Log UFC.mL™! no produto, para assegurar que um nimero suficiente de células
seja ingerido para permanecer viavel durante o transito gastrointestinal e ter
efeito no hospedeiro (KLAJN et al 2021).

No caso da bebida elaborada AF15, a combinacdo de farelo de aveia
com as cepas probidticas promoveu aumento do numero de UFC viaveis durante
o periodo de armazenamento de 30 dias em temperatura controlada a 6°C, onde
a menor concentracdo de bactérias probidticas foi de 1.108 ufc/ml 24h apds
fermentacdo e a maior concentracdo de 7.10° UFC/ml apés 15 dias de
armazenamento, estando o produto proprio para uso de seus beneficios em até

30 dias de armazenamento (Figura 3).

Outros autores analisaram o comportamento de BAL apos fermentacao
de cereais. Em um estudo em que a farinha de aveia integral e mel foram
fermentados com Lactobacillus fermentum, a contagem de UFCs viaveis
permaneceu relativamente estavel durante o armazenamento a 4°C por 10 dias
(7,40 log UFC/ml) e 14 dias (7,32 log UFC/mI) (Chen L, 2020). Da mesma forma,
o probidtico L. casei fermentado com diferentes substratos de aveia (aveia
simples, aveia germinada e aveia maltada) com variadas porcentagens de aveia
(3%, 5% e 7% p/v), ap6s 24h de fermentacdo a 37°C, teve um crescimento
celular final de 6,3 a 7,12 log UFC/ml, observando que na bebida de aveia
simples, o maior crescimento celular foi observado no meio 7% p/v (7-12 + 0-07
Log 10 UFC mi1). Na aveia germinada, assim como no substrato aveia maltada,

0S maiores crescimentos celulares foram observados no meio 3% p/v com 6-90



+0-18 e 7-12 £ 0-07 Log 10.UFC ml™%, respectivamente (HERRERA-PONCE et
al., 2014).

Em contrapartida, Gupta et al. (2010) mostraram que em um extrato de
aveia e acucar, houve um alto crescimento de 10,4 log UFC/ml L. plantarum
ATCC 8014; no entanto, ocorreu uma reducéo de viabilidade de cerca de 0,5 log
UFC/ml aos 14 dias e 0,9 log UFC/ml aos 21 dias durante o armazenamento a
4°C. Em estudo semelhante, foi analisada a capacidade de sobrevivéncia dos
probidticos apés fermentacdo em bebidas de cereais durante o armazenamento
por 28 dias em uma condicao refrigerada. Ambas as cepas probidticas utilizadas
L. casei e L. plantarum reduziram durante armazenamento (MOHAMMADI et al,
2021).

Para o desenvolvimento de alimentos funcionais, ndo apenas a alta
viabilidade celular alcancada durante a fermentacao é suficiente para manter a
funcao do probidtico e o nivel desejado de producéo de acido, mas a estabilidade
de células viaveis durante o armazenamento também € importante para manter
a qualidade dos produtos. Nossos resultados demonstraram que este produto
fermentado com farelo de aveia tem um grande potencial para a entrega de

células viaveis de Lactobacillus.

A caracteristica principal da fermentacdo com BAL é produzir rapidamente
acido latico, favorecendo a diminuicdo do pH. Outra caracteristica da
fermentacéo de cereais com BAL é a producédo de bacteriocina, uma substancia
antimicrobiana produzida por algumas cepas de Lactobacillus que tém a
capacidade de impedir o crescimento de patdogenos (NYANZI & JOOSTE,
2012). Dessa forma, atua como bioconservante, desempenha um papel
importante na durabilidade microbioldgica do produto (MAKINEN et al. 2015 ;
ANGELOV et al 2018).

No presente estudo, foi possivel observar uma reducéo significativa do pH
de todas as bebidas formuladas PRO, AF15 e AF5 apos 24 horas de
fermentacdo sob temperatura de 37°C. Apds 15 dias de armazenamento em
temperatura de refrigeragéo controlada a 6°C, houve uma reducao significativa
de pH das bebidas PRO (2,48 para 2,54), AF5 (3,69 para 3,45) e AF15 (3,79

para 3,5). H& evidéncia que em bebidas com base de extrato de cereais



fermentados com bactéria acido laticas ha uma leve atividade fermentativa
mesmo em baixa temperatura em armazenamento indicado pela reducéo de pH
(MOHAMMADI et al 2021).

Chen e colaboradores (2020) também observaram uma diminuicdo
significativa do pH de 6,26 para 4,12 ap6s 24 h de fermentagcdo, e uma nova
gueda para 3,93 em 72 h na bebida de farinha de aveia integral fermentada
com L. fermentum PC1 e mel. O pH do produto fermentado, contrapondo nossos

achados, manteve-se constante durante o armazenamento a 4°C.

No estudo de Dabrowski et al. (2022), nas bebidas controle de aveia o pH
foi proximo do neutro (bebida de aveia com pH 7,05) e o pH final das bebidas
produzidas apos fermentacdo o pH determinado variou de 2,80 a 2,90. Os
autores ainda afirmam que a acidificacao para pH abaixo de 4,5 é um sintoma
tipico de fermentacdo LAB e obtencdo de uma densidade final de bactérias
lacticas superior a 8 log CFU/g.

Segundo Cai et al. (2014), a fermentacdo de cereais como trigo, arroz
integral, aveia e milho com bactérias do acido latico, apresentaram aumento nos
teores de compostos fenodlicos e propriedades antioxidantes melhorando
significativamente valor nutricional em comparacdo aos produtos nao
fermentados. Isso resulta das atividades metabdlicas destes microrganismos
envolvidos na fermentacdo, que produzem enzimas e outros compostos
bioativos como &cidos graxos de cadeia curta, bacteriocinas e
exopolissacarideos e flavonoides, e por tornar o0s antioxidantes e
microelementos mais acessiveis, diminui os niveis de antinutrientes, como fitatos
(ANGELOV et al 2018; ALHARBI, et al., 2022).

Antioxidantes na aveia como tocoferdis, tocotriendis, acido L-ascoérbico,
tidis, aminoacidos fendlicos e outros compostos fendlicos atuam como protetores
naturais do grao (KEYING et al. 2009 ). Eles previnem os danos dos radicais
livres aos lipidios, proteinas, DNA, RNA e organelas celulares (HITAYEZUA et
al. 2015 ). Os principais antioxidantes da aveia sdo os compostos polifendlicos.
Os compostos polifendlicos da aveia representam 5,7% e incluem &cidos
fendlicos, flavondides e um grupo exclusivo do grdo de aveia, as

avenantramidas, compostos sollveis de baixo peso molecular, estando em



maior percentual retidos na casca do cereal (JIMENEZ-PULIDO et al. 2022 ;
ANGELQOV A et al., 2018).

A partir de nossas andlises in vitro, também foi possivel observar que o
potencial antioxidante da bebida formulada AF15, medido através da inibi¢do de
radicais ABTS e a concentracdo de polifendis totais foi superior quando
comparado a bebida sem fermentacéo, apontando a melhora das propriedades
funcionais do farelo de aveia apds fermentacéo da bebida.

Em um estudo realizado com base em aveia fermentada com probiéticos
e mel, foi observado que a atividade antioxidante aumentou significativamente
no produto fermentado apos 24 h (63,8 £ 2,76 nmol TE/mg) e 48 h (76,4 + 4,51
nmol TE/mg), em comparagcdo com a medida em 0 h (57,9 £ 3,52 nmol
TE/mg). Curiosamente, houve um aumento significativo na atividade antioxidante
durante o armazenamento a 4°C, atingindo 95,7 + 8,07 nmol TE/mg apo6s 14 dias
de armazenamento, 0 que apoia ainda mais a sugestao de que a cepa probidtica
foi metabolicamente ativa durante o periodo de armazenamento (CHEN et al,
2020).

Resultado semelhante foi observado no estudo de Hole et al (2012), onde
puderam verificar uma melhor biodisponibilidade de acidos fendlicos em cevada
e aveia durante a fermentacdo com oito cepas que aumentaram em até 25 vezes

guando comparado ao produto bruto.

As avenantramidas sdo polifenois fermentaveis exclusivos da aveia que
também resistem a digestdo e proporcionam beneficios a saude. Juntamente
com uma alta concentracdo de 8 — glucana, esses ingredientes aumentam a
viscosidade no trato gastrointestinal, retardam a absorcdo de nutrientes,
diminuem o indice glicémico, atuam no controle do colesterol, e ha relatos que
também atuam na reducao de deposi¢do de gordura intestinal e aumentam a
imunidade em C. elegans (TSONI & BROWN 2008; GAO et al, 2015).

A realizacdo de ensaio in vivo no modelo C. elegans € fundamental para
avaliar se a capacidade antioxidante do produto pode extrapolar para modelos
animais, reduzindo o envelhecimento celular, como na reduc¢ao de producao de

EROS, aumentando a prote¢c&o contra estresses e aumentando sua expectativa



de vida. Em nosso estudo, foi possivel observar uma agéo conjunta do probiotico
e do farelo de aveia, potencializando a agdo antioxidante da bebida aumentando
a resisténcia e a sobrevivéncia dos vermes e reduzindo os niveis de espécies

reativas de oxigénio basal (Figura 4A,4B).

Corroborando com nossos achados, estudo demonstrou que o0s
fitoquimicos de um cereal aumentaram a expectativa de vida média de C.
elegans, desempenho locomotor e taxa de respiracdo e reduziu
significativamente o acimulo de ROS em comparacdo com o controle, tendo
como hipotese de que os efeitos benéficos foram gerados através do aumento
da respiracdo mitocondrial (GRAF et al, 2017).

Outro estudo que sustenta a premissa da acao antioxidante na protecéo
contra o dano celular oxidativo em C. elegans foi o de Zamberlan et al (2016).
Os vermes foram tratados com estrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e foi
possivel observar que houve uma acéo antioxidante protetora apos submeter os
vermes ao estresse térmico, quando comparados ao tratamento controle. Além
disso, os vermes tratados com extrato de alecrim tiveram uma producédo basal
de ROS significativamente menor do que os vermes nao tratados, o que também

impediu um aumento nos niveis de ROS apos submeté-los ao estresse.

Outra questdo importante nesse estudo € avaliar a relacdo de cepas
probidticos na expectativa de vida dos nematoides. E sabido que as células
intestinais de C. elegans sdo semelhantes em estrutura as dos humanos e séo
as principais células envolvidas nos mecanismos de defesa do hospedeiro,
funcionando como células imunes e barreira de defesa da mucosa (GAO et al,
2015; PARK et al, 2018). Portanto, a adeséo do probidtico as células epiteliais
intestinais e a colonizacdo do trato intestinal sdo os fatores mais importantes
porque afetam a capacidade da espécie bacteriana de funcionar como probiotico

ativando os mecanismos de defesa no hospedeiro.

Em encontro a esse dado, em nosso estudo foi possivel observar que
houve acéo protetora semelhante entre as bebidas de farelo de aveia fermentada
(AF15) e bebida probidtica (PRO) apds submeter 0s vermes ao estresse quimico.
PARK et al (2018), ao avaliar a capacidade de Lactobacillus de se ligar ao trato

intestinal de C. elegans, observaram uma alta capacidade de colonizagéo, o que



refletiu no aumento da expectativa de vida dos vermes, quando comparados ao
controle E. coli OP50. Resultados semelhantes também foram obtidos por
lkeda et al. (2007), que demonstraram que C. elegans alimentados com

lactobacilos selecionados tém uma expectativa de vida média aumentada.

Concluindo, o farelo de aveia obteve resultados satisfatorios ao promover
0 crescimento bacteriano na bebida em armazenamento, o que evidencia as
caracteristicas prebioticas do cereal e confere qualidade simbidtica ao produto
desenvolvido, ainda garantindo uma quantidade final de probioticos satisfatéria
para que possa exercer suas funcdes benéficas ao consumidor. O processo de
fermentacdo com BAL também aumentou os niveis de antioxidantes e polifenois
do farelo de aveia, resultando na reducéo da producéo de espécies reativas de
oxigénio e subsequente na protecdo contra estresse oxidativo e térmico do

modelo experimental C. elegans.

Contudo, mais estudos sdo necessarios para elucidar quais mecanismos
estdo envolvidos nesses processos de protecdo do nematoide e para verificar

guais outros beneficios da bebida desenvolvida se estendem aos humanos.



CONSIDERACOES FINAIS

A longevidade alcancada nas ultimas décadas traz consigo um
apelo pela melhora do bem estar e de saude. Um dos fatores de forte
interferéncia na qualidade de vida € a salde intestinal, mais precisamente a
microbiota intestinal, que pode ter sua composicéo, diversidade e funcéo afetada
por fatores como habitos de vida e alimentares. Consequéncia dessas alteracdes
sdo descritas como dishiose; condicdo que esta relacionada a progressao de

doencas e a diminui¢cdo da imunocompetécia.

Para reduzir esses aspectos negativos, as intervencbes dietéticas
direcionadas a microbiota intestinal como a inclusdo de alimentos que exer¢cam
funcao recuperativa da composi¢cao bacteriana humana pode ser a chave para o

alcance de uma vida saudavel.

Em nossas buscas, identificamos que a fermentacao latica com farelo de
aveia aumentou as caracteristicas antioxidantes do farelo e conferiu um aumento
do teor de compostos fendlicos. Mais que isso, foi possivel observar que o farelo
de aveia se comportou como uma 6tima fonte prebiotica, aumentando o niumero
de bactérias viaveis durante periodo de fermentacdo e armazenamento e
mantendo um valor probidtico necessario para que o produto final pudesse

exercer funcdes simbidticas, benéficas a saude do consumidor.

Por fim, o produto final foi testado em modelo animal e demonstrado que
gerou efeito positivo na reducéo da producdo de espécies reativas de oxigénio
basal, importante na preservacdo celular, e ainda promoveu a protecdo em
situacao de estresse em comparagao a animais nao tratados, prolongando sua

expectativa de vida.

E importante ressaltar que este estudo, até onde sabemos, é pioneiro no
desenvolvimento de bebida fermentada apenas a base de farelo de aveia.
Portanto uma maior elucidacdo sobre os componentes e as vias metabdlicas
envolvidas no processo e se esses beneficios sdo extrapolados para a

populacdo humana sao necessarios.
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