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RESUMO

Os suplementos alimentares, sdo preparagdes destinadas a fornecer nutrientes
bioativos visando atender a demanda do organismo humano. Assim, o objetivo do
trabalho foi elaborar um suplemento alimentar probidtico a base de Whey Protein
WPCI 80% enriquecido com extrato de camu-camu, destinado a praticantes de
esportes. O microorganismo probidtico utilizado foi o Bacillus coagulans, o soro de
leite foi utilizado como fonte de proteina e o extrato de camu-camu pela alta
concentracédo de vitamina C. Para a formulagcéo elaborada, os excipientes propostos
foram utilizados a fim de garantir a estabilidade, além de melhorarem as
caracteristicas organolépticas do produto final. O teor de vitamina C do extrato de
camu-camu foi determinado pelo método iodométrico, apresentando valor de 15,84 g
/ 100 gramas do extrato. A proteina bruta do insumo Whey protein e do produto final,
foi determinada através do processo Kjedahl, apresentando 77,46 e 48,24 g/ 100
gramas do produto, respectivamente. O suplemento desenvolvido apresentou alto
valor biolégico em proteina e probidticos, além da presencga de vitamina C com grande
potencial antioxidante, inibindo as lesGes causadas pelos radicais livre oriundo do
estresse oxidativo.

Palavras-chave: probidtico; vitamina C; Camu-Camu; whey protein; suplemento.



ABSTRACT

Dietary supplements are preparations designed to provide bioactive nutrients
in order to meet the demands of the human body. Thus, this paper aimed to elaborate
a probiotic dietary supplement based on Whey Protein WPCI 80% enriched with camu-
camu extract, which is intended for sports practitioners. The probiotic microorganism
used was Bacillus coagulans, whey was used as a protein source and camu-camu
extract was used due to the high concentration of vitamin C. For the elaborated
formulation, the proposed excipients have been used in order to guarantee stability, in
addition to improving the organoleptic characteristics of the final product. The vitamin
C content of camu-camu extract was determined by the iodometric method, with a
value of 15.84 g/100 grams of extract. The crude protein of the Whey protein input and
of the final product was determined through the Kjedahl method, presenting 77.46 and
48.24 g/100 grams of the product, respectively. The developed supplement showed
high biological value in protein and probiotics, in addition to the presence of vitamin C
with great antioxidant potential, inhibiting damage caused by free radicals arising from
oxidative stress.

KEYWORDS: probiotics. vitamin C. camu-camu. whey protein. supplement.
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1 INTRODUGAO

1.1 CONCENTRADO PROTEICO DE SORO DE LEITE EM PO
INSTANTANEO (WPCI 80)

Desde a antiguidade um problema fundamental da humanidade é conseguir
comida suficiente. Durante o periodo mesolitico, com a transicdo das comunidades
ndmades as sedentarias, surgiram os primeiros relatos do uso do leite de mamiferos
na alimentagéo humana. No entanto, dependendo do aumento do conhecimento sobre
nutricdo, comer alimentos de alto valor nutricional torna-se cada vez mais importante
(BENEVIDES; VEIGA, 2014).

O leite é reconhecido como o alimento mais completo da natureza,
apresentando importantes componentes nutricionais como proteinas, as quais
sdo agrupadas em duas grandes classes: caseinas (80%) e proteinas do soro 20%
(albuminas - 16% e globulinas - 4%, percentual esse que pode variar de acordo com
a raca do gado e sua alimentagao), carboidratos e minerais, entre outros (AGUIAR;
CORO; PEDRAO, 2005), além da maioria das vitaminas soluveis, como as vitaminas
B12, a vitamina B6, acido pantoténico, riboflavina, tiamina, vitamina C, retinol
(vitamina A), e sais minerais (ANTUNES, 2003; HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006;
METSAMUURONEN; NYSTYOM, 2009; MILLER; JARVIS; MCBEAN, 2000).

Atualmente, esse alimento € notabilizado sob novas perspectivas, em virtude
da extensa variedade de compostos bioativos (CBA) presentes tanto no alimento in
natura, quanto em seus derivados, como os queijos e os iogurtes (MOLLER et al.,
2008). Dentre esses compostos, incluem-se os peptideos bioativos (PBA), os acidos
graxos e os oligossacarideos. O alto valor nutritivo das proteinas do soro do leite deve-
se principalmente ao alto conteudo de aminoacidos essenciais e seu valor biolégico
(RENNER, 1992; SMITHERS, 2008).

Segundo a Instrugdo Normativa n® 94, de 18 de setembro de 2020 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entende-se por soro do leite o
produto lacteo liquido extraido da coagulagdo do leite utilizado no processo de
fabricagao de queijos, caseina alimentar e produtos similares (ANVISA, 2020).

O soro do leite € o liquido obtido na produgéo de queijos, pela separagao do
coagulo (caseina) do leite integral (ORDONEZ, 2005). Apds a producédo de queijos, a

variagédo de sobra é de aproximadamente 80 a 90% do soro, ou seja, em meédia, para



cada 1 kg de queijo produzido, tem-se uma produgao equivalente a 9 litros de soro.
sendo que o soro contém cerca de 55% dos nutrientes do leite in natura, como as
proteinas soluveis, lactose, minerais, vitaminas e pouca quantidade de gordura. A
producédo de queijos em 2017 atingiu 1 milhdo de toneladas, um crescimento
correspondente a 2% sobre o ano anterior, quantidade esta que corresponde a uma
producédo superior a 9 milhdes de toneladas de soro de queijo (EMBRAPA, 2018).

Apesar de ter sido considerado um subproduto, o soro do leite devido ao seu
alto valor funcional e nutricional, conferido pela presenca de proteinas com elevado
valor de aminoacidos essenciais e ainda propriedades funcionais relevantes, o soro
do leite hoje é considerado um coproduto da fabricagdo de queijos em razdo das
aplicacgdes técnicas e nutricionais (ANON, 1997; NEVES, 2001).

Como os aminoacidos essenciais nao podem ser sintetizados no corpo, eles
s&o encontrados no soro do leite, e séo suficientemente equilibrados (GURSEL,
2015), sendo necessarios para estimular a sintese de proteinas musculares, como
exemplo a leucina (HA; ZEMEL, 2003; HULMI; LOCKWOOD; STOUT, 2010;
KATSANOS et al., 2006; PENNINGS et al., 2012; VOLPI et al., 2003).

Embora se tenha registros de sua utilizagdo datados de cerca de 3000 anos
atras, somente nas ultimas décadas o soro do leite vem recebendo atencdo como
componente a ser utilizado na alimentagdo humana, seja incorporado a diferentes
produtos alimenticios, seja como fonte proteica em suplementos destinados as dietas
para atletas, conhecido como whey, termo inglés para soro do leite (HARAGUCHI,
ABREU; PAULA, 2006; LACROIX et al., 2006; SMITHERS, 2008).

Whey Protein (WP) é um suplemento nutricional oral (ONS) alternativo,
adequado para pessoas sadias, atletas ou para pacientes com deficiéncias
nutricionais, devido a sua composic¢ao livre de lactose e gordura, proteina de alta
qualidade com excelentes perfis de aminoacidos e alta digestibilidade (HA; ZEMEL,
2003). As proteinas do soro do leite usadas na maioria das aplicagbes de alimentos
e bebidas apresenta-se em 3 formas: soro em po, cuja concentragao de proteinas
pode variar de 11 a 14,5%; concentrado de proteinas de soro do leite (WPC), que
pode variar em concentragao de proteinas de 35 a 89% e apresenta maior teor de
gorduras e carboidratos; e isolado de proteinas de soro do leite (WPI), que contém
90% ou mais de concentracao de proteinas, apos a remocao dos componentes nao
proteicos (USDEC, 2008; WRIGHT et al., 2009).
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Para a separacao dessas proteinas, o leite é inicialmente submetido ao
processo de centrifugagdo, que ira separar a nata. Em seguida, o leite desnatado, é
submetido a precipitagdo isoelétrica em pH 4,6, originando o precipitado rico em
caseinas e o soro do leite, também conhecido como Whey Protein. Além disso, os
caseinatos sao obtidos a partir da solubilizagdo do precipitado acido de caseinas em
meio basico até atingir, aproximadamente, pH 6,7 e da secagem desse subproduto,
enquanto os concentrados e isolados de proteinas do soro s&o obtidos a partir dos
processos de ultrafiltracdo e troca de ions, respectivamente, com subsequente
secagem (Figura 1) (LIVNEY, 2010).

Figura 1 - Fluxograma dos processos para separagao das proteinas do leite

LEITE DE VACA
CENTRIFUGAGAO

LEITE DE VACA
DESNATADO

PRECIPITA(;AO ISOELETRICA

PRECIPITADO

. SORO DO LEITE
RICO EM CASEINA

SOLUBILIZAGAO/SECAGEM ULTRAFILTRACAO{SECAGEM | TROCA DE [ONS/SECAGEM
T PROTEINA DO SORO PROTEINA DO SORO
CONCENTRADA ISOlADR

Fonte: Adaptado de Pimentel et al. (2019).

Segundo Bounous (2001), os beneficios do WP incluem suporte do sistema
imunoldgico, melhorou a forca e sintese muscular e também o metabolismo. Em
termos de suporte imunolégico, o WP pode aumentar a fungdo da glutationa (GSH)
porque a suplementacao enriquecida com aminoacidos nao essenciais como cisteina,
glicina e glutamina podem diminuir a formagéo de radicais oxidativos e prevenir a
infeccao (HA; ZEMEL, 2003; RIPPLE, 1997).
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As vantagens das proteinas do soro em termos de anabolismo muscular podem
estar relacionadas a sua rapida taxa de absorcéo e abundancia de leucina para iniciar
a sintese, bem como sua composi¢cao de aminoacidos para fornecer substrato para a
sintese de proteinas (GURSEL, 2015).

De acordo com o método utilizado, o soro pode ser classificado em soro acido
com o pH menor que 5, este pH € atingido a partir da coagulagao do leite utilizando
um acido, e em soro doce, com pH variando entre 6 e 7, obtido pela inoculacdo de
enzimas como a quimosina (ANON, 1997, KOSSEVA et al., 2009; YADAV et al.,
2015). Sobretudo, existem trés classificacdes do produto: o concentrado, o isolado e
o hidrolisado (CANO, 2017; OLIVEIRA et al., 2018).

O soro do leite contém proteinas com uma estrutura globular com algumas
pontes de dissulfeto, contendo certo grau de estabilidade estrutural. O conteudo
desses depende da espécie, porém em menor grau que a gordura, podendo variar
sua proporcao de proteina de 1% até 14%, estando ligada com o percentual de
gordura. As principais fragdes ou peptideos bioativos (PBA) do soro sdo constituidos
de: alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina, imunoglobulinas e glicomacropeptideos
(GMP), e em menor quantidade, mas com aplicagées comerciais estdo a lactoferrina,
lactoperoxidose, albumina, sendo estas, presentes em todos os tipos de leite
(HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006; SMITHERS, 2008; VIDAL; SARAN NETTO,
2018; YERLIKAYA; KINIK; AKBULUT, 2010).

A Alfa-lactoalbumina é o segundo peptideo bioativo (PBA) do soro (15%-25%),
caracterizado por ser de facil e alta digestdo. Possui alto teor de triptofano (6%), rica
em lisina, leucina, treonina (aminoacidos essenciais) e cistina (aminoacido nao
essencial). Precursora da biossintese de lactose no tecido mamario, tem grande
capacidade de se ligar a minerais como calcio e zinco, o que afeta positivamente sua
absorcdo. Apresenta também agao antimicrobiana, contra bactérias como Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (HARAGUCHI; ABREU; PAULA,
2006).

A Beta-lactoglobulina é o maior peptideo bioativo (PBA) do soro, representando
no leite, cerca de 3,2g/L (45,0%-57,0%), apresenta uma forte resisténcia a agao de
acidos e enzimas proteoliticas presentes no estdbmago, sendo absorvida no intestino
delgado. E uma proteina tipicamente globular e encontra-se entre as principais

proteinas a serem cristalizadas, sendo uma importante proteina carreadora do retinol
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em animais. E a principal proteina do soro do leite dos bovinos, ovinos e caprinos
(ANTUNES, 2003; HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

Primorosas fontes de minerais como calcio, magnésio e fosforo sao
encontrados no soro e nos concentrados do soro. Na industria de alimentos,
concentrados e isolados de proteina do soro do leite s&o valiosos como ingredientes
alimentares, podendo ser incorporados a produtos fortificados, aumentando desta
forma, o teor de nutrientes minerais do produto final, melhorando a qualidade e o
conteudo da proteina de muitos produtos alimenticios, ndo apenas por sua
capacidade de agregar e fornecer estrutura aos alimentos, mas porque sao altamente
soluveis em uma ampla faixa de pH (MATTILA-SANDHOLM; SAARELA, 2003;
SMITHERS, 1996).

Esta propriedade os torna adequados para uso em aplicagcbes como bebidas
esportivas e substitutos de refeicdes liquidas. A capacidade dos produtos de proteina
do soro do leite de se ligar a 4gua e suas caracteristicas de gelificagéo, contribuem
para sua aplicabilidade como ingredientes em produtos de panificagdo e carnes
processadas. Como emulsificantes, as proteinas do soro do leite concentradas
encontram ampla aplicagcao na formulagcdo de molhos para salada, cremes de café
artificiais, bebidas proteicas nutricionais, sopas com creme e alimentos funcionais.
(SMITHERS, 1996).

Sendo assim, tanto Alfa-lactoalbumina quanto Beta-lactoglobulina, sdo usadas
como ingredientes nutricionais especializados em alimentos fisicamente funcionais, e
componentes de proteinas menores sdo usados como ingredientes alimentares
especializados e importantes reagentes biotecnolégicos (SMITHERS, 1996).

As imunoglobulinas (Ig), a lactoferrina e a lactoperoxidase, também podem ser
chamadas de “proteinas do colostro” devido aos altos niveis existentes no colostro,
fornecem a fungao de anticorpos e compreendem 10% das proteinas do soro do leite,
e estdo associados ao desenvolvimento da imunidade de neonatos. Existem cinco
classes principais de imunoglobulinas: IgA, IgG, IgM, IgE e IgD, sendo a IgG o tipo
dominante de imunoglobulinas no soro do leite de vaca (AGUIAR; CORO; PEDRAO,
2005; METIN, 2005).

Fatores como glicomacropeptideos, foram identificados por apresentarem
efeito protetor para microbiota intestinal. Sdo peptideos resistentes ao calor, a
digestdo assim como a mudancas de pH (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

Essa fragdo esta presente em um tipo de proteina do soro, conhecida como whey
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rennet, cuja apresenta alta carga negativa, que favorece a absor¢ao de minerais pelo
epitélio intestinal, e, assim como a fragado beta-lactoglobulina, possui alto teor de
aminoacidos essenciais (47%).

Whey Protein e seus concentrados constituem uma fonte rica em aminoacidos
contendo enxofre (cisteinas e metioninas), que s&o substratos importantes na
biossintese de glutationa, um importante antioxidante e potente estimuladora da
proliferagéo e atividade de leucdcitos, e consequentemente das fungdes imunolégicas
(BALLATORI et al., 2009; GRAF; EGERT; HEER, 2011).

A lactoferrina € a proteina dominante no soro do leite humano, sua
concentragéo (2 a 4 g/L no colostro e 6 a 8 g/L no leite maduro) é superior em relagao
ao soro do leite de vaca (1,5 a 5 g/L no colostro e 0,1 g/L no leite maduro) mesmo a
lactoferrina do soro do leite de vaca sendo homdloga a dos humanos. A
lactoperoxidase, por sua vez € o maior agente antibacteriano presente no colostro,
atuando na catalisagado do processo oxidativo do tiocianato (HARAGUCHI; ABREU,;
PAULA, 2006; METSAMUURONEN; NYSTYOM, 2009).

A albumina ndo é sintetizada na glandula mamaria, aparece no leite apos
vazamento passivo da corrente sanguinea, e presume-se que a albumina penetre no
leite por mecanismos transcitoticos inespecificos, ou seja, “vazamento”, embora possa
haver um mecanismo de transporte mais especifico. A concentracdo de albumina no
soro do leite aumenta durante a mastite e durante a involugdo mamaria.
Representando cerca de 10% do soro do leite, a albumina é rica em cistina e € um
precursor da sintese de glutationa. Apresenta grande afinidade por acidos graxos
livres e lipideos, o que favorece seu transporte na corrente sanguinea (HARAGUCHI;
ABREU; PAULA, 2006; METIN, 2005).

Os produtos que estdo presentes no comércio contém pequenas
concentragbes de gordura, com alto teor de aminoacidos essenciais e proteina,
utilizados para ganho muscular de massa magra, afim de melhorar o desempenho
fisico (CANO, 2017). Além de promover o aumento de massa muscular em estados
catabdlicos, como cancer, hepatopatias e sepse, bem como casos de sarcopenia
(FOEGEDING et al., 2002; GRAF; EGERT; HEER, 2011; LANCHA et al., 2016;
MARSHALL, 2004).
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1.2 MICROBIOTA

O ser humano possui composi¢ao bacteriana distinta, definida pelos fatores
ambientais, modo de nascimento, aleitamento materno nos primeiros meses de vida,
idade e estilo de vida. O intestino humano é talvez uma das redes mais complexas do
corpo e é colonizado por trilhbes de microorganismos, incluindo bactérias presentes
no colon de um ser humano adulto (Tabela 1), arquéias com menos de 1%, fungos e
protistas também estido presentes, com pouca contribuicdo em termos de numeros de
células, enquanto virus/fagos podem exceder em numero as células bacterianas. No
entanto, as bactérias sao os principais habitantes, que o torna um verdadeiro
ecossistema, essencial para a absorcao eficiente de nutrientes e para a manutencao
da saude geral (GIL; BENGMARK, 2006; GILL et al., 2006; OLIVEIRA, 2016).

A microbiota corresponde a cerca de 100 trilhdes de microrganismos que vivem
no trato gastrointestinal (Gl). Desta comunidade, em torno de 90% das bactérias sédo
dos filos Bacteroidetes (Gram-negativos) e Firmicutes (Gram-positivos).
Adicionalmente também estédo presentes os filos Actinobacteria (Gram-positiva) em
especial a Bifidobacterium, Proteobactérias e Verrucomicrobia (Gram-negativas) em

especial a Akkermansia muciniphila (SINGH et al., 2019).

Tabela 1 - Microorganismos no célon do ser humano

Estomago e Quantidades muito baixas de microorganismos: <10° células bacterianas por
grama de conteudo
e duodeno
e Principalmente lactobacilos e estreptococos
o As secrecgoes acidas, biliares e pancreaticas suprimem a maioria dos microbios
ingeridos
e A atividade motora fasica propulsiva impede a colonizagao estavel do limen
(igualmente no intestino delgado)
Jejuno e ileo e O namero de bactérias aumenta progressivamente de 10%células no jejuno a
107 células por grama de contetdo ileo distal
Intestino e Densamente povoado por anaerébios: 10'2células por grama de contetido
grosso

luminal.
Fonte: GUARNER, et al., adaptada pelos autores (2021).
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A microbiota intestinal possui espécies que sao residentes permanentes,
denominadas autéctones, e espécies transitorias, adquiridas no nosso contato com o
meio externo e chamadas al6ctones. Essa grande diversidade de espécies
bacterianas na microbiota intestinal decorre das quantidades elevadas de substratos
fermentaveis provenientes da dieta (BEDANI; ROSSI, 2009).

A maioria dos individuos adultos possui variagdes na propor¢ao das bactérias
em consequéncia de influencias ambientais, como alimentacgao, pratica de exercicio
fisico, ambiente em que vive, consumo de medicamentos como antibiético e/ou
estados patologicos (GOHIR et al., 2015; GREEN et al., 2017; MORAES et al., 2014;
SRINIVASAN et al., 2018).

Todos esses micro-organismos residentes em nosso corpo sdo chamados de
microbiota e seus genomas sao conhecidos como microbioma. Nossa microbiota tem
uma funcao tripla: protetora, trofica e metabdlica. Possui uma barreira e efeito protetor
contra patégenos. Em sua fungao trofica, controla a proliferagao e diferenciagao das
células epiteliais intestinais e contribui para o desenvolvimento e homeostase do
sistema imunoldgico. Reconhecimento mais recente de sua fungdo metabdlica, que
inclui a fermentacao de residuos indigestiveis da dieta e muco enddgeno (FLINT et
al., 2012).

As bactérias coabitam normalmente com humanos e encontram-se associadas
a varios tecidos, incluindo a pele, o trato vaginal, o trato respiratério e o trato
gastrointestinal. A maioria das bactérias do intestino € encontrada no intestino grosso
(colon) e, nos ultimos 30 anos ou mais, o interesse na populagéo microbiana intestinal,
a microbiota, e em seu ambiente tem se intensificado. Muitas pesquisas
demonstraram que os residentes habituais do intestino (microorganismos comensais)
estdo longe de ser apenas habitantes passivos do trato gastrointestinal, mas
interagem com seu hospedeiro de forma bastante intricada (FLINT et al., 2012).

A microbiota gastrointestinal (Figura 2) € um ecossistema complexo e
metabolicamente ativo que desempenha um papel importante na saude e na doenca,
apresenta uma variagdo em numero, diversidade, composicdo e atividade
dependendo da regido do trato gastrointestinal (TGI). O estdbmago, com seu ambiente
fortemente acido e transito rapido, abriga um numero relativamente pequeno de
bactérias (aproximadamente 103/mL), enquanto o ambiente levemente acido e
transito mais lento no célon permitem numeros muito maiores (aproximadamente
1012/g) e maior diversidade (SEKIROV et al., 2010).
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Figura 2 - Trato gastrointestinal humano e as unidades formadoras de colOnias

(UFC)
.— Boca
Estomago
Pouco colonizado
(~10° UFC/mg)
Intestino delgado
Composto (na ordem do
fluxo pelo intestino)
pelo ducdeno, jejuno
e lleo. A colonizagdo
microbiana é escassa
no duodeno, aumentando
(e ate atingir ~10%” UFC/g de
= contedido no ileo distal.

s #7%

o : ,
DL P = Intestino grosso (colon)
)-L Sk ~1,5 m de comprimento, muito

colonizado com uma grande

diversidade de micro-organismos,
\‘\\\\L atinginde 10" UFC/g
S " Reto

Anus

Fonte: Adaptado de Sanders (2007).

E na microbiota intestinal que os nutrientes ingeridos na dieta sdo
transformados em produtos metabdlicos que irdo afetar a saude intestinal,
consequentemente, a saude do individuo. A alimentagao esta diretamente associada
ao equilibrio da microbiota e a integridade da mucosa intestinal. Uma vez que esse
equilibrio se rompe, instala-se um quadro de disbiose intestinal (GREEN et al., 2017).

Como a microbiota intestinal é tipicamente considerada a primeira linha de
defesa contra micro-organismos patogénicos no intestino, é essencial manter a
simbiose por meio do consumo regular de alimentos probidticos e suplementos
(MONTECINO; BERENT-MAOZ; DORSHKIND, 2013).

A modulagédo da microbiota intestinal pelos microrganismos probidticos ocorre
através de um mecanismo denominado "exclusdo competitiva". Os probidticos
auxiliam a recompor a microbiota intestinal, através da adesdo e colonizagdo da
mucosa intestinal, acdo esta que impede a adesao e subsequente producdo de
toxinas ou invasdo das células epiteliais (dependendo do mecanismo de
patogenicidade) por bactérias patogénicas (VANDENPLAS, 2014).
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1.3 PROBIOTICOS

Desde as descobertas de Metchnikoff em Tripathi e Giri (2014), os
microrganismos probiodticos tém recebido atencao pelas propriedades benéficas em
humanos e animais, o que tem levado a sua aplicacdo em diversos veiculos
alimentares (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Fuller (1989), para apontar a natureza microbiana dos probidticos, redefiniu a
palavra como “um suplemento de alimento microbiano vivo que afeta beneficamente
o animal hospedeiro, melhorando o equilibrio intestinal’. Em 2001, a Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) redefiniram probidticos como “microorganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro”, sendo esta definicdo adotada pela ANVISA (ANVISA, 2018; FAO, 2006).

A ciéncia relacionada aos probidéticos é recente e, portanto, estda em constante
evolugdo. Probidticos usados em alimentos, fornecidos como suplemento dietético ou
como componentes ativos de um medicamento registrado, devem conter pelo menos
107 -10° UFC/ g de micro-organismos probiéticos e devem sobreviver até o final da
vida util e ndo devem apenas ser capazes de sobreviver a passagem pelo trato
digestivo, exibindo resisténcia ao acido e a bile, mas também devem ter a capacidade
de proliferar no intestino. Os probidticos devem ser capazes de exercer seus
beneficios no hospedeiro por meio do crescimento ou atividade no corpo humano. Os
estudos clinicos devem ser realizados com o produto comercializado € ndo com a
cepa isolada (COMAK GOCER et al., 2016; LEBEER et al., 2017; VANDENPLAS,
2012).

Para fornecer beneficios a saude, as cepas probidticas geralmente requerem
uma matriz especifica para garantir a sobrevivéncia da cepa ideal ao longo do trato
gastrointestinal. Além da incorporagado de probiéticos em produtos alimenticios, as
cepas probidticas também sdo fornecidas como suplementos alimentares, muitas
vezes visando problemas de saude especificos (POSSEMIERS et al., 2010).

Os produtos probidticos foram desenvolvidos para melhorar as condigdes
fisiolégicas em diferentes locais do corpo. Embora o trato gastrointestinal seja o alvo
mais importante para a maioria das aplicagcées de probidticos, outros locais do corpo,
como a boca, o trato urogenital e a pele também s&o considerados e sua aplicagao

também pode atingir subpopulagbées humanas especificas: individuos saudaveis,
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criangas, idosos, individuos doentes e imunocomprometidos e individuos
geneticamente predispostos, entre outros (VANDENPLAS, 2014).

Ha uma infinidade de cepas probidticas e aplicagcdes disponiveis com o trato
gastrointestinal como local de destino. Tais aplicagdes visam varios beneficios a
saude, como diminuir a colonizagéo de patégenos, melhorar a sintese de vitaminas,
otimizar o transito intestinal, aliviar a intolerancia a lactose, reduzir o inchaco e
promover efeitos imunomoduladores (VANDENPLAS, 2014).

Em muitos casos, os beneficios a saude s6 sao obtidos quando uma cepa
probidtica atinge o local alvo em um estado metabolicamente ativo e em numero
suficiente. Para administragéo oral, os microrganismos probiéticos devem sobreviver
aos diferentes estresses fisico-quimicos, enzimaticos e microbianos durante o transito
gastrointestinal. Em primeiro lugar, os microrganismos tém que atravessar o ambiente
acido do estbmago. Além disso, a auséncia ou presenga de uma matriz alimentar
determina significativamente o perfil de pH ao qual a cepa probidtica € submetida. Em
segundo lugar deve apresentar a caracteristica da sobrevivéncia da cepa probidtica e
a capacidade de colonizar o trato gastrointestinal devendo ocupar um nicho funcional
no ecossistema microbiano intestinal deixados em aberto pela comunidade endogena,
evitando assim que patdgenos (oportunistas) ocupem esse nicho (COOK et al., 2012).

Embora o efeito tampao do pH inicial dos alimentos possa sujeitar a cepa
probidtica a condi¢des acidas inicialmente menos rigorosas, um tempo de digestéo
mais longo no estémago sob condigdes de alimentacao pode expor parte do probidtico
dosado a condigdes acidas por um tempo mais longo. Muitos microrganismos
probidticos foram selecionados por sua maior resiliéncia em tais condicdes, e novas
metodologias estédo disponiveis para permitir o encapsulamento de cepas probidticas
para esse fim (COOK et al., 2012).

Lactobacilos e bifidobactérias sdo os grupos de probidticos mais comuns,
outros géneros também sao comercializados como probidticos, como Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Além disso, “novas” espécies de
micrébios benéficos sdo identificadas e estdo sendo investigadas por seu potencial
como probioticos, Akkermansia muciniphila, Bacillus coagulans, Eubacterium
halii e Faecalibacterium prausnitzii. A seguranga € uma caracteristica essencial de
qualquer cepa probidtica comercializada, da qual muitas tém aprovagao regulatoria de

seguranca em nivel de espécie devido ao longo histérico de consumo (EFSA, 2009).
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Segundo Fijan (2014), os beneficios dos probidticos para a saude podem se
manifestar de varias maneiras, através da saude digestiva, imunolégica, metabdlica e
até mental do hospedeiro. O consenso geral € que os beneficios a saude sao
especificos a cepa e ndo podem ser extrapolados para outras cepas, nem mesmo da
mesma especie.

As bactérias probidticas tém muitas propriedades benéficas para controlar a
capacidade das bactérias patogénicas. Muitos probidticos produzem compostos
antimicrobianos, como, por exemplo, acidos graxos de cadeia curta e outros acidos
organicos como por exemplo o acido lactico, diminuindo assim o pH e aumentando o
efeito bacteriostatico dos acidos organicos em relagao aos patdégenos, a produgao de
espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, que séo altamente
reativos e aumentam o estresse oxidativo para patdgenos em microambientes, 6xido
nitrico e bacteriocinas (que sé&o pequenos peptideos microbianos com atividade
bacteriostatica ou bactericida), e estes podem aumentar sua capacidade de competir
contra outros microrganismos gastrointestinais e podem inibir bactérias patogénicas
(ATASSI; SERVIN, 2010).

Alguns individuos podem vivenciar efeitos colaterais relacionados a ingestao
dos probidticos devido a morte dos patdégenos no ambiente intestinal, visto que eles
liberam produtos celulares toxicos ("die-off reaction"). Nesses casos, deve-se persistir
no uso dos probidticos para que haja melhora dos sintomas. Percebe-se aumento
discreto na produgao de gases, desconforto abdominal e até mesmo, em rarissimas
vezes, diarreia, que resolve com o tempo (DELCENSERIE et al., 2008; FOOKS;
GIBSON, 2002; GUARNER, et al., 2017).

1.3.1 Bacillus coagulans

Entre as espécies probidticas de Bacillus a Bacillus coagulans vem sendo
estudada ha muito tempo. Em 1915, Hammer isolou B. coagulans do leite em lata que
estava estragado. Como um tipo de bactéria produtora de acido lactico, em 1933
algumas cepas de B. coagulans foram erroneamente rotuladas como Lactobacillus
sporogenes por Horowitz-Wlassowa e Nowotelnow e posteriormente, foi classificado
como B. coagulans (DUTTA et al., 2011; KARRI et al., 2016).

Existem duas formas basicas de micro-organismos probidticos usados em

alimentos: a forma vegetativa e a forma de esporo. A forma vegetativa é mais
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suscetivel a altas temperaturas, umidade, acidez, vida util de alimentos e condicdes
ambientais negativas durante a fabricagao de alimentos do que a forma de esporo.

Bacillus coagulans é uma bactéria Gram-positiva, anaerébia facultativa, ndo
patogénica, formadora de esporos e produtora de acido lactico. Algumas cepas
de Bacillus coagulans sao capazes de sobreviver a extremos de calor, onde a
temperatura étima de crescimento para B. coagulans é de 35 a 50 °C, a acidez do
estdbmago e acidos biliares, embora, em geral, as cepas dessa espécie sejam bastante
heterogéneas o pH 6timo de crescimento € de 5,5 a 6,5 (ARA et al., 2003; ASAN,
2010; CLERCK et al., 2004; DRAGO; VECCHI, 2009; HEBUTERNE et al.,
2000; KARRI et al., 2016; PATEL et al., 2006).

Estirpes com essas qualidades tém uma chance maior de sobrevivéncia
através do trato gastrointestinal, permitindo assim a populagdo transitéria dos
intestinos delgado e grosso por B. coagulans. Quando administrados por via oral, B.
coagulans também mostraram efeitos benéficos no ambiente intestinal, frequéncia e
caracteristicas das fezes e atributos dérmicos em animais e humanos. Em
comparagao com o0s probidticos comerciais tradicionais, o B. coagulans tem maior
probabilidade de exercer seu papel probidtico no trato intestinal do que os probidticos
vivos tradicionais devido a sua capacidade de produzir esporos. Além de que, pode
sobreviver no estdbmago na forma de esporos e germinar no intestino, exercendo
assim seu efeito probidtico (ADAMI; CAVAZZONI, 1999; ARA et al., 2003; DONSKEY
et al., 2001).

Os esporos de cepas de Bacillus podem sobreviver por anos em seu estado
dormente, mas se receberem o estimulo adequado, eles podem germinar rapidamente
(SETLOW, 2014).Com base em alguns estudos, construiu-se um ciclo de vida de
germinagao de esporos em humanos que provavelmente é adequado para a maioria
das cepas de B. coagulans, no estagio 1, os esporos entram no corpo por via oral e
transitam com seguranga para o estdbmago (Figura 3). A mastigagéo € a primeira
etapa e tem importante influéncia no processo digestivo geral, principalmente na taxa
de esvaziamento gastrico. Apds a degradagdo mecéanica e enzimatica na boca, os
esporos sao transportados através do esdfago para o estdmago por peristalse. A
presenga de sucos gastricos e bile no estdbmago dificultam a germinagao do esporo
de B. coagulans (BERNARDEAU et al., 2017; FAKHRY et al., 2010; GUERRA et al.,
2012; KELLER et al., 2019; MINEKUS et al., 1995; SPINOSA et al., 2000; WODA et
al., 2010).
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Em um adulto, a primeira fase levara aproximadamente trés horas. No estagio
2, ap6s passar pelo estbmago, os esporos comegam a germinar no duodeno e
proliferar na parte superior do intestino delgado. Um ambiente rico em nutrientes com
baixo estresse microbiano €é um fator importante na germinagdo de
esporos . Normalmente, o tempo de residéncia de B. coagulans no intestino delgado
varia de 2 a 5 h. Por ultimo, no estagio 3, o B. coagulans vivo vai descer para o
intestino grosso e esporular na parte inferior do célon. A chance de germinagdo no
intestino grosso € muito baixa devido ao ambiente deficiente em nutrientes e ao
aumento da sensibilidade das células vegetativas na fase exponencial
(BERNARDEAU et al., 2017; CASULA; CUTTING, 2002; TAM et al., 2006).

Figura 3 - Ciclo de vida de B. coagulans no trato digestivo humano

BOCA

Forma: Esporos 9
Tempo: 2s a 10m

ESTOMAGO

Forma: Esporos a

Tempo: 15m - 3h

Os espores entram no final oralle do corpo transito com
———e seguranga através do estdmago. A primeira fase levara
aproximadamente 3 horas.

Apos a passagem através do estdmago, 0s esporos
INTESTINO DELGADO —— . comegam a germinar no duodeno e proliferar na parte

superior o intestino delgado.
Forma: Esporos e
célula vegetativa 9
Tempo: 2s a 10m

INTESTINO GROSSO _l_‘ A bactéria viva ira descer para o intestino grosso e
Forma: Esporos e 1 esporular na parte inferior

célula vegetativa
Tempo: 2s a 10m

Fonte: Adaptado de CAO et al. (2020).

Além de apoiar os efeitos clinicamente benéficos dos microrganismos
probidticos na saude, a formulagdo de produtos alimenticios probidticos tem grande
importancia para consumidores, industria e centros de pesquisa interessados no
assunto. A resisténcia ao calor do probiotico Bacillus spp. em formas de esporos
podem fornecer uma vantagem para alimentos probidticos tratados com calor. Além
disso, B. coagulans esta atraindo interesse devido a sua resisténcia a acido gastrico
sendo mais resistente a antibidticos do que outras Bactéria acido latica (BAL)
(KONURAY, 2018).
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1.4 CAMU-CAMU

A regido amazénica se destaca por suas riquezas naturais, sendo considerada
a maior fonte de diversidade botanica da zona tropical. Sua extensado cobre desde o
Brasil, Bolivia, Colémbia, Equador, Peru e Venezuela (VILLACHICA, 1996). Alguns
frutos desta regidao fazem parte do consumo diario dos moradores devido as suas
capacidades nutricionais e propriedades benéficas, um exemplo de interesse é o fruto
camu-camu, proveniente da camucamuzeira (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh)
caracterizada principalmente pela sua adaptabilidade ao excesso de umidade e agua
no solo, sendo encontrada principalmente em solos alagados proximos a corpos de
agua (RODRIGUES, 2001).

O camucamuzeiro pode se adaptar facilmente a diferentes condigdes
edafoclimaticas, desde secos oxissolos até planicies de inundacao e solos arenosos,
porém com impacto direto em sua producdo. Essa adaptacdo aos solos tem sido
essencial para programas de upscale de cultivo do camu-camu principalmente no
Peru (CASTRO, 2018).

E uma fruteira arbustiva da familia Myrtaceae, popularmente conhecida como
camu-camu, apresenta um importante interesse econdémico, relacionado ao alto teor
de vitamina C em seus frutos, parecidos com cereja, que esta na faixa de 877 a 3.133
mg por 100 g de polpa e grandes quantidades de compostos fendlicos, classificando-
o como um alimento funcional. A industria farmacéutica tem obtido o extrato seco da
polpa com a finalidade de incorpora-lo em diversas formulagdes fitoterapicas (ALVES
etal., 2002; AKTER et al., 2011; CASTRO, 2018; FUJITA, 2015; PINEDO et al., 2004;
RUFINO et al., 2011).

O fruto € uma baga esférica de superficie lisa e brilhante, de cor vermelho-
arroxeada, com dois a quatro centimetros de didametro, contendo de uma a quatro
sementes (Figura 4). O fruto € muito apreciado para a confecgéo de sorvetes, sucos e
licores, apresentando um grande potencial econémico (VILLACHICA, 1996). Porém
para consumo in natura o0 mesocarpo € acido e a casca € suculenta, porém, muito
azeda (GRIGIO et al., 2017; NERI-NUMA et al., 2018).
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Figura 4 - Fruto de Myrciaria dubia (A) Fruto com semente (B)

Fonte: Rosa, 2013. Fonte: Ventura, 2015.

O perfil fitoquimico do camu-camu revela a presenca de varias substancias
bioativas. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) define substancia
bioativa como uma substancia nutriente ou ndo nutriente consumida normalmente
como componente de um alimento, que possui agdo metabdlica ou fisiologica
especifica no organismo humano (ANVISA, 2018). Os membros da familia Myrtaceae
sdo conhecidos devido ao grande potencial biotecnoldgico de suas espécies nativas e
de seus frutos, tendo a possibilidade de industrializagao.

O potencial antioxidante do fruto de camu-camu esta atribuido ao seu alto teor
de acido ascorbico, e também a presenca de compostos fendlicos em sua casca e
sementes (CHIRINOS, et al., 2010). Em relagcédo ao estudo fitoquimico, ha relatos do
isolamento de flavan-3-ol, acido elagico e galico, catequina, kaempferol, quercetina,
rutina, cianidina-3-glucosideo, delfinidina-3-glucosideo (Figura 5), entre outros
(CHIRINOS et al., 2010; FRACASSETTI et al., 2013; BATAGLION et al., 2015).

Estudos destacam ainda outros compostos importantes do camu-camu para a
saude humana, como o B-caroteno e a presenca de minerais essenciais, como calcio
e potassio, que € responsavel por acelerar a absorcao intestinal de vitamina C
(RIBEIRO et al., 2016; YUYAMA; AGUILAR; VALENTE, 2011; ZANATTA;
MERCADANTE, 2007).

De acordo com Albertino et al. (2009), a fruta fornece trinta vezes mais acido
ascorbico que laranjas, além de apresentar aminoacidos e minerais, que servem de
complemento para a absorgéo de vitaminas

A industria farmacéutica tem obtido o extrato seco da polpa com a finalidade
de incorpora-lo em diversas formulagdes fitoterapicas (ALVES et al., 2002; FUJITA,
2015).
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Figura 5 - Substancias isoladas do camu-camu, (a) acido ascoérbico, (b) flavan-3-ol, (c) acido
elagico, (d) acido galico, (e) catequina, (f) kaempferol, (g) quercetina, (h) rutina, (i) cianidina-3-

glucosideo, (j) delfinidina-3-glucosideo



Fonte: Elaborado pelos autores (2021).
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Os antioxidantes naturais, denominados de polifendis ou compostos fendlicos,
apresentam inumeras funcées na planta, como defesa contra herbivoros, insetos,
fungos, virus e bactérias, atracdo de polinizadores e animais dispersores de
sementes, como agentes alelopaticos e prote¢cao dos vegetais contra a luz UV e
visivel, estes compostos sdo em muitos casos também responsaveis por proporcionar
a coloragéao as plantas (DEL RIO et al., 2013).

Grande parte dos compostos fendlicos contidos nas frutas e vegetais estéo nas
formas soluvel e insoluvel. Muitos fatores influenciam a estabilidade dos compostos
fendlicos nas frutas e vegetais desde a coleta, armazenamento e processamento do
alimento e o seu potencial bioativo esta relacionado com a absorcdo desses
compostos durante o metabolismo (FRACASSETTI et al., 2013).

Ja é reconhecida a relagao entre a ingestao de frutos e vegetais e a diminui¢cao
do risco de desenvolvimento de diversas doengas crénico-degenerativas mediadas
pela agdo de radicais livres. O camu-camu contém grande concentragédo de
compostos bioativos que possuem como funcgao, a agao contra esses radicais (YAHIA,
2010).

De acordo com Azevedo et al. (2019), o extrato bruto de camu-camu, sem
purificacéo, representa uma mistura complexa de polifendis, que desempenha efeitos
sinérgicos em efeitos antimutagénicos in vivo. Além disso, nos ensaios realizados, os
grupos de tratamento com trés concentragdes de camu-camu (17, 85 e 170 mg/kg de
massa corporal) ndo apresentaram nenhum tipo de efeito genotdxico ou mutagénico
em comparagdo com controles negativos. Os resultados obtidos indicaram que
extratos de casca e polpa de camu-camu demonstram efeito protetor nos primeiros
estagios de mutagdo, protegendo as células de lesbes primarias no DNA
(genotoxicidade), tais como quebras nas cadeias e/ou locais labeis em alcalis. No
mesmo estudo, os autores constataram que os extratos de camu-camu diminuiram o
estresse oxidativo in vivo e protegeram contra os efeitos mutagénicos de drogas na
medula dssea e em micronucleos do intestino, os quais sdo capazes de prever o risco
de cancer.

Segundo Langley et al. (2015), a farinha produzida de residuos de sementes e
cascas de camu-camu apresenta maior atividade antioxidante quando comparado
com a polpa em po. Foi possivel constatar que o fruto inteiro pode contribuir ndo
somente para o gerenciamento de condi¢gdes inflamatdrias e boa saude em geral,

como também demonstrar acdo potencial antiobesidade, efeito protetor na lesao
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hepatica e potencial para a reducédo do risco de doencas relacionadas ao sistema
imunoldgico.

Alimentos funcionais com propriedades antioxidantes estdo em evidéncia no
mercado brasileiro e internacional e, elucidar o potencial bioativo de frutas brasileiras,
como O camu-camu, € interessante, assim como sua relagdo com a microbiota
humana, visando o desenvolvimento de produtos derivados do camu-camu,
agregando valor aos mesmos (FILHO et al., 2018; LANGLEY et al., 2015).

Estudos sobre a biodisponibilidade destes compostos concluem que a
absorcdo e metabolismo dos mesmos € dependente da microbiota intestinal,
ressaltando que apesar do mecanismo de agao nao estar completamente elucidado,
resultados pré-clinicos indica que os polifendis oriundos da dieta apresentam
atividades prebidticas e favorecem o desenvolvimento da microbiota ndo patogénica,
modulando a composi¢ao e fungdo da microbiota, impactando no quérum bacteriano,
permeabilidade da membrana e ainda a suscetibilidade das bactérias aos xenobidbticos
(SINGH et al., 2019).

A concentracido de compostos polifendlicos detectados na urina, varia de
composto a composto, segundo estudos de biodisponibilidade em humanos. Em torno
de 75 a 99% do total ingerido ndo sédo detectados na urina, logo, sdo os metabdlitos
colonicos que sao absorvidos, distribuidos e posteriormente excretados (SCALBERT;
MANACH; MORAND, 2005).

Boto-Orddiez et al. (2014), observaram o estimulo da colonizagdo intestinal
por bactérias benéficas em resposta ao uso de metabdlitos de antocianinas. Pereira
et al. (2016), fizeram um estudo avaliando as bactérias do queijo Petit Suisse na
presenga do extrato da casca de jabuticaba. A utilizagdo do extrato provocou redugao
na contagem de Lactobacillus acidophilus sem afetar a contagem de Bifidobacterium
lactis, podendo ser uma alternativa para a reducao do estresse oxidativo deste produto
mantendo os micro-organismos desejaveis (PEREIRA et al., 2016).

Neste contexto, tem-se estudado os efeitos benéficos dos polifendis presentes
no camu-camu e a modulagédo da microbiota intestinal. Segundo Anhé et al. (2019), o
camu-camu previne o depdsito de gordura visceral e hepatica, ativa e aumenta o gasto
energético do tecido adiposo marrom sendo que todas estas atividades s&o microbiota
dependentes e correlacionadas com alteragcées no “pool” e composicdo dos acidos

biliares.
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Assim sendo, o desenvolvimento de alimentos ricos em antioxidantes extraidos
de frutos nativos, em especial de subprodutos agroindustriais, representa uma
tendéncia tecnoldgica que deve ser mais investigada (GRANATO et al.,, 2017).
Enriquecer alimentos utilizando antioxidantes € uma maneira de aumentar a ingestao
dos mesmos na dieta alimentar. No entanto, antioxidantes, quando sintéticos, podem
apresentar toxicidade, além de exigirem elevados custos de fabricagdo. Por isso, a
substituicdo por antioxidantes naturais implica em beneficios a saude (SOONG,;
BARLOW, 2004).

1.5 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A demanda dos consumidores por produtos alimentares saudaveis que
previnem doengas aumentou no inicio do século XXI (GUERIN et al., 2017). Estes
modernos consumidores esperam que seus produtos alimenticios melhorem sua
saude, os alimentos que promovem a saude além da nutricido basica sao definidos
como "alimentos funcionais" (MARINO et al., 2017).

O conceito de alimentos funcionais inclui alimentos ou ingredientes alimentares
que contém: probidticos, prebidticos e simbidticos, ou compostos bioativos, como
antioxidantes, minerais, vitaminas e peptideos ativos (MATEJCEKOVA; LIPTAKOVA;
VALIK, 2017).

Pessoas que adotam estilos de vida ativos tendem a buscar os beneficios da
dieta e de suplementos nutricionais que podem melhorar o bem-estar fisico. Muitos
estao familiarizados com proteinas de soro de leite e suplementos de aminoacidos e
seu papel sugerido no aumento da massa muscular em conjunto com o treinamento
apropriado.

A alimentacdo é fator primordial tanto na prevencao de doengas quanto na
promoc¢ao da saude humana, o que possibilita o controle de varias Doengas Cronicas
Nao Transmissiveis (DCNTs), como diabetes, hipertenséo, neoplasias e insuficiéncia
cardiaca. O papel da alimentacdo equilibrada na manutencdo da saude e na
prevencao de doencas vem despertando o interesse da comunidade cientifica
(RAIZEL et al., 2011).

Isso aumentou a demanda por alimentos promotores de saude e bem-estar
com propriedades funcionais (MARTINS et al., 2013), colaborando, assim, para o

desenvolvimento de novos produtos enriquecidos com componentes fisiologicamente



29

ativos (ALVES et al., 2008). Neste contexto, surgem os suplementos alimentares, que
sdo preparacdes destinadas a fornecer nutrientes bioativos como proteinas,
aminoacidos, fibras, vitaminas, minerais e acidos graxos, visando atender a demanda
destes no organismo (BACURAU, 2007). No mercado, existem variadas formulagdes
de suplementos alimentares, porém, ndo € comum encontrar suplementos alimentares
com incorporacao de prebidticos e probidticos.

Os eventos ligados ao desequilibrio no estado nutricional, ma nutricdo e
implicagdo destes no sistema imunoldgico, estdo bem caracterizados na literatura
cientifica, e estes componentes possuem ligagao intima na integridade da resposta
imunolégica devido ao déficit energético e indisponibilidade de micronutrientes
essenciais, que podem ser rapidamente afetados por alteragdes no estado nutricional
(FRANCA et al., 2009).

Uma dessas implicagbes pode ser a desnutricdo, sendo uma comorbidade
frequente em pacientes com cancer avancgado, afetando cerca de 40 a 80%, pacientes
que se encontram internados ou acamados, ou com doengas graves que requerem
intervencdes multidisciplinares sao ou estardo desnutridos, onde as causas se
relacionam com as alteragdes metabdlicas do tumor, efeitos locais da doenca, fatores
psicossociais, efeitos adversos dos tratamentos e inadequada ingestdo alimentar
(LORTON et al., 2020; RAVASCO, 2019).

Entretanto, o alcance do equilibrio nutricional e a consequente homeostasia
metabdlica do organismo ainda sdo um grande desafio, diante de questdes
multifatoriais extrinsecas, como problemas socio econémicos, questdes culturais,
saneamento basico, habitos e estilos de vida, doencas cronicas e outros fatores que
podem influenciar no acesso a uma alimentagdo adequada, e isto pode acarretar em
consequéncias metabdlicas onde o equilibrio tende a ndo ser atingido. As
consequéncias deste desequilibrio podem ter extrema magnitude na resposta
imunoldgica, uma vez que oOrgaos e tecidos produtores de células do sistema
imunolégico, imunoglobulinas, sistema complemento, microbioma intestinal,
defensinas e outras substancias que participam da resposta imunoldgica, sao
diretamente afetados, levando o sistema a imunossupressdo (ALWARAWRAH;
KIERNAN; MACIVER, 2018).

O estado nutricional e a relagdo com as fungdes imunoldgicas também foram
explorados por Sayarlioglu et al. (2006), com pacientes em hemodialise. Estes

pacientes apresentam quadros de subnutricdo, ocasionada pela caréncia de



30

nutrientes essenciais, o que levaria ao desenvolvimento de quadros respiratérios
relacionados a mau funcionamento do sistema imunolégico e consequente diminuigao
na producao de células do sistema imune e componentes que atuam no sistema de
defesa do organismo. E indiscutivel que a deficiéncia ou inadequac&o nutricional pode
prejudicar as fungdes imunoldgicas.

E de conhecimento global que o estado nutricional interfere diretamente na
resposta imunoldgica, sendo que em populagdes onde, em sua alimentagdo, séo
observadas caréncias nutricionais, ha uma maior incidéncia de desenvolvimento de
diversas patologias, e o processo de recuperagao da doenga tende a ser mais longo
(CHANDRA; SARCHIELLI, 1993). Neste contexto, o uso de suplementos alimentares
como complemento da alimentacdo pode trazer beneficios em relacdo a resposta
imunoldgica, reduzindo o poder de infecgdo de determinados patégenos, ou mesmo
acelerando o processo de recuperagao do individuo (OZ, 2017).

No Brasil, os suplementos alimentares sado definidos pela Resolugdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA n°® 243/2018 como "produto para
ingestao oral, apresentado em formas farmacéuticas, destinado a suplementar a
alimentacgao de individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas
ou probidticos isolados ou combinados"”, ndo podendo conter em seus rotulos
alegacoes/finalidade medicamentosa ou terapéutica, seja ela preventiva, paliativa ou
curativa. Tais componentes devem fazer parte de uma estratégia que visa atender as
necessidades de saude do individuo, e sua utilizacdo deve servir de recurso
complementar, no contexto de um estilo de vida saudavel (dieta, atividade fisica,
saude mental, bem-estar social) (ANVISA, 2018).

De acordo com esta Resolucdo, se enquadram nesta definicdo suplementos de
vitaminas e minerais, substancias bioativas e probiéticos, novos alimentos, alimentos
com alegacéao de propriedade funcional, suplementos para atletas e complementos
alimentares para gestantes e nutrizes. Os valores minimos e maximos de utilizagéo
dos compostos, na recomendagado diaria de consumo e por grupo populacional
indicado pelo fabricante, bem como as alegagdes de uso dos compostos, cuja
seguranga fora comprovada, estdo descritos na Instrugdo Normativa IN n° 76 de 2020
(ANVISA, 2020), essa normativa, veio para atualizar a IN n°® 28 de 2018.

E importante salientar que, em outros paises, os termos "suplemento" ou
"nutracéutico", sao utilizados para compostos que ndo se aplicam a legislagao

brasileira vigente, sendo estes, muitas vezes, classificados aqui como medicamentos
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isentos de prescricao (MIPs), ou medicamentos fitoterapicos. Ainda nédo ha, na
literatura cientifica, um consenso ou recomendacdo do uso de nutrientes ou
compostos bioativos, em doses permitidas em suplementos alimentares no Brasil,
com desfecho benéfico que represente redugao da carga viral em infecgdes, aumento
da resposta imunolégica ou mesmo como prevengao de afecgdes virais agudas ou
cronicas (ANVISA, 2020).

A legislacéo vigente para requisitos sanitarios para suplementos alimentares
(RDC n° 243/2018 e IN n° 76/2020), permite a alegagdo de uso em rétulos dos
produtos classificados como “auxiliares no funcionamento do sistema imune”. Dentre
todos os compostos destacados na legislagdo, os que possuem tal alegagéo de uso
sao o acido fodlico, vitamina A, vitamina B12, vitamina B6, vitamina C, vitamina D,
cobre, ferro, selénio e zinco, com seus limites maximos de recomendacgéo diaria como
suplementos alimentares, mas nao atribui propriedade terapéutica ou medicamentosa
a estes compostos (ANVISA, 2020).

Com base no conhecimento teorico, sabe-se que a intervencdo nutricional
precoce com alta ingestdo de proteinas, nutrientes essenciais e a utilizagcdo de
probidticos com propriedades promotoras da saude e no microbioma intestinal, pode
resultar em melhor estado nutricional e qualidade de vida, bem como uma melhor
tolerancia ao tratamento, portanto, considerando as potencialidades do camu-camu e
do probidtico Bacillus coagulans na elaboragéo de alimentos com beneficios de saude,

Esta pesquisa tem como objetivo apresentar uma proposta de uma formulagao
de um suplemento alimentar a base de Whey Protein, enriquecido com camu-camu e

cepa de microrganismo probiético Bacillus coagulans.
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ABSTRACT

Dietary supplements are preparations designed to provide bioactive nutrients
in order to meet the demands of the human body. Thus, this paper aimed to elaborate
a probiotic dietary supplement based on Whey Protein WPCI 80% enriched with camu-
camu extract, which is intended for sports practitioners. The probiotic microorganism
used was Bacillus coagulans, whey was used as a protein source and camu-camu
extract was used due to the high concentration of vitamin C. For the elaborated
formulation, the proposed excipients have been used in order to guarantee stability, in
addition to improving the organoleptic characteristics of the final product. The vitamin
C content of camu-camu extract was determined by the iodometric method, with a
value of 15.84 g/100 grams of extract. The crude protein of the Whey protein input and
of the final product was determined through the Kjedahl method, presenting 77.46 and
48.24 g/100 grams of the product, respectively. The developed supplement showed
high biological value in protein and probiotics, in addition to the presence of vitamin C
with great antioxidant potential, inhibiting damage caused by free radicals arising from
oxidative stress.

KEYWORDS: probiotics, vitamin C, camu-camu, whey protein, supplement

INTRODUCTION

Milk is recognized as the most complete food in nature, presenting important
nutritional components, such as proteins, being grouped into two large classes:
caseins (80%) and whey proteins (20%) others (AGUIAR et al., 2005). , in addition to
water-soluble vitamins such as vitamins B12, vitamin B6, pantothenic acid, riboflavin,
thiamine, vitamin C, retinol (vitamin A) and mineral salts (METSAMUURONEN;
NYSTYOM, 2009).

The whey, known as Whey, English term for whey, has been receiving
attention as a component to be used in human nutrition, whether incorporated into
different food products, or as a protein source in supplements intended for the diet for
athletes, healthy people or with nutritional deficiencies due to some pathology
(HARAGUCHI et al., 2006; SMITHERS, 2008).

Whey Protein (WP) is an alternative oral nutritional supplement (ONS) suitable
for healthy people, athletes or patients with nutritional deficiencies, due to its lactose
and fat free composition, high quality protein with excellent amino acid profiles and
high digestibility. (HA; ZEMEL, 2003).

In this context, food supplements arise, which are preparations designed to
provide bioactive nutrients such as proteins, amino acids, fibers, vitamins, minerals
and fatty acids, aiming to meet the demand of these in the body (RAIZEL et al., 2011).
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The concept of functional foods includes foods or food ingredients that contain:
prebiotics, probiotics and symbiotics, or bioactive compounds such as antioxidants,
minerals, vitamins and active peptides (MATEJCEKOVA et al., 2017).

The science related to probiotics is recent and therefore constantly evolving.
Probiotic bacteria have many beneficial properties to control the ability of pathogenic
bacteria, probiotic microorganisms are generally considered to be beneficial to the
health of the host when used in adequate amounts (COMAK GOCER et al., 2016;
LEBEER et al., 2017).

In addition to incorporating probiotics into food products, probiotic strains are
also supplied as dietary supplements, often aimed at treating specific health problems
(POSSEMIERS et al., 2010).

Bacillus coagulans is a Gram-positive, facultative anaerobic, non-pathogenic,
spore-forming, lactic acid-producing bacterium. Some strains of B. coagulans are able
to survive extremes of heat, where the optimal growth temperature for B. coagulans is
35 to 50 °C, to survive stomach acidity and bile acids. The strains of this species are
quite heterogeneous and the optimum pH for growth is 5.5 to 6 (ASAN, 2010; DRAGO;
VECCHI, 2009; KARRI et al., 2016).

Camu-camu (Myrciaria dubia), a fruit native to the Amazon region, from
camucamuzeiro, is of important economic interest, related to the high content of
vitamin C, phenolic compounds, in addition to B-carotene and the presence of essential
minerals, such as calcium. and potassium, which is responsible for accelerating the
intestinal absorption of vitamin C (AKTER et al., 2011; CASTRO, 2018; FUJITA, 2015;
RIBEIRO et al., 2016; RUFINO et al., 2011; ZANATTA; MERCADANTE, 2007) .

Studies on the bioavailability of these compounds conclude that their
absorption and metabolism is dependent on the non-pathogenic intestinal microbiota,
which has a triple function: protective, trophic and metabolic that promotes the
fermentation of indigestible dietary residues and endogenous mucus (FLINT et al.,
2012).

The human gut contains an intricate ecological community of resident bacteria,
known as the gut microbiota, which plays a key role in host homeostasis. Early
nutritional intervention with a high intake of proteins, essential nutrients and the use of
probiotics with health-promoting properties and in the intestinal microbiome, can result

in better nutritional status and quality of life, as well as better tolerance to treatment,
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therefore, considering the potentialities of camu-camu and the probiotic Bacillus
coagulans in the elaboration of foods with health benefits.

Given the above, this research aims to present a proposal for a formulation of
a food supplement based on Whey Protein, enriched with camu-camu and Bacillus

coagulans probiotic microorganism strain.

MATERIALS AND METHODS

Obtaining dry extract of camu-camu in natura

The fruits were purchased commercially in the city of Vitéria do Xingu, in the
state of Para, in March 2020. The peels, pulp and seeds were frozen and ground in a
ninja BL480D model crusher at 20000 rpm for 40 seconds, then frozen again and then
freeze-dried at -50°C for 72 hours, protected from light (Figure 1).

This technique is also called cryodehydration or cryo-drying, it is a cold drying
process, a controllable method of dehydration of labile products by vacuum
desiccation, which occurs when the temperature and partial pressure of the water
vapor are lower than the triple point of the water (GARCIA, 2009; Semyonov et al.,
2010; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

According to Koroishi (2005), the advantages of the lyophilization process are
the obtaining of a product with high quality, in which it presents low thermal
degradation, concomitantly with retention of volatile materials that provide aroma and

flavor to the product, and with a rigid structure after drying.

Figure 1 - In-natura camu-camu extracts after lyophilization

Source: Elaborated by the authors (2021).
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Obtaining commercial camu-camu dry extract

Commercial camu-camu extract by Florien Fitoativos (Figure 2).

Figure 2 - Commercial camu-camu powder extracts

Source: Elaborated by the authors (2021).

Obtaining the Bacillus coagulans strain

Bacillus coagulans - CGMCC 1.6565 (1 x 109 CFU/g) was purchased by

Laboratorio Biosamer in Chile.

Product formulation

The food supplement was designed by mixing inputs previously weighed and
screened in an 8 mesh (2.36 mm) sieve. Among the inputs, 80% Whey Protein
concentrate, camu-camu extract, Bacillus coagulans, cinnamon, condensed milk
flavoring, xanthan gum, xylitol, apple sugar and colloidal silicon dioxide were used
(Figure 3).
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Figure 3 - Formulation Process

Mixiure {A) Screening (B) Formulation (C)

1: '-_....ﬂ

Source: Elaborated by the authors (2021).

Determination of the pH of camu-camu extracts

The pH of the extracts was evaluated using a pHmeter MPA-210 (GEHAKA
PG1800) previously calibrated in standard buffer solutions with pH 7.0 and pH 4.0.
After calibrating the device, 10g of each extract in 0.1 L of water were transferred to a
0.25 L beaker, and the electrode was immersed, followed by reading (IAL, 2004). The

analysis was carried out in triplicate.

Determination of vitamin C from camu-camu extracts.

Vitamin C is quantified by means of ascorbic acid, which undergoes oxidation
and acts as a reducing agent in the iodine solution, which when reduced forms
hydroiodic acid (Reaction 1). The amount of ascorbic acid contained in camu-camu
extracts was determined by direct titration with potassium iodate (KIO3) and iodine (12)
(IAL, 2004). The starch suspension added to the mixture forms a complex with the
iodine molecules that presents a blue/purple color, used as a visual indicator of the
process. The ascorbic acid content was calculated using Equation 1. The result was

expressed in grams of ascorbic acid/100 g of extract.

__ VaxFcx8,806

AA x 100 (1)
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Where: AA is the total ascorbic acid content of the sample, Va is the volume of
iodine spent in the titration (mL), FC is the correction factor of the 0.1 mol L-1 iodine
solution, 8.806 is the equivalent amount of ascorbic acid per mL of iodine 0.1 mol L-1

and ma is the sample mass (mg) used in the titration.

CeHsOs + |2 — CsHsOs + 2HI (Reaction 1)

Determination of crude protein in whey protein and in the formulation obtained.

Whey Protein Concentrate (WPCI 80) was commercially obtained by Sooro. The
crude protein of the Whey Protein input and the final product was determined through
the Kjedahl process, which follows the steps of digestion, distillation and sample
titration (AOAC, 1998). Approximately 0.2 g of sample was placed in a digestion tube
and 0.01 L of H2SO4 and 2.5 g of catalytic mixture (Na2S04:CuS0O4 1:100 m/m) were
added. Then, the tubes were coupled to a digester block (model 040125, Tecnal), and
the temperature was gradually increased until reaching 350 °C and maintained for 5 h.
In this step, nitrogen was converted into ammonia and the organic compounds into
carbon dioxide and water. After that, 0.04 L of 50% sodium hydroxide was added to
the tubes, and ammonia distillation began in a semi-automatic nitrogen still (model
TEO0364, Tecnal), and the ammonia was collected in an erlenmeyer flask containing
0.03 L of 4% boric acid and 5 drops of mixed indicator (methyl red and bromocresol
green). Subsequently, titration was performed with 0.10 mol L-1 hydrochloric acid, with

a known correction factor. The nitrogen content was calculated using Equation 2.

V*C*f*14*100
m

N (%) = (2)

Where: N is the percentage of total nitrogen in the sample, V is the volume of
hydrochloric acid spent in the titration (mL), C is the concentration of hydrochloric acid
(mol L-1), f is the correction factor for hydrochloric acid em is the sample mass (mg).

Then, the total nitrogen of the sample was converted into crude protein using
the specific factor of 6.38 (1AL, 2004), and calculated through Equation 3.

PB (%) = N (%) * FE (3)
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Where: PB is the percentage of crude protein contained in the sample, N is the

percentage of total nitrogen in the sample, and FE is the specific factor.

The result was expressed in grams of crude protein/100 g of product.

RESULTS AND DISCUSSION

Product formulation

The proportions indicated in Table 1, after homogenizing the inputs for one

minute, the 30 g of the product were packed in amber packaging (Figure 2).

Table 1 — Formulation composition

Item Ingredient Quantity (g)
= 1 Whey Protein Isolate 20
o (WPI 80)
o 2 Camu-camu extract 0.3
=
< 3 Bacillus coagulans 1
4 Cinnamon 0.5
5 Condensed Milk 5
(72]
% 6 Xanthan Gum 0.1
= 7 Xylitol 1.5
3 8 Apple sugar 1.5
9 Colloidal Silicon 0.1
Dioxide
TOTAL 30

Source: Elaborated by the authors (2021).

For the elaborate formulation, the proposed excipients were used in order to

guarantee stability, in addition to improving the organoleptic characteristics of the final

product, and thus, promoting a better acceptance by the consumer. The concentrations

used for the development of the food supplement are in agreement with Rowe et al.
(2009) in their book titled Handbook of Pharmaceutical Excipients.

Cinnamon and the aroma identical to natural condensed milk were used as

flavoring agents, responsible for imparting the flavor and aroma to the final product.

Xanthan gum is an agent used to increase the viscosity of the external phase of a
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suspension, reducing the sedimentation rate of the particles, being considered a
viscosity donor agent to the medium (FERREIRA; VILLANOVA, 2006).

Xylitol and apple sugar are sweeteners used to sweeten the preparation
(FERREIRA; VILLANOVA, 2006). Colloidal silicon dioxide is an adsorbent, acting as a
viscosity donor to the medium (ROWE et al., 2009)

Determination of pH and ascorbic acid in camu-camu extracts.

The pH values obtained were very close, and indicated that the pH of the extracts
is acidic (pH<7), being 2.45 and 2.33 for the in natura and commercial extracts,
respectively. The concentration of ascorbic acid in the commercial sample was five
times higher than in the in-natura sample. This difference may be related to the
maturation stage of the fruit, since the samples presented different colors, and the
concentration of ascorbic acid increases with maturation (Table 2) (YUYAMA et al.,
2002).

Extracts pH determinations Ascorbic acid content
(g/ 100g of extract)
In-natura Camu-camu 2,45 2.94
Commercial Camu-camu 2,33 15.84

Source: Elaborated by the authors (2021).

The human organism does not synthesize vitamin C, so the choice of camu-camu
was due to the high content of ascorbic acid, and the presence of phenolic compounds
in its bark, pulp and seeds (CHIRINOS et al., 2010). As the product was formulated for
sports practitioners, vitamin C provides antioxidant activity by inhibiting injuries caused
by free radicals from oxidative stress, preventing the formation of lesions and loss of
cell integrity. In addition, vitamin C participates in the synthesis collagen that increases
the level of healing (MAY; QU, 2005).

Studies also highlight other important compounds of camu-camu for human
health, such as B-carotene and the presence of essential minerals such as calcium

and potassium, which are responsible for accelerating the intestinal absorption of
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vitamin C (RIBEIRO et al., 2016; YUYAMA et al., 2002; ZANATTA; MERCADANTE,
2007).

According to Anvisa (RDC No. 269, of September 22, 2005), the recommended
daily intake of vitamin C is 45mg for adults. For this reason, 0.3g of the commercial
camu-camu extract was used in the formulation. The in natura extract showed low
solubility in the finished product (30g) after being diluted in water (0.18 L). Moreover,
due to the lower amount of vitamin C, it would need a much larger amount of dry extract
than the commercial extract. Thus, we have opted for using the commercial extract in
the preparation of the formulation (ANVISA, 2005).

Determination of the crude protein content in Whey protein and in the food

supplement.

The crude protein content was determined in the Whey Protein WPCI 80%
commercial product and in the prepared dietary supplement (Table 3). The results
showed that Whey Protein WPCI 80% has 77.46% crude protein in its composition.
Thus, the amount of 20g of Whey Protein WPCI 80% used in the formulation (Table 1)
provided 14.77g of crude protein, which corresponds to 49.24% per 30g serving. This
proposed amount of crude protein for the developed supplement is in accordance with

RDC n°® 269/2005 and with other commercial supplements ranging from 15g to 229.

Table 3 - Determination of crude protein in Whey Protein WPCI 80% and in dietary supplement

Products Crude Protein (g/ 100g of the
product)
Whey Protein WPCI 80% 77.46
Dietary Supplement 49.24

Source: Elaborated by the authors (2021).

Bacillus Results

Some species of probiotics, for instance the lactobacilli, are very sensitive to
normal physiological conditions, such as low stomach pH and bile salts, and the
viability of bacteria is affected by manufacturing, storage and transport methods. In this
sense, according to Bressuire-Isoard et al. (2018), B. coagulans survive in the stomach

in the form of spores and germinates in the small intestine, thus exerting their probiotic
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effect. Consequently, they present themselves as a great option due to their high ability
to resist extremes, such as heat, stomach acidity and bile salts, and because of these
characteristics, they survive passage through the gastrointestinal tract (BRESSUIRE-
ISOARD et al., 2018; KELLER et al., 2019). In addition, they are resistant to antibiotics,
being non-transferable to pathogenic bacteria, they do not show signs of toxicity or
mutagenic effects, showing negative results for chromosomal aberrations
(BRESSUIRE-ISOARD et al., 2018; MONGKOLTHANARUK et al., 2011).

For the elaborated formulation, the proposed excipients were used in order to
guarantee stability and improve the organoleptic characteristics of the final product.
Thus, promoting a better acceptance by the consumer. The concentrations used for
the development of the dietary supplement are in agreement with Rowe et al. (2009)
on their book entitled Handbook of Pharmaceutical Excipients.

Cinnamon and flavor identical to natural condensed milk were used as flavoring
agents, responsible for giving the final product the flavor and aroma. Xanthan gum is
an agent used to increase the viscosity of the external phase of a suspension, reducing
the sedimentation speed of particles, being considered a donor agent of viscosity to
the medium (FERREIRA; VILLANOVA, 2006).

Xylitol and apple sugar are sweeteners used to sweeten the preparation
(FERREIRA; VILLANOVA, 2006). Colloidal silicon dioxide is an adsorbent, which acts
as a viscosity donor to the medium (ROWE et al., 2009).

CONCLUSION

The WPCI 80% probiotic food supplement, enriched with camu-camu extract
was designed to meet the demands of the organization of sports practitioners, being
also suitable for healthy people or for patients with nutritional deficiencies. Due to the
high resistance of Bacillus coagulans to temperature and acidity, added to the Vitamin
C content of camu-camu, it was decided to use it in the formulation, as it is a bacterial
species that produces lactic acid, which has an essential attribute to be used as a
probiotic. Probiotic microorganisms belonging to the genus Bacillus spp. are
nutritionally attractive because of their inherent stability as a spore-forming bacteria.
Spores allow a prolonged shelf life and increase the ability of the microorganism to

survive gastric barriers, which proves to be an advantage over lactobacilli.
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The excipients used for the formulation were proposed in order to guarantee the
stability and improve the organoleptic characteristics of the final product. The results
show that a food supplement was obtained based on Whey Protein, enriched with
camu-camu and Bacillus coagulans qu'un probiotic microorganism strain, which

showed satisfactory results in terms of protein content and resistance to acidity.
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