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RESUMO

Existe uma intima correlacdo entre as propriedades térmicas de nutracéuticos em po,
utilizados na prevencéo e tratamento de doencas relacionadas & microbiota intestinal, e sua
estabilidade e funcionalidades. A estabilidade de bactérias nessas formulagdes, por sua vez,
depende da umidade relativa (UR) em que o p6 é armazenado, o que interfere diretamente
na sua atividade de agua (a.). O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
temperatura e da umidade relativa sobre a estabilidade térmica e microbioldgica, e as
potenciais funcionalidades de formulagdes nutracéuticas contendo Limosilactobacillus
fermentum 296, quercetina (QUE) e resveratrol (RES) durante o armazenamento
refrigerado e em temperatura ambiente. Inicialmente, foi avaliada a estabilidade
microbioldgica e térmica da formulacdo apds o processo de umidificacdo, alcancado a
partir da exposicdo por 15 dias a diferentes umidades relativas (11, 22 e 33% UR) e
temperaturas de armazenamento (4 e 25 °C). Foram utilizadas técnicas de calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG) para avaliar mudancas estruturais,
fisicas e quimicas da amostra. Ndo houve diferencas significativas nas temperaturas de
reducdo de massa e de reacdes endotérmicas da formulacdo sob as 3 diferentes UR,
indicando uma estabilidade do nutracéutico. A formulacdo sob umidificacdo a 11% UR em
refrigeracdo mostrou uma maior contagem de células viaveis quando comparada as outras
URs (22 e 33%) e a temperatura ambiente. Posteriormente, a formulacdo foi armazenada
sob UR controlada de 11% e temperaturas refrigerada (4 °C) e ambiente (25 °C) durante 90
dias, sendo realizada a contagem de células viaveis, a avaliacdo do perfil fisiologico das
células, a mensuracdo do conteudo de QUE e RES, e a capacidade antioxidante
formulacdo. O estado fisiologico das células de L. fermentum 296 foi semelhante apos o
periodo de umidificacdo de 15 dias nas 3 condicdes de UR, e no periodo de 90 dias de
armazenamento sob UR de 11% também houve semelhanca entre as duas temperaturas
(refrigeracdo e ambiente). L. fermentum 296 apresentou maior contagem de células viaveis
(>6 log UFC/g) até o dia 90 de armazenamento sob temperatura de refrigeracdo do que sob
temperatura ambiente tanto na formulacdo contendo os compostos fendlicos, quanto na
formulacdo controle. Durante o armazenamento sob temperatura de refrigeracdo e
ambiente, ndo ocorreram perdas no conteddo de QUE e RES e foi mantida a capacidade
antioxidante da formulagdo. Os resultados mostraram que a maior funcionalidade potencial
da formulacdo nutracéutica avaliada durante o armazenamento a longo prazo (90 dias)
pode ser garantida sob 11% UR e temperatura de refrigeracdo. Este estudo contribuiu com
informacbes que preenchem uma lacuna a respeito do processo de estabilizacdo de
nutracéuticos liofilizados com probidticos, quercetina e resveratrol apos a umidificacdo sob
diferentes UR e o controle das condi¢c@es de armazenamento.

Palavras-chave: Probidticos; Compostos Fendlicos; Nutracéutico; Estabilidade;
Funcionalidade.



ABSTRACT

There is a close correlation between the thermal properties of powdered nutraceuticals,
used in the prevention and treatment of diseases related to the intestinal microbiota, and
their stability and functionality. The stability of bacteria in these formulations, in turn,
depends on the relative humidity (RH) in which the powder is stored, which directly
interferes with its water activity (aw). The aim of this work was to evaluate the effects of
temperature and relative humidity on the thermal and microbiological stability, and the
potential functionalities of nutraceutical formulations containing Limosilactobacillus
fermentum 296, quercetin (QUE) and resveratrol (RES) during cold storage and at room
temperature. Initially, the microbiological and thermal stability of the formulation was
evaluated after the humidification process, achieved from exposure for 15 days to different
relative humidities (11, 22 and 33% RH) and storage temperatures (4 and 25 °C).
Differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetry (TG) techniques were used
to evaluate structural, physical and chemical changes in the sample. There were no
significant differences in the mass reduction and endothermic reaction temperatures of the
formulation under the 3 different RH, indicating a stability of the nutraceutical. The
formulation under humidification at 11% RH in refrigeration showed a higher viable cell
count when compared to the other RHs (22 and 33%) and at room temperature.
Subsequently, the formulation was stored under a controlled RH of 11% and at refrigerated
(4 °C) and ambient (25 °C) temperatures for 90 days, with viable cells being counted, the
physiological profile of the cells evaluated, the measurement of QUE and RES content,
and formulation antioxidant capacity. The physiological state of L. fermentum 296 cells
was similar after a 15-day humidification period in the 3 RH conditions, and in the 90-day
storage period at 11% RH there was also a similarity between the two temperatures
(refrigeration and room temperature). L. fermentum 296 showed higher viable cell counts
(>6 log CFU/g) up to day 90 of storage at refrigerated temperature than at room
temperature both in the formulation containing the phenolic compounds and in the control
formulation. During storage at refrigerated and ambient temperature, there were no losses
in the content of QUE and RES and the antioxidant capacity of the formulation was
maintained. The results showed that the highest potential functionality of the nutraceutical
formulation evaluated during long-term storage (90 days) can be guaranteed under 11%
RH and refrigeration temperature. This study contributed information that fills a gap
regarding the stabilization process of lyophilized nutraceuticals with probiotics, quercetin
and resveratrol after humidification under different RH and control of storage conditions.

Keywords: Probiotics; Phenolic Compounds; Nutraceutical; Stability; Functionality.
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1 INTRODUCAO

A caracterizacdo fisico-quimica de ingredientes solidos de uma formulagao
nutracéutica € parte importante do processo de desenvolvimento do produto, pois suas
propriedades podem impactar a estabilidade e as propriedades bioldgicas dos componentes
bioativos presentes na formulacdo (DE ANDRADE et al., 2020), havendo a correlagéo
entre as propriedades térmicas de nutracéuticos em pé e as contagens de células vidveis
nestes produtos (DANTAS et al,, 2021). A estabilidade das células de bactérias
probidticas, por sua vez, depende principalmente da atividade de dgua (a.) do produto e da
umidade relativa em que o p6 é armazenado, sendo que valores de a. abaixo de 0,4
resultam geralmente em maior estabilidade na viabilidade das células durante o
armazenamento prolongado (ROMANO et al., 2018). Devido a exposi¢do a agua, umidade
ou temperaturas variadas durante o processamento ou armazenamento, 0S COMPOStos
solidos que contém hidroxilas podem resultar na formacdo de formas mais instaveis,
amorfas, ou em uma mistura de formas cristalinas, sendo necessario que se avalie fatores
como termoestabilidade, polimorfismos, incompatibilidades e degradacéo de produtos com
matrizes solidas (BORGHETTI et al., 2012; JUNIOR et al., 2018).

Os nutracéuticos sdo importantes para a prevencdo e tratamento de doencas
relacionadas a microbiota intestinal (CHIU et al. 2020), uma vez que esta tem relacdo com
funcgoes fisiologicas, como absorcdo e metabolismo de nutrientes, regulacdo da imunidade,
atividade antitumoral, atuacdo como barreira biologica, além da melhora de fungdes
cognitivas e endocrinas (EASTWOOD et al., 2021; GONG et al., 2020), e quando
desregulada, pode estar envolvida no surgimento de doencas cronicas nao transmissiveis e
outras condicdes indesejadas de saude (OTEIZA et al., 2018). Os principais componentes
utilizados pela industria séo os probidticos, compostos fendlicos e fibras dietéticas (FENG
et al. 2020).

O desafio de encapsular bactérias probidticas para formulacdo de nutracéuticos
consiste na selecdo de um grau adequado do material encapsulante e do processo
apropriado que proporcione a manutencao da viabilidade das células bacterianas e longo
tempo de armazenamento, especialmente se as células estiverem armazenadas sob
temperatura e umidade ambientes (YING et al., 2016). Dados da literatura revelam que a

presenca de compostos fendlicos aumenta a sobrevivéncia de probidticos em diferentes
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matrizes alimentares, melhorando as caracteristicas gerais de qualidade dos alimentos e
potencializando os efeitos benéficos a salude de ambos os componentes (SOUZA et al.,
2018). Dentre os compostos fendlicos, a quercetina (3,3”,4°,5,7-pentahydroxyflavone) se
destaca por ser um flavondide que possui potencial de melhorar o balango microecoldgico,
com efeitos de aumento na adesdo de espécies de Lactobacillus, e, consequente,
otimizacdo da colonizacdo intestinal, além de modular os processos de encapsulacdo desses
micro-organismos (CHAVARRI et al., 2010; VOLSTATOVA et al., 2017). Por sua vez, 0
resveratrol  (3,5,4’-trihydroxy-trans-stiloeno) pertence ao grupo dos estilbenos,
caracterizado como potente antioxidante. Ainda, possui a capacidade de estimular o
crescimento de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. e melhorar os efeitos promotores
de salde de bactérias probidticas (ARCANJO et al., 2019; MONTELLA et al., 2013).

Em estudo anterior foi desenvolvida uma formulacdo nutracéutica composta por
Limosilactobacillus fermentum 296, quercetina e resveratrol. A cepa L. fermentum 296 foi
isolada de subprodutos do processamento de morango (GARCIA et al., 2016) e testada em
relacdo aos aspectos de seguranca para o consumidor e funcionalidades fisiologicas in vitro
e in vivo, com resultados que caracterizaram o seu potencial probidtico (ALBUQUERQUE
et al. 2017; CAVALCANTE et al. 2019; FERREIRA et al., 2022; FREIRE et al., 20213;
FREIRE et al.,, 2021b; OLIVEIRA et al. 2020). A formulacdo apresentou elevadas
contagens de células viaveis da cepa probidtica durante exposicdo a condicdes simuladas
do trato gastrointestinal e durante o armazenamento refrigerado prolongado (SAMPAIO,
2020).

Para estabelecer as condicdes de armazenamento que mantenham o0s aspectos
relativos a funcionalidade da formulacdo composta por L. fermentum 296, quercetina e
resveratrol, o presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia da umidade relativa
no perfil fisioldgico e na estabilidade térmica dessa formulacdo. Para isso, foram realizadas
analises das condicdes fisioldgicas e contagem de células viaveis de L. fermentum 296,
calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria para mensurar a estabilidade
térmica. Esse parametros também foram utilizados para avaliar a influénca da temperatura
de armazenamento da estabilidade da formulacdo, associados a quantificacdo de quercetina
e resveratrol por cromatografia liquida de alta eficiéncia e a atividade antioxidante da
formulacdo por reducdo dos radicais ABTS e DPPH para acompanhar a estabilidade dos

compostos fendlicos presentes na formulagéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FORMULACOES NUTRACEUTICAS

Os alimentos fornecem energia, gordura, proteinas, carboidratos e vitaminas para o
corpo humano. No entanto, novos componentes bioativos presentes em alimentos tém sido
alvo de pesquisas, como carotendides, compostos fendlicos e glicosinolatos (NIJHAWAN,
2020), os quais tém sido explorados na composicdo de nutracéuticos. O termo
“nutracutico” foi usado pela primeira vez em 1989 pelo Dr. Stephen L. DeFelice,
fundador e presidente da Foundation for Innovation in Medicine (FIM), sendo um hibrido
das palavras “nutri¢cdo” e “farmacéutico”, e definido como “um alimento (ou parte de um
alimento) que prové beneficios médicos ou a saude, incluindo a prevengdo e/ou tratamento
de uma doen¢a” (GHAFFARI; ROSHANRAVAN, 2020).

Os compostos/componentes bioativos utilizados para a elaboragédo de nutracéuticos
sdo derivados de vérias plantas, vegetais e frutas, e podem exercer diversas fun¢bes no
instetino, particularmente no colon, incluindo reducdo de inflamacgédo, inibicdo do
desenvolvimento de cancer e promocdo do crescimento de probidticos (FENG et al.,
2020). Estudos também tém mostrado os efeitos neuroprotetores de nutracéuticos por meio
da regulacdo do metabolismo de energia, do estresse neuro-oxidativo e da
neuroinflamacdo, bem como auxiliando na  neurogénese (EASTWOOD;
VENKATAKRISHNAN; WANG, 2020).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) nédo reconhece o
termo nutracéutico e sim alimentos com alegac@es de propriedade funcional e/ou de salde.
A alegacdo de propriedade funcional refere-se ao papel metabolico ou fisiolégico que o
nutriente ou o ndo nutriente desempenha no crescimento, desenvolvimento, manutencéo e
em outras funcdes normais do organismo humano. Ja a alegacdo de propriedade de saude
afirma, sugere ou implica a existéncia de relacéo entre alimento ou ingrediente com doenca
ou condicdo relacionada a satde (BRASIL, 1999).

Os suplementos de competéncia da ANVISA que veiculem essas alegacdes devem
ser enquadrados e registrados na categoria de substancias bioativas e probidticos isolados
(Resolucdo n° 02, de 07 de janeiro de 2002) (BRASIL 1999, 2002). Também podem seguir

a RDC 240/2018, que dispde sobre as categorias de alimentos e embalagens isentos e com
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obrigatoriedade de registro sanitario; a RDC 241/2018, que dispde sobre 0s requisitos para
comprovacdo da seguranca e dos beneficios a salde dos probidticos para uso em
alimentos; a RDC 243/2018, que dispde sobre os requisitos para composicdo, qualidade,
seguranca e rotulagem dos suplementos alimentares e para atualizacdo das listas de
nutrientes, substancias bioativas, enzimas e probi6ticos, de limites de uso, de alegacdes e
de rotulagem complementar destes produtos; e a IN 28/2018, que estabelece as listas de
constituintes, de limites de uso, de alegacOes e de rotulagem complementar dos
suplementos alimentares.

Os nutracéuticos sdo comercializados na forma de pilulas, p6s ou outras formas
medicinais para fins especificos de salde, sendo os suplementos para imunidade, suporte
articular, nutricdo esportiva, cuidados cardiacos, redutores de colesterol, fortalecimento de
pele e cabelo, suplemento de coldgeno e queima de gordura algumas das categorias mais
vendidas no mercado em todo o mundo (TRIPATHI et al., 2020).

Existem limitagdes na aplicacdo de compostos bioativos na industria de alimentos e
de nutracéuticos, como por exemplo a adicdo de compostos lipofilicos a matrizes aquosas,
que podem comprometer tanto os aspectos sensoriais quanto a vida de prateleira do
produto. Componentes com alto ponto de fusdo também podem causar precipitacdo ou
sabor desagradavel na ingestdo. Essa instabilidade quimica pode acarretar em degradacgéo
dos compostos durante o armazenamento. Estratégias, como o0 uso de nanocristais para
compostos fendlicos, a exemplo do resveratrol, bem como o uso de nanoparticulas,
nanoencapsupacdo ou nanoemulsdo tém sido exploradas para otimizar a estabilidade desses
produtos no trato gastrointestinal (CHEN e HU, 2020).

Os principais obstaculos enfrentados para a estabilidade de probi6ticos em
formulagdes nutracéuticas durante o armazenamento séo as mudancas de pH, a presenca de
oxigénio, hidrogénio e peroxido, a umidade relativa e as altas temperaturas (YAO et al.,
2020). Assim, € necessaria a implementacdo de métodos que permitam predizer as
condicdes de armazenamento de produtos desidratados de forma a preservar a viabilidade
das células bacterianas. 1sso pode ser feito por meio do controle dos valores de atividade de
agua e umidade dos produtos desidratados para permitir que as células das culturas
probidticas mantenham suas funcdes estruturais e bioldgicas (RASCON et al., 2018). No
que diz respeito a viabilidade de culturas probioticas, a atividade de agua € ainda mais

importante que a umidade, pois se refere a dgua presente na matriz que ndo esta ligada a
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outras moléculas, estando disponivel para o metabolismo dos microrganismos
(VESTERLUND, SALMINEN, SALMINEN, 2012). Essa viabilidade pode ser observada
por meio de métodos que avaliem o estado fisioldégico das células, a exemplo da citometria
de fluxo, pois muitas vezes sua atividade metabdlica pode estar presente mesmo quando
ndo ha o aparecimento em cultivo em meio de cultura. Células nesse estado sdo chamadas
de viaveis mas ndo cultivaveis, e entram nessa condicdo como uma resposta de protecéo a
um ambiente estressor. Esse estado fisiologico € reversivel e ainda pode apresentar efeitos
benéficos a salde do hospedeiro apds a suplementacdo (DAVIS, 2014; RODRIGUES et
al., 2021; ZHANG et al., 2020).

A liofilizacdo é uma técnica de secagem amplamente utilizada para preservar
culturas probidticas na forma de p6 desidratado, visto que aplica baixas temperaturas que
tendem a ser menos danosas aos microrganismos. Quando empregada na elaboracéo de
nutracéuticos gera produtos caracterizados pela baixa densidade, alta porosidade e boa
retencdo de aroma e sabor (PELLICER et al., 2019; VELLY et al., 2015). Nesse processo
geralmente ocorre consideravel reducdo do nimero de células bacterianas vidveis devido a
reducdo da atividade de agua, ja que a perda de agua ocasiona danos celulares. Assim, o
uso de crioprotetores, como sacarose, glicerol ou proteinas, durante 0 método também é
requerido para melhor protecdo dessas células (OBRADOVIC et al., 2022
TYMCZYSZYN et al., 2011).

Os frutooligossacarideos (FOS) surgem como agentes crioprotetores de culturas
probidticas, cujo efeito sobre as cepas veiculadas se deve a dois fatores: i) a capacidade de
repor moléculas de agua durante a desidratacdo, mantendo as estruturas bioldgicas em
condicBes hidratadas; e ii) a capacidade de formar matrizes vitreas (vitrificacdo),
interagindo com a membrana das bactérias e propiciando um estado de alta viscosidade e
baixa mobilidade que impedem interacGes moleculares (ROMANO et al., 2016;
TYMCZYSZYN et al., 2012).

Os FOS sdo compostos por um pequeno nimero de unidades de frutose ligadas por
pontes (2—1)-B-glicosidicas, tendo uma unica D-glicose terminal. Podem ser obtidos por
sintese enzimatica ou por hidrélise da inulina a partir de fontes naturais (MARTINS,
2019). O efeito protetor dos carboidratos em materiais desidratados se deve a sua
habilidade de formar matrizes vitreas e suprimir a mudanca de fase de cristalino para uma
fase de gel (SIEMONS et al., 2020).
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Muitos carboidratos sdo usados para a encapsulagdo de probidticos por meio do
processo de liofilizagdo. No entanto, poucos estudos tém reportado o uso de FOS,
provavelmente devido aos seus limites de aplicagdo por conta da sua baixa temperatura de
transicdo vitrea (RAJAM; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015). A estabilizacdo de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus com FOS foi avaliada por Romano et al.
(2016), sendo relatado que o efeito do FOS na protecdo das células bacterianas
provavelmente se deu em decorréncia da formacédo de estados vitreos.

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) é a temperatura em que um polimero rigido
deixa o estado endurecido, ou vitreo, para um estado mais flexivel ou eléstico (MICHEL,;
FERRIER, 2020). Assim, se a temperatura do meio aumenta e exceda a Tg, o material
torna-se significativamente amolecido (BANDYOPADHYAY et al.,, 2020). Mudancas
cumulativas na umidade relativa atmosférica em contato com o liofilizado acarretam em
evolucdo da a, do produto e consequente perda do estado amorfo, ideal para o sucesso do
armazenamento, afetando a qualidade e estabilidade do material, especialmente quando se
relaciona a culturas bacterianas (GONZALEZ et al., 2020; ROMANO et al., 2016). A
adicdo de umidade em matrizes liofilizadas pode causar desequilibrio e transformacéo do
estado sélido em um estado mais plastico fluido quando a Tg é ultrapassada (SERNA-
COCK; VARGAS-MUNOZ; APONTE, 2015).

O estado fisico da matriz do material encapsulado é crucial para a estabilidade das
células bacterianas. Uma viscosidade extremamente alta dos produtos desidratados em
estado amorfo pode reduzir a mobilidade molecular, minimizando reagdes quimicas
adversas. Para isso, a temperatura de armazenamento deve permanecer abaixo da Tg, e um
dos fatores que influencia essa transicdo de estado é a atividade de dgua (DIANAWATI;
MISHRA; SHAN, 2013). Dianawati et al. (2013) observaram por meio da analise de
calorimetria exploratoria diferencial que cepas de Lactobacillus acidophilus e Lactococcus
lactis microencapsuladas apresentaram maior Tg quando submetidas ao processo de
secagem por liofilizagdo quando comparada com a secagem por aspersao.

Para o controle da qualidade do produto armazenado, algumas técnicas sdo
empregadas para verificar e validar as caracteristicas de estabilidade microbioldgica e
estrutural dos componentes. A citometria de fluxo é um método empregado para avaliar
mais de um parametro numa solucdo de células coradas com reagentes fluorescentes por

meio da aplicacéo de lasers de luz (MCKINNON, 2018). A termogravimetria monitora ou
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analisa perda ou agregacdo de massa a amostra em temperaturas variadas. Por sua vez, a
calorimetria exploratoria diferencial realiza a medida do fluxo de calor, sendo capaz de
identificar mudancas de fase, sem que haja variacbes de massa, como mudancas
estruturais, reacdes e transicdes sdlido-sélido, cristalizacdo, fusio, dentre outras (MITIC et
al., 2017).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser utilizada para separacdo e
identificacdo de compostos através da passagem da amostra por uma coluna contendo uma
fase estacionaria especifica, que ird interagir de forma diferente com cada composto, seja
hidrofilico ou hidrofébico, permitindo um diferente tempo de passagem e,
consequentemente, quantificacdo dos componentes de forma precisa. Durante o
armazenamento, essa técnica pode ser empregada para avaliar a degradacdo de compostos
fendlicos por meio da medida de mudangas no seu conteddo nas amostras analisadas
(ESTEKIA; SHAHSAVARIA; SIMAL-GANDARA, 2019; RUMINSKA et al., 2021).

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados pelas células de
plantas, sendo um grande e estruturado grupo de componentes organicos com diferentes
propriedades quimicas, fisicas e biologicas. Sao divididos em fendis simples, como &acidos
fendlicos e alcodis fendlicos, e polifendis, como flavonoides, lignanas, estilbenos e taninos.
Uma caracteristica comum é a presenca do grupo hidroxil conectado diretamente ao anel
aromatico (KORZENIOWSKA,; LESKA; WIECZOREK, 2020).

Os compostos fenolicos possuem de forma geral moderada solubilidade em agua e
peso molecular de 500 a 4000 Dalton. S&o reportados como tendo diversos efeitos
biologicos, incluindo propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e
antiviral, além de desempenharem importante papel na prevencéo de varias doencas, como
cancer e doencas cardiovasculares. Do ponto de vista econdmico, a Grand View Research
anunciou que o mercado global de compostos fendlicos foi avaliado em USD $1,28
milhdes de dblares em 2018, e que houve um incremento de 7,2% nesse valor em 2019, o
que se deve ao aumento da conscientizacdo de salde pelos consumidores e aumento da

populacdo geriatrica em certos segmentos geograficos (SIACOR et al., 2020).
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Comumente, os compostos fendlicos sdo usados como antioxidantes em alimentos a
fim de aumentar a vida de prateleira. Além disso, ja foram relatados -efeitos
antimicrobianos sobre E. coli, K. pneumoniae, B. cereus, A. flavus e A. parasiticus (LI et
al., 2020).

Poucos estudos tém avaliado a bioacessibilidade de compostos fendlicos, que €
definida como a quantidade do constituinte que chega ao intestino pela liberagcdo da matriz
ingerida, estando disponivel para atravessar a barreira intestinal. Sampaio et al. (2020)
submeteram formulacGes nutracéuticas contendo cepas de Limosilactobacillus fermentum
(139, 263 e 296), quercetina e/ou resveratrol a digestdo gastrointestinal in vitro para
estimar a bioacessibilidade destes compostos e observaram valores de bioacessibilidade
potencial maior que 50% para o resveratrol e maiores que 29% para a quercetina, 0s quais
foram similares aos reportados em outros estudos (CHEN et al., 2018; QIU et al., 2017).

O meio gastrointestinal, com suas variacdes de pH e enzimas, pode afetar as
moléculas bioativas. Embora haja uma baixa absorcdo desses componentes no lumen
intestinal, a microbiota colonica fermenta os compostos fendlicos com a producdo de
metabolitos que, por sua vez, serdo absorvidos. Assim, as propriedades bioldgicas dos
compostos fendlicos dietéticos ndo dependem apenas da quantidade ingerida, mas da
fracdo que é liberada pela matriz alimentar que vira a ser disponivel para absorcao
(GARZON; VAN DE VELDE; DRAGO, 2020).

Fatores como a presenca de iluminacdo incandescente, irradiacdo solar e
ultravioleta, sdo responsaveis pela degradacdo da quercetina e pela conversdo do trans-
resveratrol na sua forma menos bioativa. Quercetina e resveratrol sdo facilmente oxidaveis
e hidrolisaveis, revelando uma maior necessidade de haver um controle das condicdes de
armazenamento para a manutencdo da sua funcionalidade (LIU, et al., 2022; WANG et al.,
2021; WU et al., 2022; ZHU et al., 2021).

2.2.1 Quercetina

Os flavonoides sdo considerados uma classe de fitoquimicos polifendis que inibem
a inflamacdo em muitos modelos animais de doencas crénicas, além de reduzirem a
inflamacdo intestinal (PEI; LIU; BOLLING, 2020). A quercetina é um tipo de flavonoide
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dietético encontrado em vérias frutas e vegetais, como cerejas, brdcolis, cebola roxa e
manga. E composta por dois anéis benzeno ligados a um anel pirona. Recentemente, suas
atividades, como antioxidante, anti-inflamat6rio, antimicrobiano, antineoplasico,
neuroprotetor e antialérgico, tém sido comprovadas (WANG et al., 2020).

A biodisponibilidade da quercetina pode variar de 0 a 50%. Este composto permeia
o epitélio intestinal de forma passiva, podendo ser metabolizada pelos enterdcitos e
hepatécitos, formando componentes glicuronidados, sulfatados ou metilados. Seus
principais metabolitos sdo quercetina-3-glicuronideo, 3’-metilquercetina-3-glicuronideo e
quercetina-3’-sulfato. A suplementacdo oral de quercetina em doses acima de 1 g por dia
por trés meses ndo resultou em efeitos adversos. Porém, a administracdo intravenosa de
quercetina em doses de 10,5 mg/Kg em pacientes com cancer resultou em nauseas,
sudorese, vOmitos, rubor e dispneia, enquanto doses de 51,3 mg/Kg apresentaram
toxicidade renal (BIANCATELLI et al., 2020).

De acordo com a EFSA (2011), a quercetina pode ser utilizada com a proposta de
beneficios de protecdo do DNA, das proteinas e dos lipidios contra danos oxidativos,
embora tenha sido relatado que beneficios a satde cardiovascular, mental, hepatica e renal
precisariam ser mais bem explorados. Estudos mais recentes mostram que a suplementacao
de quercetina com doses de 120 a 190 mg por dia pode reduzir a pressao sanguinea
sistolica (BRULL et al., 2015), biomarcadores cardiovasculares, como colesterol total,
colesterol ndo-HDL e apolipoproteina B (BURAK et al., 2019), exercer efeitos anti-
inflamatérios por reducdo de IL-1B, IL-10 e TNF-oo (CHEKALINA et al., 2019) e
aumentar funcdo endotelial, reduzindo inflamacdo e contribuindo para efeitos
cardioprotetores (DOWER et al., 2015). Porém, o maior problema com o uso terapéutico
da quercetina € sua baixa solubilidade em agua, baixa bioacessibilidade e transformacao
bioguimica em condicdes fisiolégicas (CHOUDHARY et al., 2020; CAl et al., 2013).



23

Figura 1. Estrutura quimica da quercetina.

Fonte: Imran et al. (2020).

2.2.2 Resveratrol

Os estilbenos tém recebido grande atencdo por suas fungbes na saide, como
atividades antioxidante e anticancer (ZHOU, 2020). O resveratrol é um estilbeno presente
em muitas plantas, atuando na resposta a injdrias ou a patégenos, como bacterias e fungos.
As fontes alimentares de resveratrol incluem uvas, mirtilos, framboesas e amoras, além de
ser encontrado em elevada concentracdo no vinho tinto (REPOSSI, 2020). A literatura
relata diversos efeitos bioativos desse composto, como antioxidante, anti-inflamatorio,
anticancer, cardioprotetor, neuroprotetor e regulador da homeostase de glicose (CHEN et
al., 2019).

Apesar de apresentar boa taxa de absor¢do quando ingerido por via oral, podendo
alcancar biodispobilidade de 70%, o intenso metabolismo no figado e nos intestinos reduz
a disponibilidade sistémica do resveratrol para 5%, formando compostos glicuronidados e
sulfatados com menor atividade biolégica. Seu isdmero trans aparenta ser mais
biologicamente ativo que seu isbmero cis, mas fatores como a oxidacao pelo ar, exposicao
a luz, bem como a oxidacdo enzimatica e as altas temperaturas podem levar a conversao da
forma trans para a cis (ROBERTSON et al., 2022).

Sintomas gastrointestinais e diarreia podem aparecer em casos de suplementacao de
resveratrol com doses acima de 1 g por dia, sendo consenso da EFSA (2016) que a
suplementacdo com doses de 150 mg por dia é considerada segura. Alguns estudos clinicos
realizados com a suplementacdo de resveratrol com doses de 75 a 150 mg por dia
obtiveram resultados positivos na reducgdo de colesterol total e triglicerideos em individuos
dislipidémicos (SIMENTAL-MENDIA; GUERRERO-ROMERO, 2019), na melhora de
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humor e cognicao e reducdo do risco de desenvolvimento de deméncia em mulheres pds-
menopausa (EVANS; HOWE; WONG, 2016), melhora da taxa de ultrafiltracdo renal
(LIN; SUN; LIN, 2016) e aumento da capacidade de acoplamento neurovascular (WONG;
RAEDERSTORFF; HOWE, 2016). No entanto, trona-se necessario o uso de estratégias
para estabilizar o resveratrol durante a digestdo, considerando que apenas 70% da
quantidade ingerida é absorvida, revelando um alto metabolismo intestinal (NAVARRO et
al., 2018; WALLE et al., 2004).

Figura 2. Estruturas quimicas do resveratrol.

cis-resveratrol trans-resveratrol
Fonte: Venuti et al. (2018).

No Quadro 1 sdo mostrados os resultados de estudos clinicos realizados com a
suplementacdo de resveratrol e de quercetina, seja em dose Unica ou por um periodo de
tratamento, principalmente no manejo de condi¢cdes inflamatorias, dislipidémicas e

cardiovasculares.
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Quadro 1. Ensaios clinicos com a suplementacgéo de diferentes doses de quercetina ou resveratrol com efeitos avaliados sobre a satde.

Autor Composto Dose Resultados
ARZOLA-PANIAGUA et al. Resveratrol 100 mg Maior perda de peso, de circunferéncia da cintura e aumento dos niveis de leptina em
(2016) (6 meses) individuos em dietas com restri¢do caldrica, quando combinado com o medicamento orlistat.
BASHMAKOQV et al.... (2014) Resveratrol 2x50 mg Redugdo do tamanho de Ulceras no pé e reducédo dos niveis de fibrinogénio no plasma em
(60 dias) pacientes com diabetes mellitus tipo 2.
BHATT et al. (2012) Resveratrol 250 mg Redugdo da pressdo sistolica sanguinea e dos niveis de colesterol total, LDL e hemoglobina
(3 meses) glicada em individuos com diabetes melittus tipo 2.
BRULL et al. (2015) Quercetina 162 mg Redugdo de 3.6 mmHg da pressdo sistdlica sanguinea em individuos com sobrepeso e
(6 semanas) obesos.
BURAK et al. (2019) Quercetina 190 mg Reducao de biomarcadores cardiovasculares como colesterol total, colesterol ndo-HDL,
(8 semanas) endotelial e apolipoproteina B em adultos saudaveis ndo obesos.
CHEKALINA et al. (2018) Quercetina 120 mg Efeitos anti-inflamatorios, redugdo dos niveis de IL-1pB, IL-10, e TNF-0, e reducdo da
(2 meses) atividade da NF-kB em pacientes com doenca arterial coronariana.
CHEN et al. (2015) Resveratrol 2x150 mg Reducdo de ALT, AST, marcadores inflamatorios (TNF-a), LDL, colesterol total, resisténcia
(3 meses) a insulina e glicemia em individuos com esteatose hepética ndo-alcodlica.
CHOI et al. (2015) Quercetina 100 mg Melhora de fun¢do endotelial através da dilatacdo fluxo-mediada em individuos com
(12 semanas) sobrepeso e ohesos.
DOWER et al. (2015) Quercetina 160 mg Efeitos cardioprotetores melhorando a funcdo endotelialial e reduzindo a inflamagdo em
(4 semanas) homens e mulheres hipertensos.
EVANS et al., (2017) Resveratrol 75 mg Melhora de humor e cognicéo, e reducdo do risco de desenvolvimento de deméncia em
(14 semanas) mulheres p6s menopausa.
FUJITAKA et al. (2011) Resveratrol 100 mg Melhora de funcdo endotelial através da dilatacdo fluxo-mediada em individuos com
(3 meses) sindrome metabdlica.
HUSSAIM et al. (2012) Quercetina 400 mg Reducdo da glycemia pds-prandial por inibicdo da o -glucosidase em pacientes com diabetes
(dose Unica) melittus tipo 2.
KIM & YIM (2015) Quercetina 100 mg Efeito antioxidante prevenindo a redu¢do da atividade da enzima superdxido dismutase, bem
(12 semanas) como a producdo de espécies reativas de oxigénio em mulheres obesas.
LEE et al. (2011) Quercetina 100 mg Melhora do perfil lipidico, da glicemia e da pressdo arterial em individuos homens fumantes

(10 semanas)

saudaveis.
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LEE et al. (2016) Quercetina 100 mg Redugdo de peso e de percentual de gordura em individuos com sobrepeso e obesidade.
(12 semanas)
LIN et al. (2016) Resveratrol 150 mg Melhora no volume e taxa de ultrafiltracdo em pacientes de dilise peritoneal.
(12 semanas)
MAZLOOM et al. (2014) Quercetina 250 mg Melhora do perfil antioxidante e reducdo de LDL oxidado em pacientes com diabetes
(8 semanas) melittus tipo 2.
SIMENTAL-MENDIA, Resveratrol 100 mg Redugdo nas concentracdes de colesterol total e triglicerideos em individuos com
GUERRERO-ROMERO (2019) (2 meses) dislipidemia.
TIMMERS et al. (2011) Resveratrol 150 mg Redugdo da pressdo sistolica sanguinea, do indice HOMA, da glicose e triglicerideos
(30 dias) circulantes, e de marcadores inflamatérios em homens obesos.
WITTE et al. (2014) Resveratrol 200 mg Reducdo de TNF-a e IL-6 e melhora do perfil de hemoglobina glicada em adultos saudaveis
(26 semanas) com sobrepeso.
WONG et al. (2013) Resveratrol 75 mg Melhora de funcdo endotelial através da dilatagdo fluxo-mediada em individuos obesos.
(6 meses)
WONG et al. (2016) Resveratrol 75 mg Melhora da capacidade de acoplamento neurovascular e do desempenho em teste multi-
(dose Unica) tarefa em individuos com diabetes melittus tipo 2.
ZAHEDI et al. (2013) Resveratrol 40 mg Reducdo de TNF—a e IL-6 em jogadores de basquete profissionais.
(6 semanas)
ZHU et al. (2012) Resveratrol 50 mg Reducédo da metilacdo de do gene supressor do cancer de mama RASSF-1a com 0 aumento

(12 semanas)

dos niveis séricos de resveratrol.
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2.3 MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

Probiéticos sdo definidos como “organismos Vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro” e podem atuar
beneficamente sobre a microbiota intestinal. Esse grupo de micro-organismos
comecaram a ter seu valor comercial reconhecido apenas a partir do século 20, sendo
uma area dominada pelas companhias de alimentos e suplementos nutricionais
(O’TOOLE; MARCHESI; HILL, 2017). Para obterem essa nomenclatura, devem ser
viaveis de armazenamento, e devem sobreviver as condicBes adversas do trato
gastrointestinal, aderindo a mucosa intestinal do hospedeiro. Estudos tém comumente
estabelecido uma dose de 108-10%8 UFC/g ou mL para resistir & digestdo e chegar ao
intestino nas quantidades adequadas, porém a quantidade minima recomendada ndo é
bem estabelecida, e os efeitos variam conforme a espécie e da matriz (GROM et al.,
2020).

Os produtos probidticos sdo encontrados em duas categorias, laticinios
(alimentos funcionais) e ndo laticinios (incluindo suplementos farmacéuticos ou
nutracéuticos), e podem conter uma ou mais cepas selecionadas. Os géneros trabalhados
mais comumente para o desenvolvimento de produtos probidticos sdo Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus e Enterococcus. Algumas cepas do género
Bacillus e Saccharomyces também sdo utilizadas. O mecanismo de acdo, ainda nédo
totalmente elucidado, pode ser resumido em trés aspectos: i) modulacdo da composicédo
da microbiota, ii) estimulacdo da funcdo da barreira intestinal, e iii) inducdo de
respostas imunoldgicas (AL-QYSI et al., 2020).

Os géneros de bactérias mais explorados como probidticos sdo Lactobacillus e
Bifidobacterium, os quais possuem o status Generally Regarded as Safe (GRAS) nos
Estados Unidos, ou Qualified Presumption of Safety pela European Food Safety
Authority (EFSA) (O’TOOLE; MARCHESI; HILL, 2017). O género Lactobacillus é
um membro comum do intestino delgado de humanos e outros mamiferos, mostrando
importante papel na regulacdo da homeostase. E uma bactéria latica (BAL)
heterofermentativa comumente encontrada em vegetais fermentados, possuindo

alegacdo de GRAS. Além disso, faz parte da microbiota intestinal infantil, vaginal, e do
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leite humano, além de serem frequentemente isoladas da microbiota fecal de idosos
saudaveis (ALE et al., 2020).

Limosilactobacillus fermentum, anteriormente denominado Lactobacillus
fermentum (ZHENG et al., 2020), é encontrado ndo apenas em ecossistemas vegetais de
fermentacdo alimentar, mas também em ambientes como leite humano, cdlon, trato
urogenital e cavidade oral (VERCE, DE VUYST e WECKX, 2020). As bactérial laticas
possuem a enzima Oxido nitrico sintase (NOS) que oxida a L-arginina em L-citrulina e
Oxido nitrico (NO). Em mamiferos, o NO est4 envolvido em processos bioldgicos
relacionados a inibicdo patogénica da regulacdo da pressdo sanguinea (LUO et al.,
2020). Os beneficios comprovados dos microrganismos probioticos a saude sdo cepa
dependentes e ndo devem ser extrapolados para outras cepas (ALMADA et al., 2016;
ZENDEBOODI et al., 2020).

Toshimitsu et al. (2019) realizaram a suplementacdo de Lactiplantibacillus
plantarum OLL2712 em 30 individuos de 35 a 65 anos com niveis de glicose entre 105
e 130 mg/dL e observaram melhora nos niveis de glicose plasmatica, de glicoaloumina
e de resisténcia a insulina, além de reducdo de proteina quimiotatica de mondcitos 1 e
interleucina 6. No estudo de Mikelsaar et al. (2020), a suplementacdo da cepa L.
plantarum Inducia DSM21379 em 12 voluntarios aumentou a excrecdo urinaria de
derivados de poliaminas, o que foi associado com elevacdo moderada de mondcitos e
interleucina 6, indicando uma modulacgéo positiva da defesa imune inata.

Um estudo de revisdo sitematica indicou que a suplementacdo de diferentes
compostos bioativos, a exemplo de hesperidina, curcumina, rutina, acido feralico, acido
galico, extratos ricos em compostos fendlicos e flavonoides, é eficaz na melhora de
sintomas e marcadores associados com doencas de Huntington, Alzheimer e Parkinson
(ARRUDA et al. 2020).

Garcia et al. (2016) isolaram e identificaram BAL de subprodutos do
processamento de frutas como abacaxi, acerola, graviola, manga e morango. A cepa L.
fermentum 296 foi identificada dentre os demais géneros e espécies. Foram realizados
testes in vitro para avaliar o potencial probidtico por Albuquerque et al. (2017),
seguindo uma série de testes para verificacdo das propriedades de seguranca
(susceptibilidade a antibidticos, atividade hemolitica e degradacdo de mucina), de

funcionalidade fisiologica (tolerancia a acidos e sais biliares, desconjugacdo de sais

28



29

biliares, hidrofobicidade da superficie celular, autoagregagdo e coagregacdo com L.
monocytogenes e E. coli, atividade antagonista a patdgenos e exposi¢cdo a condigdes de
trato gastrointestinal simulado) e tecnoldgicas (atividade proteoitica e lipolitica,
tolerdncia a NaCl e producdo de exopolissacarideo e de diacetil). Foram observados
bons resultados nas condicdes avaliadas, estando a cepa L. fermentum 296 entre as que
obtiveram melhor desempenho no conjunto de testes realizados, sendo compativel com
propriedades probioticas e caracterizada como candidato para inclusdo em testes in vivo
e testes clinicos subsequentes.

Cavalcante et al. (2019) realizaram testes in vivo suplementando 1x10° unidades
formadoras de colonia (UFC) de L. fermentum 296 em ratos machos recebendo dieta
high fat, com o objetivo de avaliar os efeitos em parametros de perfis lipidicos e
glicidicos, alem de parametros cardiovasculares. Apds quatro semanas de intervencéo,
foram observadas melhoras em parametros alterados em desordens cardiometabolicas,
como colesterol, triglicerideos e presséo sanguinea, sugerindo-se que a administracédo de
L. fermentum 296 pode ser uma estratégia para a prevencao da hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia induzidas pela dieta.

Oliveira et al. (2020) realizaram testes pré-clinicos com a suplementacdo pés
desmame de 1x10° UFC de L. fermentum 296 em ratos machos e fémeas da prole
expostos a dislipidemia materna durante gestacéo e lactacdo. Foram avaliados pressdo
sanguinea, tonus simpatico, barorreflexo, quimiorreflexo periférico e paradmetros
glicolipidicos. A intervencao por oito semanas produziu efeitos positivos de reducdo da
colesterolemia, com melhora do perfil lipidico e dos niveis séricos de malondialdeido,
além de ter atenuado a resposta excitatoria simpatica, o tdnus simpatico e o estresse
oxidativo. A cepa L. fermentum 296 também foi administrada em um mix com outras
cepas (L. fermentum 139 e L. fermentum 263) em ratos wistar submetidos a dieta high
fat, sendo observados reducdo de hiperglicemia e hiperlipidemia e aumento da
capacidade antioxidante no colon e no coracdo em ratos machos (FREIRE et al., 2021a),
bem como elevagdo do conteudo de acidos graxos de cadeia curta nas fezes e aumento
da capacidade oxidativa no coracdo, célon, figado e rins nas fémeas (FREIRE et al.,
2021b). Além disso, essa suplementacdo em ratos machos sob as mesmas condicdes de
dieta causou melhora no perfil da microbiota intestinal, com aumento da populagéo de

Firmicutes e reducdo da populacdo de Proteobactérias e Epsilonbacteraeota e melhora
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do perfil lipidico, da resisténcia insulinica, da disfuncdo autonémica e da pressao
sanguinea (FERREIRA et al., 2022).

H& a hipdtese de que a atividade antioxidante de Lactobacillus se deve a
ativacdo da via Keapl/Nrf2/ARE e inativacdo da via NF-kB/STAT3, com a produgéo de
enzimas antioxidantes, como superdéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,

conforme mostrado esquematicamente na Figura 3 (NASCIMENTO et al., 2022).

Figura 3. Mecanismo de acdo da atividade antioxidante de bactérias do género

Lactobacillus.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Nascimento et al. (2022).

Dessa forma, 0 mecanismo proposto justificaria os resultados dos estudos em
modelos animais, em que foram observados o aumento da capacidade antioxidante em
orgaos especificos apos a suplementacdo com cepa isolada ou com a combinacdo de

diferentes cepas.
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2.4 INTERACAO ENTRE COMPOSTOS FENOLICOS E PROBIOTICOS

Comumente, os compostos antioxidantes sdo adicionados juntos as bactérias
probidticas na formulacdo de nutracéuticos com a finalidade de causarem protecdo a
estes microrganismos contra danos oxidativos. Os agentes antioxidantes usados no
encapsulamento podem ser naturais, como a quercetina, o a-tocoferol, o carvacrol e o
catecol, ou compostos fendlicos sintéticos, acidos organicos ou enzimas. Estudos com a
incorporagdo de agentes antioxidantes no encapsulamento tém demonstrado bons
resultados na reducdo da oxidacdo lipidica e no controle do crescimento microbiano em
alimentos (BRAGA, 2019). Os compostos fendlicos afetam a sobrevivéncia de bactérias
probidticas e possuem atividade antimicrobiana frente a microrganismos patogénicos, a
exemplo de Clostridium perfringens, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Streptococcus mutans, e fungos, como Candida albicans, Microsporum gypseum e
Trichophyton rubrum (CHAN et al., 2018).

Tem-se evidenciado os efeitos dos compostos fendlicos também no aumento da
adesdo, crescimento e sobrevivéncia de cepas probioticas, demonstrando protecdo as
células bacterianas frente as condi¢Ges encontradas na passagem gastrointestinal
(SOUZA et al., 2018). Llano et al. (2017) consideraram que os efeitos benéficos dos
compostos fenolicos sobre os probidticos se devem ao metabolismo desses compostos
pelos probioticos, ao impacto dos compostos fendlicos na capacidade dos probidticos de
inibirem a ades@o de patdgenos as células intestinais e a sua influéncia na viabilidade
dos probioticos. Assim, 0s autores testaram a combinacdo dos polifendis do vinho com
cepas probidticas especificas de oito diferentes blends comerciais e comprovaram que
algumas cepas de BAL sdo capazes de metabolizar compostos fendlicos, liberando
metabolitos conhecidamente produzidos in vivo apds o consumo do vinho.

Araujo et al. (2020) avaliaram o efeito protetor de subprodutos de frutas, como
acerola, caju e goiaba, sobre a estabilidade das cepas Lacticaseibacillus paracasei L10,
Lacticaseibacillus casei L-26 e Lactobacillus acidophilus LA-05 durante a liofilizacdo e
armazenamento. Foi observado aumento da estabilidade dos probi6ticos nos processos
de desidratracdo e vida de prateleira sob refrigeracdo, o que foi associado com os altos
teores de compostos fendlicos presentes nessas frutas e nos seus residuos. Por sua vez,

Oliveira et al. (2020) verificaram aumento do conteldo de compostos fendlicos totais
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no subproduto do processamento de acerola e goiaba quando fermentadas com um blend
de L. casei L-26, L. fermentum 56, L. paracasei 106 e L. plantarum 53.

Caracteristicas de tolerancia a diferentes valores de pH, autoagregacéo,
coagregacdo e antagonismo a patdgenos por cepas de Lactobacillus na presenca de
quercetina e resveratrol foram avaliadas por Santos et al. (2019). Foi observado que,
embora a toleréncia das cepas testadas ao pH acido e aos sais biliares ndo tenha sido
alterada, houve aumento da sua hidrofobicidade da superficie e da habilidade de
agregacao e coagregacdo, e, em alguns casos, aumento da sobrevivéncia em condi¢cdes
gastrointestinais simuladas in vitro.

A combinacédo de quercetina e resveratrol tambeém foi avaliada na modulagéo da
microbiota intestinal em ratos com obesidade induzida por dieta high fat associada a
dishbiose. Foi demonstrada a reducdo do ganho de peso, da massa de tecido adiposo
visceral, dos lipidios séricos e inflamagdo, bem como diminuicdo da abundancia de
Firmicutes nas fezes (ZHAO, et al., 2017).

Sampaio et al. (2021) desenvolveram e avaliaram in vitro formulacGes
nutracéuticas compostas pelas cepas de L. fermentum 139, 263 e 296, quercetina e
resveratrol, com base na sua estabilidade durante o armazenamento e durante a
simulacdo de trato gastrointestinal (TGI). Foram observadas contagens maiores que 9
log UFC/mL até o final de 90 dias de armazenamento sob refrigeracdo, enquanto sob
temperatura ambiente houveram reducdes significativas nas contagens das trés cepas.
Também foi observado que QUE e RES protegeram L. fermentum durante a exposicédo
ao TGI simulado.

Considerando-se que a umidade, a temperatura, a oxidacdo e a temperatura de
fusdo de alguns compostos sdo fatores que influenciam na estabilidade biolégica e na
utilizacdo tecnoldgica dos componentes dos nutracéuticos, especificamente o0s
compostos fendlicos e probidticos, torna-se de interesse a investigacdo das
caracteristicas térmicas da formulacdo nutracéutica contendo L. fermentum 296,
quercetina e resveratrol para determinacdo das temperaturas de transicdo vitrea, fusdo e
degradacdo dos seus componentes em diferentes umidades relativas e,
consequentemente, valores de a,, bem como verificar o efeito do armazenamento em

diferentes temperaturas com umidade relativa controlada na estabilidade da formulacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO E DESENHO EXPERIMENTAL

As analises foram realizadas no Laborat6rio de Microbiologia e Bioquimica de
Alimentos/Departamento de Nutricdo/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal da Paraiba (LMBA/CCS/UFPB), Laborat6rio Multiusuario de Caracterizacao e
Andlises/Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos/Universidade Federal da
Paraiba (LMCA/IPeFarM/UFPB), Laboratdrio de Controle de Qualidade Fisico-
Quimico/Departamento  de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da
Saude/Universidade Federal da Paraiba (LCQFC/DCF/UFPB) e no Laboratério de
Bromatologia/Departamento de Nutricdo/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal da Paraiba (LABROM/DN/UFPB). A Figura 4 abaixo representa o desenho
condutor do estudo, contendo as etapas de umidificacdo (fase 1) e armazenamento (fase

2), e as respectivas analises realizadas em cada momento.

Figura 4: Fluxograma dos procedimentos metodoldgicos.

FASE 1 FASE 2
s e Umidade Relativa:
¢ 11%
L. fermentum 296 119 25°C 4C 25°C
LF: Cepa + FOS ) 22% 4°C T 7
LFQR: Cepa + FOS + QUE + REs  Liofilizacio 235 25°C 0 15 30 60 90
: : O .
FOS: 200 mg 33 4°C vy S =
RES: 150 mg : 339% 25°C R
QUE: 160 mg D15 dias - -..""'."".-'-: P
% 8 oo
Termoestabilidade (DSC e TG) Contagem de células vidveis
Atividade de dgua Status fisiolégico (PI + cFDA)
Contagem de células vidveis Atividade antioxidante (ABTS e DPPH)
Status fisiolégico (P1 + cFDA) Quantificacio de quercetina e resveratrol (HPLC)

Fonte: Autor.

3.2 CEPA POTENCIALMENTE PROBIOTICA E PREPARACAO DO INOCULO

A cepa L. fermentum 296 isolada de subprodutos de processamento de morango

(GARCIA et al., 2016) e previamente caracterizada como potencialmente probidtica
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(ALBUQUERQUE et al., 2017; GARCIA et al., 2016) foi utilizada para a producdo das
diferentes formulagdes nutracéuticas. Essa cepa foi identificada usando a analise de
sequenciamento do gene 16S rRNA (GARCIA et al., 2016). As culturas estoques foram
armazenados a —20 °C em caldo de Mann, Rogosa e Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai,
india) contendo glicerol (20 mL/100 mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Antes da
utilizagdo nos ensaios, a cepa foi cultivada em caldo MRS (HiMedia, Mumbai, india) a
37 °C por 20 - 24 h (fase estacionaria de crescimento), centrifugada (4000x g, 10 min, 4
°C), lavada em solucdo salina esterilizada (0,85 g/100 mL) e ressuspensa em &agua
esterilizada para obter suspensdes celulares com contagens de células viaveis de
aproximadamente 10 log de Unidades Formadoras de Colonias/mL (UFC/mL) quando
inoculada em agar MRS (HiMedia).

3.3 PREPARACAO DAS DIFERENTES FORMULACOES NUTRACEUTICAS

A suspensdo recem-preparada da cepa de L. fermentum 296 foi usada para
producdo de duas formulacdes diferentes, sendo: i) cepa suspensa em agua destilada
esterilizada (1 mL) com fruto-oligossacarideos [FOS, 20% p/v; contendo de 30 a 42%
de 1-Kestose (GF2), 45 A 57% de Nistose (GF3), e 5 a 15% de Frutofuranosil nistose
(GF4)], denominada LfF (controle); e ii) cepa suspensa em agua destilada esterilizada (1
mL) com RES (150 mg) + QUE (160 mg) + FOS (200 mg), denominada LfFQR. As
concentracdes de QUE e RES foram selecionadas de acordo com doses efetivas e
seguras sugeridas por meta-analises de ensaios clinicos utilizando esses compostos para
obtencdo de beneficios cardioprotetores (DOWER et al., 2015; EFSA, 2016). FOS,
QUE e RES foram obtidos da Sigma-Aldrich (pureza > 95%; St. Louis, EUA).

As diferentes formulagdes foram submetidas ao congelamento a -20 °C por 24 h,
sendo em seguida liofilizadas em temperatura de -55 + 2 °C, com pressao de Vvacuo
<138 uHG, taxa de liofilizacdo de 1 mm/h, por aproximadamente 40 horas, utilizando
liofilizador de bancada (LIOTOP, Modelo L-101, S&o Carlos, SP, Brasil). Em seguida,
as amostras foram distribuidas a 4 e a 25 °C durante 15 dias sob protecdo de luz em
criotubos abertos dentro de dessecadores contendo solucdes saturadas de cloreto de litio

(20 g/5 mL de agua destilada), acetato de potassio (20 g/6,5 mL de agua destilada) e
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cloreto de magnésio (35 g/2 mL de agua destilada) (Sigma Aldrich) para o alcance de
atmosfera controlada em 11, 22 e 33% de umidade relativa, conferindo,
respectivamente, atividades de &dgua de 0,18, 0,26 e 0,30 para a formulagdo LF, e 0,19,
0,27 e 0,29 para a formulacdo LFQR na etapa de umidificacdo. Os valores de atividade
de agua foram determinados em equipamento medidor de atividade de dgua (Novasina
apparatus, model LabSwift-aw, Lachen, Suica).

Apo6s o periodo de umidificacdo, os criotubos foram tampados, sendo mantidos
em dessecadores contendo a umidade relativa cujas amostras apresentaram as mais
elevadas contagens de células viaveis, e armazenados sob refrigeracdo (4 + 0,5 °C) e
temperatura ambiente (25 £ 0,5 °C) por 90 dias sob protecéo de luz.

3.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL E TERMOGRAVIMETRIA

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria
(TG) foram utilizadas para determinar mudancas fisicas, quimicas e estruturais nas
formulacdes apds a liofilizacdo. As curvas DSC foram obtidas em um calorimetro
modelo DSC-50 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) utilizando o software Tasys (Shimadzu) em
uma Unica repeticdo. 2 mg de cada formulacdo foram pesados em um cadinho de
aluminio fechado e a analise foi realizada a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min até
atingir 450 °C sob atmosfera de nitrogénio e vazdo de 50 mL/min. As curvas TG foram
obtidas com um calorimetro modelo TGA-50 (Shimadzu) utilizando o software Tasys
em uma unica repeticdo. 5 mg de cada formulacdo foram pesados em cadinho de
alumina e a analise foi realizada a uma taxa de 10 °C/min até atingir 900 °C sob

atmosfera de ar sintético e vazdo de 20 mL/min.

3.5 CONTAGENS DE CELULAS VIAVEIS

As contagens de células viaveis de L. fermentum 296 foram determinadas antes e
apos liofilizacdo, no dia 15 de umidificacdo e durante o armazenamento (dia zero, 15,
30, 60 e 90, a 11% UR). As formulacdes foram reidratadas com 1 mL de &gua destilada

esterilizada a temperatura ambiente (25 £ 0,5 °C) por 15 min. Dilui¢des seriadas foram
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subsequentemente realizadas com solugéo salina esterilizada (NaCl, 0,85 g/100mL) e
aliquotas de 100 uL dessas dilui¢bes foram inoculadas em 4gar MRS (HiMedia) usando
a técnica de espalhamento (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001), seguindo
por incubacdo (48 h, 37 °C) sob anaerobiose (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid,
Hampshire, Reino Unido). No final do periodo de incubag&o, as coldnias visiveis foram
enumeradas e os resultados foram expressos como log UFC/g. O limite de deteccdo da
analise foi <2 log UFC/g.

3.6 DETERMINACAO DO ESTADO FISIOLOGICO DAS CELULAS
BACTERIANAS

Os tamanhos das subpopulacfes de L. fermentum 296 com diferentes estados
fisiologicos foram medidos no dia 15 de umidificacdo e durante o armazenamento (dia
zero, 15, 30, 60 e 90, a 11% UR) por meio da técnica de citometria de fluxo. As analises
foram realizadas com uso de citémetro de fluxo com emissédo de laser de argénio a 488
nm e 640 nm (BD Accuri C6, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) contendo
dois detectores de dispersdo de luz (FSC e SSC) e quatro detectores de fluorescéncia. O
detector de fluorescéncia denominado de canal FL1 detecta luz com comprimento de
onda de 533 nm £ 30 nm e foi utilizado para coletar fluorescéncia na cor verde, a fim de
verificar marcagdes com diacetato de carboxifluoresceina (cFDA). O detector de
fluorescéncia denominado de canal FL3 detecta luz com comprimentos de onda >670
nm e foi utilizado para coletar fluorescéncia na cor vermelha, a fim de verificar
marcacdes com iodeto de propidio (P1).

Os niveis do limiar para aquisicdo de dados foram definidos com os detectores
de dispersdo de luz. Na dispersdo direta (foward scatter, FSC) utilizou-se o valor de 30
000 e na disperséo lateral (side scatter, SSC) foi utilizado o valor de 12 000 com o
intuito de eliminar particulas muito menores do que as células intactas e delimitar as
células bacterianas, respectivamente.

As amostras de cada formulacdo foram diluidas em 3 mL de &gua destilada e
filtradas utilizando-se filtro de seringa com fibra de vidro e poro de 1 pm.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4500 rpm por 10 minutos a 4 °C,

lavadas com PBS e submetidas novamente & centrifugacdo. O precipitado foi reidratado
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em 600 pL de PBS e dividido em amostras brancas e coradas. As amostras que foram
duplamente coradas com Pl e cFDA (3 pL de cada, na proporgdo 1:100) foram
incubadas por 15 minutos em local escuro, e reidratadas em 300 pL de PBS, seguindo
para a leitura no citdmetro de fluxo.

Cada aquisicdo de amostra foi feita com uma configuracdo de baixa taxa de
fluxo (12 pL/minuto) e um total de 10 000 eventos foram analisados por amostra. Foi
utilizada uma compensacdo automatica para os dados obtidos. A coloracdo com o PI
avalia a integridade da membrana celular, enquanto o fluorocromo cFDA identifica a
presenca de respiracdo celular. Dessa forma, os eventos lidos foram interpretados com
base nas marcacfes como: i) células vivas integras (coradas apenas com o marcador
cFDA), ii) células vivas injuriadas (coradas com os marcadores cFDA e P1), iii) células
mortas (coradas apenas com o marcador PI), e iv) artefatos da amostra (ndo corados
com nenhum dos marcadores). A analise dos dados foi realizada com o software BD
Accuri C6 (Becton Dickinson and Company) (PEDROSA et al., 2020; RODRIGUES;
GARCIA; SOUZA, 2021).

3.7 QUANTIFICACAO DE QUERCETINA E RESVERATROL

O conteudo de QUE e RES nas diferentes formulacdes foram quantificadas em
diferentes intervalos de armazenamento apos a liofilizacdo (0, 15, 30, 60 e 90 dias) sob
refrigeracdo (4 £ 0,5 °C) e temperatura ambiente (25 £ 0,5 °C), e umidade relativa de
11%. 25 mg das amostras foram diluidas em 50 ml de metanol (0,5 mg/mL), filtradas
através de membranas de nailon de 0,45 pum (Tedia, Fairfield, CT, EUA) e
ultrassonicadas por 10 minutos.

A quantificacdo de QUE e RES foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando cromatégrafo Shimadzu (modelo Prominence, Shimadzu
Corp., Kyoto, Japao) equipado com valvula solenoide (LC-20AT), desgaseificador,
forno (CTO-20A) e amostrador automatico (SIL-20A), acoplado a um detector de
arranjo de diodos (SPD-M20A). As outras condi¢bes analiticas foram: Coluna
Kromasil® C18 (250 x 4,6 mm, 5 p) e pré-coluna Kromasil® C18 (4,6 x 3,0 mm, 3,5
um), metanol como fase moével (grau CLAE, Tedia): acetonitrila (grau CLAE, Tedia):
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agua ultrapura (0,1% de acido fosférico, v/v) (60:10:30, v/v), usando um sistema
isocratico por 20 minutos, taxa de fluxo de 0,4 mL min, volume de injecdo de 5 pL e
deteccdo a 269 nm.

Os dados foram processados usando o software Lab Solutions® (Shimadzu
Corp., Kyoto, Japdo). Os picos dos cromatogramas foram identificados comparando
seus tempos de retencdo com aqueles dos padrées de QUE e RES (Sigma-Aldrich). A
agua ultrapura foi obtida de um sistema MilliQ® (EMD Millipore, EUA). As injecdes
em triplicata foram realizadas e as areas médias dos picos foram usadas para
quantificagdo, e os resultados foram expressos como pg de QUE ou RES/mg de
formulacdo. Curvas de calibracdo padrdo foram construidas para a quantificacdo de
QUE e RES, que foram y = 20309x — 742098 (n = 5, Rz > 0,99), e y = 13836x — 240815
(n =5, R2>0,99), respectivamente. Concentra¢fes de QUE e RES variando entre 180 e
350 pg/mL e 160 ¢ 300 ug/mL, respectivamente, foram utilizados para a construcao das

curvas de calibragao.

3.8 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi avaliada durante os intervalos de armazenamento
(dia zero, 15, 30, 60 e 90) sob refrigeracdo (4 £ 0,5 °C) e temperatura ambiente (25 +
0,5 °C), e umidade relativa de 11%. medindo-se a atividade de eliminacdo do radical
ABTS (acido 2,2'-azino-bis[3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico]) e do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil), seguindo procedimentos descritos anteriormente (GARCEZ et
al., 2009, MORENO et al., 2015).

ABTS (acido 2,2'-azino-bis[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico]) foi dissolvido em
agua até uma concentracdo de 7 mM, e deixado reagir com uma solucdo de persulfato
de potassio 2,45 mM (concentracdo final) por 16 h no escuro. A cationizacdo dos
radicais ABTS (ABTS™), representada por um azul croméforo, foi produzida durante
esse periodo. A solucdo ABTS™ foi diluida com &gua destilada até uma absorbancia
inicial de 0,70 (x0,02) a 734 nm. Uma aliquota (100 pL) da solucdo teste com
concentragdes variando de 0,5 a 3,5 pg/mL foram adicionadas a 100 puL desta solugdo

em microplaca de 96 pocos, e as porcentagens de reducdo de absorbancia foram
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registradas. O controle negativo consistiu em uma mistura (1:1) de solugéo de metanol e
ABTS e o branco consistiu em uma mistura (1:1) de &gua destilada e a formulacéo
nutracéutica testada. Apés 30 min de incubacdo a temperatura ambiente (25 + 0,5 °C)
no escuro, a absorbancia foi lida a 734 nm.

Uma solucédo de DPPH 0,03 mM (Sigma-Aldrich), bem como as solugdes de
cada formulagdo com concentragfes variando de 5 a 35 ug/mL foram preparadas em
metanol. Foram distribuidas aliquotas de 100 pL das diferentes solu¢des da formulagao
testada com concentracGes variando de 5 a 35 pug/ml em uma microplaca de 96 pocos,
seguida pela adicdo de um volume igual da solu¢cdo de DPPH em cada pogo. O controle
negativo consistiu em uma mistura (1:1) de solucdo de metanol e DPPH e o branco
consistiu em uma mistura (1:1) de metanol e formulacdo nutracéutica testada. Apos 30
min de incubacgéo a temperatura ambiente (25 £ 0,5 °C) no escuro, a absorbancia foi lida
a 517 nm.

Todas as medidas de absorbancia foram feitas com um espectrofotometro Biotek
Multi-Detection Synergy HTX (Vinooski, VT, USA). Todos os testes foram realizados
em triplicata. Uma curva de calibracdo (% de reducdo de absorbancia vs. concentracédo
da amostra) foi obtida. Solugdes de acido trolox (usadas como antioxidante padrdo e
controle positivo, Sigma-Aldrich) foram preparadas em metanol com concentracdes
variando de 50 a 500 uM para o DPPH, ¢ de 5 a 50 uM para o ABTS. A capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (CAET) foi definida como a concentracdo (mg
amostra/mL) produzindo a mesma reducéo de absorbancia como 1 mM Trolox, obtidas

a partir do EC50 da amostra e do Trolox.

A atividade antioxidante (%) de cada formulacdo foi calculada usando a
equacao:
Equacéo 1
%AA ={[ABScontrolenegativo - ABSamostra -] x 100} / ABScontrolenegativo

Onde: ABScontrole negativo = absorbancia do controle negativo (DPPH ou
ABTS incubado apenas com metanol); ABSamostra = absorbancia da substancia-teste
(amostra incubada com DPPH ou ABTS). Os resultados obtidos foram expressos
através da concentragdo efetiva para sequestrar 50% dos radicais livres (IC50) que foi

determinada de acordo com o método de regressao linear (R > 0.99).
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3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os ensaios foram realizados em unicata (DSC e TG), duplicata (contagem de
células viaveis e citometria) ou triplicata (capacidade antioxidante e HPLC), e os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As andlises estatisticas foram
realizadas para determinar diferencas significativas (p < 0,05) usando o teste t de
Student ou Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Os resultados
foram submetidos a analise de correlacdo de Pearson para verificar a associacdo entre
varaives dependentes. Os softwares Graphpad Prism 9.0 (Graphpad Software Inc., San
Diego, CA, USA) e software R 2.15.3 (Ross & Robert Gentleman, Universiy of
Auckland, Auckland, Nova Zelandia) foram utilizados para realizagdo das analises

estatisticas.
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4. RESULTADOS

O artigo apresentado no Apéndice A, intitulado: “Influence of storage conditions
on the stability and potential functionalities of nutraceutical formulations composed of
Limosilactobacillus fermentum 296, quercetin, and resveratrol” teve como objetivo
avaliar os efeitos da umidade e temperatura sobre a estabilidade da cepa potencialmente
probidtica, bem como dos compostos fendlicos e da capacidade antioxidante da
formulacdo nutracéutica. As formulagcfes apresentaram menores redugdes de contagens
de celulas viaveis na umidade relativa de 11%, em comparagdo com 22 e 33%, sem
diferenca significativa entre o percentual de células vivas da formulacdo umidificada
nas diferentes temperaturas e umidades relativas, porém apresentando valores maiores
para a formulagdo contendo QUE e RES quando comparada a formulagdo controle.
Durante o0 armazenamento, apesar da atividade antioxidante da formulagéo ter reduzido,
QUE e RES apresentaram efeito protetor sobre as contagens de células, bem como a
condicdo de refrigeracdo manteve maiores contagens de ceélulas vidveis (>6 log
UFC/mL) em comparacdo a temperatura ambiente (>3 log UFC/mL), sem diferenca
entre no tamanho das subpopulacdes de celulas vivas ao final do armazenamento entre
nenhuma das temperaturas e formulaces (LFQR e LF). O conteudo de quercetina e
resveratrol se manteve acima de 129.28 £+ 0.96 e 132.33 + 1.78 pg/mg respectivamente,
durante o armazenamento a 11% UR, sem interferéncia da temperatura de
armazenamento sobre a quantificacdo desses compostos. Considerando as condicGes
testadas, o maior potencial de funcionalidade da formulacdo durante armazenamento é

garantido sob umidade relativa de 11% e temperatura de refrigeracéo.
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Evaluating the stability of a novel nutraceutical formulation combining probiotic
Limosilactobacillus fermentum 296, quercetin, and resveratrol under different storage

conditions

Running title: Stability of nutraceutical with probiotic and phenolics

Abstract

This study evaluated the stability of a novel nutraceutical formulation composed of the
probiotic Limosilactobacillus fermentum 296, quercetin (QUE), and resveratrol (RES)
(LFQR) under different storage conditions. The effects of different relative humidities (RH;
11, 22, and 33%) and storage temperatures (refrigeration temperature: 4 °C and room
temperature: 25 °C) on the stability of LFQR were evaluated through the determination of
thermal stability, viable cell counts, bacterial physiological status, antioxidant capacity, and
contents of QUE and RES during long-term storage. RH did not affect endothermic
reactions and mass reduction in LFQR. After a 15-day-humidification period, L. fermentum
296 had higher viable cell counts in LFQR under refrigeration temperature storage when
compared to room temperature storage regardless of the RH. The physiological status of L.
fermentum 296 in LFQR was overall similar during 90 days of storage (11% RH) under
refrigeration and room temperature. L. fermentum 296 had the highest viable cell counts (>6
log CFU/g) in LFQR up to day 90 of refrigeration storage (11% RH). LFQR kept high
contents of QUE and RES and maintained antioxidant capacity during 90 days of storage
under refrigeration and room temperature. The results showed that the higher stability and
functionality of LFQR during long-term storage should be guaranteed under 11% RH and

refrigeration temperature.
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Introduction

The human gut microbiota is composed of a huge variety of microorganisms with
hundreds of bacterial species in the colon [1]. The gut microbiota dysregulation has been
linked to unwanted physiological conditions such as inflammatory bowel disease, celiac
disease, hypertension, obesity, diabetes, non-alcoholic fatty liver disease, steatosis, and
neurodegenerative disorders [2]. The use of nutraceuticals targeting the gut microbiota is a
strategy for the prevention and treatment of these diseases. Nutraceuticals are dietary
elements capable of promoting positive effects on health. Phenolic compounds and
probiotics have received increasing attention from the nutraceutical industry to target gut
microbiota [3].

Phenolic compounds are metabolites synthesized by plants and classified as simple
phenols (e.g., phenolic acids and phenolic alcohols) and polyphenols (e.g., flavonoids,
lignans, stilbenes, and tannins) [4]. Quercetin is a flavonoid, and its supplementation can
reduce systolic blood pressure, cardiovascular biomarkers, and pro-inflammatory cytokines,
besides increasing endothelial function [5, 6]. Resveratrol is a stilbene, and its
supplementation can reduce cholesterol and serum triglycerides in dyslipidemic individuals
and improve mood, cognition, renal ultrafiltration rate, and neurovascular coupling capacity
[7, 8]. The beneficial health effects induced by quercetin and resveratrol supplementation
have been usually linked to their strong antioxidant properties [9], although there is
increasing evidence of their positive impacts on the human gut microbiota [10].

Probiotics are defined as live microorganisms capable of conferring health benefits to

the host when consumed in adequate doses [11]. Previous studies isolated lactic acid bacteria
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strains from fruit-processing by-products and identified the strain Limosilactobacillus
fermentum 296 as having promising performance in a set of in vitro experiments to evaluate
probiotic-related properties and safety [12, 13]. Further studies with animal models showed
the efficacy of the supplementation of L. fermentum 296 to improve altered parameters in
cardiometabolic disorders such as cholesterol and triglycerides serum levels, blood pressure,
sympathetic excitatory response, sympathetic tone, and oxidative stress, besides increasing
the colonic production of short-chain fatty acids. Still, it increased the oxidative capacity in
the heart, colon, liver, and kidneys, and improved the intestinal microbiota profile in rats
with dyslipidemia, as well as in the offspring of dyslipidemic mothers [14 - 18]. The
literature evidence reinforces L. fermentum 296 as a novel probiotic candidate.

Antioxidants are commonly combined with probiotics to formulate nutraceuticals
aiming to protect these microorganisms from oxidative damage [19]. In addition to their
reported antioxidant properties, phenolic compounds can stimulate the growth, adhesion,
and aggregation capacity, and protect probiotics from harsh conditions during the
gastrointestinal passage [20, 21], which are effects to be exploited in the formulation of
nutraceuticals combining probiotics and phenolic compounds. An early study developed a
nutraceutical formulation combining L. fermentum 296, quercetin, and resveratrol and
monitored the viable cell counts, quercetin and resveratrol contents, and antioxidant capacity
during storage under uncontrolled humidity conditions [22]. However, some factors must be
considered in the formulation and storage of nutraceuticals to maintain the stability of
probiotics, mostly the presence of oxygen, relative humidity, and storage temperature. The
stability of phenolic compounds in these formulations can be affected by the formation of
more unstable and amorphous forms compromising the desired health-related functionality

and storability [23].
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This study hypothesized that storage conditions could affect the stability of a novel
nutraceutical formulation with L. fermentum 296, quercetin (QUE), and resveratrol (RES).
To test this hypothesis, the impacts of distinct relative humidities and temperatures on the
stability and, consequently, the potential functionalities of this nutraceutical formulation
were evaluated through the determination of thermal stability, viable cell counts, bacterial
physiological status, antioxidant capacity, and contents of QUE and RES during long-term

storage.

Materials and methods
Probiotic strain and inoculum preparation

The probiotic L. fermentum 296 was used to produce the nutraceutical formulations.
This strain was identified with 16S rRNA gene sequence analysis [12]. Stock cultures were
kept at —20 °C in de Mann, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth (HiMedia, Mumbai, India)
with glycerol (20 mL/100 mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA). Prior to the assays,
the strain was cultured in MRS broth at 37 °C for 20 - 24 h, centrifuged (1696 x g x 10 min,
4 °C, MPW-351R refrigerated Laboratory Centrifuge, Boremlowska, WAW, Poland),
washed and resuspended with sterile saline solution (NaCl 0.85 g/100 mL) to obtain cell
suspensions with viable cell counts of approximately 10 log of colony forming units per mL

(CFU/mL) when inoculated on MRS agar (HiMedia).

Preparation of the nutraceutical formulations
Suspensions of L. fermentum 296 were used to produce two distinct formulations: i)
strain suspended in sterile distilled water (1 mL) with fructooligosaccharides [FOS, 20%

wi/v; containing 30 - 42% of 1-kestose (GF2), 45 - 57% of nystose (GF3), and 5 - 15% of
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fructosylnystose (GF4), Sigma-Aldrich], named LfF (control); and ii) strain suspended in
sterile distilled water (1 mL) with resveratrol (RES, 150 mg, Sigma-Aldrich) + quercetin
(QUE, 160 mg, Sigma-Aldrich) + FOS (200 mg, Sigma-Aldrich), named LfFQR. The
concentrations of QUE and RES were selected to prepare the formulations considering the
available literature evidence from clinical trials showing their safety and efficacy to cause
health benefits [24, 25]. FOS, QUE, and RES had a purity of >95%.

The fresh formulations were frozen at -80 °C for 24 h and freeze-dried (-55 + 2 °C,
vacuum pressure: <138 mmHg, freeze-drying rate: 1 mm/h, 40 h) with a benchtop freeze
dryer (Liotop, Model L-101, Sdo Carlos, SP, Brazil). The freeze-dried formulations were
aseptically distributed in commercially sterile open cryotubes inside desiccators containing
saturated solutions of lithium chloride (20 g/5 mL of distilled water), potassium acetate (20
9/6.5 mL of distilled water), and magnesium chloride (35 g/2 mL of distilled water) (Sigma-
Aldrich) to reach a controlled atmosphere relative humidity of 11, 22, and 33%,
respectively, resulting in water activity of 0.18, 0.26, and 0.30 for LF, and 0.19, 0.27, and
0.29 for LFQR. Water activity was determined with a water activity measuring device
(Novasina apparatus, model LabSwift-aw, Lachen, Switzerland). The desiccators were stored
at 4 £0.5and 25 £ 0.5 °C for 15 days with light protection.

Considering the results of the L. fermentum 296 viable cell counts, a specific
humidification condition was selected to continue the storage. On day 15 of humidification,
the cryotubes under this condition were sealed, kept in desiccators with the selected relative
humidity, and stored under refrigeration (4 = 0.5 °C) and room temperature (25 + 0.5 °C) for

90 days at light protection.
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Differential scanning calorimetry and thermogravimetry analysis of nutraceutical
formulations

The differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetry (TG) curves were
determined on day 15 of the humidification period under room temperature (25 + 0.5 °C).
DSC curves were obtained with a calorimeter model DSC-50 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
using the Tasys software (Shimadzu) in a single repetition. Two mg of each formulation
were weighed into a closed aluminum crucible and the analysis was performed at a heating
rate of 10 °C/min until reaching 450 °C under a nitrogen atmosphere with a flow rate of 50
mL/min. TG curves were obtained with a calorimeter model TGA-50 (Shimadzu) using the
Tasys software in a single repetition. Five mg of each formulation were weighed in an
alumina crucible and the analysis was performed at a rate of 10 °C/min until reaching 900 °C

under a synthetic air atmosphere with a flow rate of 20 mL/min.

Enumeration of the viable cell counts of L. fermentum 296 in the nutraceutical formulations
The viable cell counts of L. fermentum 296 were determined after freeze-drying, on
day 15 of humidification, and during storage (day zero, 15, 30, 60, and 90) under
refrigeration (4 + 0.5 °C) and room temperature (25 = 0.5 °C). The formulations were
rehydrated with 1 mL of sterile distilled water (25 + 0.5 °C) for 15 min, serial dilutions (1:9
v/v, 10"t — 10°) were prepared with sterile saline solution (NaCl, 0.85 g/100mL), aliquots
(100 pL) of the dilutions were inoculated on MRS agar (HiMedia), incubated (48 h, 37 °C)
under anaerobiosis (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid, Hampshire, UK), and the visible
colonies on agar were enumerated. The results were expressed as log CFU/g before and after
freeze-drying and at different storage intervals [22]. The limit of detection was <2 log

CFU/g.
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Measurements of the populations of L. fermentum 296 with different physiological states in
the nutraceutical formulations

The sizes of the subpopulations of L. fermentum 296 with different physiological
states were measured with flow cytometry on day 15 of humidification, and during storage
(day zero, 15, 30, 60, and 90) under refrigeration (4 + 0.5 °C) and room temperature (25 +
0.5 °C). The analyzes were performed using a flow cytometer with argon laser emission at
488 nm and 640 nm (BD Accuri C6, Becton and Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
containing two light scattering detectors (FSC and SSC) and four fluorescence detectors.
The fluorescence detector FL1 detects light with a wavelength of 533 nm + 30 nm to collect
fluorescence in green color and verify markings with carboxyfluorescein diacetate (CFDA).
The fluorescence detector FL3 detects light with wavelengths >670 nm to collect red
fluorescence and verify markings with propidium iodide (PI). For forward scatter (FSC) a
value of 30,000 was used and for lateral scatter (side scatter, SSC) a value of 12,000 was
used to eliminate particles much smaller than the intact cells and delimit the bacterial cells,
respectively.

The samples of each formulation were diluted in 3 mL of distilled water and filtered
with a glass fiber syringe filter (pore size 1 uM, Analitica, Sdo Paulo, SP, Brazil). The
samples were centrifuged (3240 x g, 10 min, 4 °C), washed with phosphate buffer solution
(PBS), and centrifuged again. The precipitate was rehydrated with PBS (600 pL) and
divided into white and stained samples. Samples doubly stained with Pl and cFDA (3 pL of
each, proportion 1:100) were incubated under room temperature (25 + 0.5 °C) for 15 min

with light protection and rehydrated with PBS (300 uL) before reading on a flow cytometer.
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Each sample acquisition was performed at a low flow rate (12 pL/min) and a total of 10,000
events were analyzed per sample.

Staining with P1 identified cell membrane integrity and cFDA identified the presence
of metabolic activity. The events were interpreted considering the markings: i) intact live
cells (stained with cFDA), ii) injured live cells (stained with cFDA and Pl), iii) dead cells
(stained with PI1), and iv) sample artifacts (non-stained with none of the fluorochromes).
Data analysis was performed with BD Accuri C6 software (Becton Dickinson and

Company) [26].

Quantification of QUE and RES in the nutraceutical formulations

The contents of QUE and RES were determined during storage (day 0, 15, 30, 60, and 90)
under refrigeration (4 £ 0.5 °C) and room temperature (25 £ 0.5 °C). Twenty-five mg of
samples were diluted into 50 mL of methanol (0.5 mg/mL), filtered with a nylon membrane
(0.45 um, Tedia, Fairfield, CT, USA), and ultrasonicated for 10 min. The quantification of
QUE and RES was performed with high-performance liquid chromatography (HPLC) using
a chromatograph (Prominence model, Shimadzu) equipped with a quaternary solvent pump
(LC-20AT), degasser, thermostatic column compartment (CTO-20A), and automatic
sampler (SIL-20A), coupled to a diode array detector (SPD-M20A), and analytical
conditions previously described [22]. The data were processed with Lab Solutions software
(Shimadzu). The peaks of the HPLC samples were identified by comparing their retention
times with those of QUE and RES standards (Sigma-Aldrich). Triplicate injections were
performed and mean peak areas were used for quantification. Standard calibration curves
were constructed for the quantification of QUE and RES, which were y = 20309x — 742098

(n=5, R2>0.99) and y = 13836x — 240815 (n = 5, R2 >0.99), respectively. Contents of QUE
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and RES in the range of 180 and 350 pg/mL and 160 and 300 pg/mL, respectively, were

used for the construction of the calibration curves.

Estimation of the antioxidant capacity of the nutraceutical formulations

The antioxidant capacity was evaluated during storage intervals (day zero, 15, 30, 60,
and 90) under refrigeration (4 £ 0.5 °C) and room temperature (25 + 0.5 °C) by measuring
the scavenging activity of the ABTS radical (2,2'-azino-bis[3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid]) and DPPH radical (2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl) [27].

ABTS was dissolved in water to reach a 7 mM concentration and allowed to react
with a 2.45 mM potassium persulfate solution for 16 h in the dark, when the cationization of
ABTS radicals (ABTSe+), represented by a blue chromophore, was produced. ABTSe+
solution was diluted with distilled water to reach an initial absorbance of 0.7 (£ 0.02) at 734
nm. DPPH (Sigma-Aldrich) was dissolved in methanol to reach a 0.03 mM concentration.

An aliquot (100 pL) of the test solutions with concentrations ranging from 0.5 - 3.5
ug/mL for the ABTS scavenging and 5 - 35 ug/mL for the DPPH scavenging was added to
100 uL of the radical solution in a 96-well microplate, and the percentages of absorbance
reduction were recorded. The negative control was a mixture (1:1, v/v) of methanol and
ABTS or DPPH solution and the blank was a mixture (1:1, v/v) of distilled water and the
tested nutraceutical formulation. The absorbance was read at 734 nm (ABTS) or 517 nm
(DPPH) after 30 min of incubation at room temperature (25 £ 0.5 °C) in the dark.

Absorbance measurements were done with a BioTek Eon Microplate
spectrophotometer (Winooski, VT, USA). A calibration curve (% absorbance reduction vs.
sample concentration) was obtained. Trolox acid (Sigma-Aldrich) solutions (positive

control) were prepared in methanol with concentrations ranging from 50 - 500 uM for DPPH
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and 5 - 50 uM for ABTS. The Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) was defined
as the concentration of the formulation (mg/mL) producing the same perceived reduction in
absorbance induced by 1 mM Trolox.

The antioxidant activity (%) was calculated with the equation:

%AA = {[ABSnegative control - ABSsample] x 100}/ABSnegative control (Eq. 1)

Where ABS negative control = absorbance of the negative control (DPPH or ABTS
incubated with methanol) and ABSsample = absorbance of the test sample incubated with
DPPH or ABTS. The total antioxidant capacity of LFQR formulation was expressed as an

equivalent of Trolox (TEAC) per 1 pg of dry matter of a sample (mmol Trolox/pg).

Statistical analysis

The assays were performed in triplicate on three independent occasions. Results were
expressed as mean = standard deviation. Statistical analyzes determined significant
differences (p <0.05) using Student's t-test or analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey's test. The results were submitted to a Pearson’s correlation analysis to verify the
relationship among the dependent variables. Statistical analyzes were performed with
Graphpad Prism 9.0 software (Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA) and R
software 2.15.3 (Ross & Robert Gentleman, University of Auckland, Auckland, New

Zealand).

Results and discussion
DSC and TG analysis
Initially, the DSC and TG curves of FOS, QUE, and RES were determined

separately to identify endothermic peaks and temperature ranges in which mass loss
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occurred independently and later to identify the behavior of these components when forming
LFQR and LF (Fig. 1A-C). DSC curves of FOS, composed of 1-kestose (GF2), nystose
(GF3), and 1-B-fructofuranosyl nystose (GF4), showed two endothermic peaks at 60.2 and
219.75 °C (Fig. 1A). The endothermic peak at 65 °C could be linked to the FOS glass
transition [28]. An early study reported two endothermic peaks at 220 and 226 °C,
suggesting the thermal degradation of FOS composed of GF2 and GF3 [29]. TG curves of
FOS showed mass loss between 89 and 126 °C (5.2%), 261 and 330 °C (67.7%), and 540
and 636 °C (23.2%) under air atmosphere (Fig. 1B), and between 84 and 134 °C (3.4%), 251
and 322 °C (59.7%), and 366 and 431 °C (11.9%) under nitrogen atmosphere (Fig. 1C).
Mass loss up to 120 °C has been linked to FOS water loss, while between 261 and 330 °C to
FOS decomposition [28].

DSC curve of QUE showed endothermic peaks at 110, 320, and 346 °C (Fig. 1A),
which could be linked to the release of the incorporated solvent, the melting point, and the
degradation of QUE, respectively [30]. TG curve of QUE under the air atmosphere showed
mass loss between 94 and 120 °C (4.2%) (Fig. 1B) linked to the dehydration process,
between 365 and 384 °C (19.8%) linked to the degradation of QUE and release of carbon
dioxide [31], and between 481 and 601 °C (69%). The mass loss of QUE under the nitrogen
atmosphere occurred between 102 and 125 °C (3.4%), 359 and 383 °C (22.9%), and 542 and
753 °C (56.5%) (Fig. 1C).

DSC curve of RES showed a single endothermic peak at 267 °C (Fig. 1A) linked to
the melting point [32], while the TG curve under the air atmosphere showed mass reductions
between 334 and 379 °C (31.8%) and between 583 and 687 °C (56.4%) (Fig. 1B) due to
RES decomposition [32]. TG curve of RES under the nitrogen atmosphere showed only one

peak between 309 and 383 °C (44.1%) (Fig. 1C). TG curves obtained under the air
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atmosphere determine the inorganic contents, while TG curves obtained under the nitrogen
atmosphere determine the contents of moisture and volatile or organic compounds [33]. It
could justify the mass loss of FOS, QUE, and RES near to 100% up to reaching 700 °C
under the air atmosphere, while the remaining mass was greater under the nitrogen
atmosphere where RES had the lowest mass loss up to 800 °C (59.6%).

The endothermic peaks and the mass loss of LFQR and LF were overall similar in
the three tested relative humidity (RH) conditions (11, 22, and 33%), as shown in the
representative Figure 1A — 1C (11% RH condition), indicating the stability of these
formulations not only to heating but also to relative humidity variations. These results could
be linked to the low hygroscopicity of QUE and RES even under high relative humidity
[34], as well as of FOS when encapsulated [35]. It was possible to identify an initial
endothermic peak between 71 and 73 °C in LFQR and between 77 to 87 °C in LF possibly
linked to the increase in the vitreous transition temperature (Tg) of FOS when it is
complexed in these formulations, retarding the formation of more reactive rubbery matrices.
The encapsulation of FOS by freeze-drying typically increases the Tg, facilitating its
stability and use as a cryoprotectant to probiotic cells [36]. A second endothermic peak was
identified between 113 and 114 °C in LFQR possibly linked to the dissociation of water
molecules from QUE, and a third peak between 205 and 210 °C possibly linked to the FOS
thermal degradation. Above 190 and 210 °C in LFQR and LF, respectively, occurred a few
sequenced and close endothermic reactions making it difficult to distinguish what each
compound refers to.

Overall, the results indicate that LFQR can keep a stable amorphous state (glassy
matrix or vitrification) even when stored under room temperature since Tg is possibly

reached over 60 °C. Vitrification is a necessary although not sufficient condition to
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guarantee the stability of powdered probiotics and other bioactive compounds [37, 38],
being necessary to conjoint other measurements indicative of the protection and potential

functionalities of these components over time.

Viable cell counts of L. fermentum 296 in nutraceutical formulations

The viable cell counts of L. fermentum 296 in LFQR and LF after freeze-drying, on
day 15 of humidification (11, 22, and 33%) and during storage under refrigeration and room
temperature (11% RH) are shown in Table 1. LFQR and LF were prepared with viable cell
counts of L. fermentum 296 of 9.55 + 0.26 log CFU/g. These counts were reduced by
approximately 1 log CFU/g after freeze-drying, reaching a viable cell count of 8.55 + 0.25
log CFU/g. LFQR and LF were immediately submitted to humidification at three different
RH (11, 22, and 33%) for 15 days. On day 15 of humidification at 33% RH under
refrigeration temperature, the viable cell counts of L. fermentum 296 in LFQR and LF were
8.13 £0.20 and 8.15 £ 0.15 CFU/qg, respectively, (p >0.05) indicating that QUE and RES did
not negatively impact the probiotic survival under this condition.

The viable cell counts of L. fermentum 296 in LFQR and LF on day 15 of
humidification at 11% RH under refrigeration temperature were 8.56 £ 0.12 and 8.17 £ 0.18
CFU/qg, respectively, and the viable cell counts on day 15 of humidification at 22% RH
under refrigeration temperature were 8.43 + 0.15 and 6.56 + 0.21 CFU/g, respectively (p
<0.05). The viable cell counts of L. fermentum 296 were below the limit of detection (<2 log
CFU/g) in LFQR and LF on day 15 of humidification under room temperature regardless of
the RH. Sharp reductions in viable cell counts of L. fermentum 296 in LFQR and LF kept
under room temperature could be due to the occurrence of reactions releasing metabolites

detrimental to the bacterial cells [39], the presence of oxygen that accelerates the lipid
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oxidation [40] since the vials containing the examined formulations remained uncapped
during humidification or the reduction of substrate available for bacterial cell use over time
[41].

Considering that LFQR and LF on day 15 of humidification at 11% RH under
refrigeration temperature had the higher survival rates of L. fermentum 296 based on viable
cell counts, this condition was selected to humidify the formulations before the long-term
storage (90 days, refrigeration and room temperature) after the vials were sealed. The viable
cell counts of L. fermentum 296 in LFQR and LF (8.10 + 0.16 and 7.90 + 0.16, respectively)
on day 15 of refrigeration storage were higher than under room temperature storage (6.73 £
0.16 and 6.25 * 0.35, respectively) (p <0.05). This behavior was maintained up to day 90 of
storage when LFQR and LF kept under refrigeration temperature had viable cell counts of
6.57 = 0.18 and 6.11 + 0.12 CFU/g (p >0.05), respectively, while when kept under room
temperature had viable cell counts of 3.30 £ 0.75 and 3.55 + 0.93 CFU/g, respectively.
LFQR and LF kept under room temperature had viable cell counts of >6 log CFU/g only up
to day 15 of storage.

The viable cell counts of L. fermentum 296 in LFQR and LF up to day 90 of storage
under refrigeration temperature were higher than the minimum probiotic doses (i.e., 6 log
CFU per g or mL) commonly cited to be consumed and cause health benefits to the host [42,
43], although the effective probiotic dose to cause a health benefit has moved to be a strain-
specific feature [22, 44]. The viable cell counts of L. fermentum 296 on day 90 of storage
were similar in LFQR and LF, indicating that QUE and RES did not impact negatively

probiotic survival even after long-term refrigeration storage.
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Subpopulations of L. fermentum 296 with different physiological states in the nutraceutical
formulations

The sizes of the cell subpopulations of L. fermentum 296 with distinct physiological
states on day 15 of humidification and during storage under refrigeration and room
temperature (11% RH) are shown in Table 2. LFQR that underwent the humidification under
room temperature, although with viable cell counts below the limit of detection in plate
counting, had sizes of L. fermentum 296 cells subpopulations characterized as uninjured
living cells (PI-cFDA+) between 40.25 = 4.46 and 41.75 % 0.35%, as injured cells
(P1+cFDA+) between 7.45 + 3.18 and 9.10 + 0.99%, and as dead cells (Pl1+cFDA-) between
3.25 + 1.20 and 4.05 % 0.92%, with no significant differences among the three tested RH (p
>0.05). Similar results were overall found for LFQR humidified under refrigeration
temperature, with sizes of cell subpopulations characterized as uninjured living cells (PI-
cFDA+) between 42.80 + 0.60 and 46.15 + 6.29%, as injured cells (Pl+cFDA+) between
6.55 + 0.35and 7.70 = 2.26%, and as dead cells (PI+cFDA-) between 2.55 + 0.50 and 3.35 £
0.92%.

LF that underwent the humidification under room temperature had sizes of cell
subpopulations characterized as uninjured living cells (Pl1-cFDA+) between 16.90 £ 3.39 and
40.65 £ 3.18%, as injured cells (PI+cFDA+) between 9.35 + 1.06 and 29.65 + 13.51%, and
as dead cells (P1+cFDA-) between 7.60 = 0.14 and 36.35 + 3.89%. LF that underwent
humidification under refrigeration temperature had sizes of cell subpopulations
characterized as uninjured living cells (PI-cFDA+) between 1.80 = 0.71 and 27.70 + 6.48%,
as injured cells (PI+cFDA+) between 9.00 £ 6.34 and 23.00 + 4.56%, and as dead cells
(P1+cFDA-) between 17.80 + 5.13 and 65.85 £ 6.44%. The greatest cellular damage to L.

fermentum 296 was induced in LF humidified at 22% RH under refrigeration temperature,
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agreeing with the results from plate counting where this condition caused the greatest viable
cell count reductions.

Possibly, colonies of L. fermentum 296 from LFQR and LF humidified at room
temperature were not visualized in the culture medium due to imposed stressing conditions
although keeping their vitality (functioning activities). These populations, called viable but
nonculturable (VBNC), although still being putatively able to exert benefits to the host
health, need methods that really prove their metabolically active state. Flow cytometry is a
complementary method allowing the measurements of different parameters linked to the
physiological characteristics and vitality of the examined microorganisms [26]. The flow
cytometric results suggest that despite the sharp reductions in viable cell counts, the
humidification temperature did not significantly affect the vitality of L. fermentum 296 cells
in LF and LFQR, supporting the hypothesis that most of this cell population should be in a
VBNC state reversible under specific favorable conditions [45].

At the end of the storage (day 90) at 11% RH, significant differences were observed
between the sizes of cell subpopulations characterized as living cells (PI-cFDA+) in LFQR
or LF kept under refrigeration (4.70 + 0.28% and 19.50 + 3.72%, respectively) (p <0.05), but
no significant differences were observed between LFQR and LF under room temperature
(17.40 £ 7.92% and 17.60 £ 1.95%, respectively) (p >0.05). On day 90 of storage, LFQR or
LF had sizes of cell subpopulations characterized as injured cells (PI+cFDA+) of 10.85 +
0.50% and 21.60 + 5.06% under refrigeration temperature, and of 17.20 + 3.96% and 14.60
+ 3.11% under room temperature, respectively. Only on day 30 of storage under
refrigeration or room temperature, LFQR had lower sizes of cell subpopulations
characterized as dead cells (PI+cFDA-) (7.70 £ 0.85 and 5.60 + 0.29%, respectively) when

compared to LF (25.40 £ 4.45 and 11.25 + 0.07%, respectively). These results indicate that
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QUE and RES helped to keep the active physiological status of L. fermentum 296 up to this
storage time regardless of the temperature.

The results from plate counting and flow cytometry analysis indicated that room
temperature at 11% RH could also lead L. fermentum 296 cells to get into the VBNC state
during storage. This inference is reinforced due to the overall no significant difference
among the sizes of cell subpopulations of L. fermentum 296 characterized as living or
injured cells in LF or LFQR regardless of the storage temperature (p >0.05), while the
results of plate counting showed higher viable cell counts on day 90 of storage under

refrigeration temperature in comparison with room temperature (p <0.05).

Quantification of QUE and RES in LFQR during storage

The contents of QUE and RES in LFQR during refrigeration and room temperature
storage under 11% RH are shown in Table 3. Representative HPLC chromatograms (day 30)
of the quantification of QUE and RES separately as well as in LFQR are shown in Fig. 2.
On day zero (baseline), the contents of QUE in LFQR stored under refrigeration and room
temperature were 136.22 + 8.77 and 130.00 + 3.51 pg/mg, respectively, while the contents
of RES were 141.37 = 16.42 and 149.92 + 15.04 ug/mg, respectively. The contents of QUE
and RES did not decrease during refrigeration or room temperature storage (p >0.05).

The contents of QUE were 142.22 + 4.89 and 138.42 + 7.64 pg/mg on day 90 of
storage under refrigeration and room temperature, respectively. The contents of RES were
132.33 + 1.78 and 135.70 + 14.76 pg/mg on day 90 of storage under refrigeration and room
temperature, respectively. Storage temperature did not affect the contents of QUE and RES

in LFQR (p >0.05), indicating the stability of the formulation to keep high contents of these
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polyphenols during long-term storage with doses effective to cause health effects when

ingested in dietary supplements [46, 47].

Estimation of the antioxidant capacity of LFQR during storage

The antioxidant capacity of LFQR measured with DPPH and ABTS radical
scavenging activity method during refrigeration and room temperature storage under 11%
RH is shown in Table 4. When measured by the DPPH radical reduction, LFQR kept under
refrigeration and room temperature storage had an antioxidant capacity of 3.30 + 0.27 and
3.62 £ 0.12 TEAC, respectively, on day zero (baseline), with values of 2.16 + 0.04 and 2.44
+ 0.06 TEAC on day 90 of storage. When measured by the ABTS radical reduction, LFQR
stored under refrigeration and room temperature had an antioxidant capacity of 8.42 + 1.29
and 10.48 = 1.34 TEAC on day zero of storage, respectively, with values of 4.34 £+ 0.44 and
5.61 £ 0.17 TEAC on day 90 of storage. These results indicate that even with variable
reductions, LFQR kept its antioxidant capacity during refrigeration and room temperature
storage. The antioxidant capacity of polyphenols is directly associated with the number of
hydroxyl groups in their molecular structures. QUE and RES have three and five hydroxyl
groups in their molecules, respectively, enabling their action as antioxidant, antiradical, and
anti-inflammatory agents, besides protecting tissues against cellular damage [20].

The detection of high viable counts of L. fermentum 296 and high contents of QUE
and RES in LFQR, as well as the maintenance of antioxidant capacity up to 90 days of
storage under 11% RH and refrigeration temperature are important results in a practical
point of view. An early investigation showed the capability of this nutraceutical formulation

to beneficially modulate the composition and metabolic activities of human colonic
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microbiota [22] and these functionalities could remain during long-term storage under the
more favorable conditions determined in this study.

The results of Pearson’s correlation test showed that viable cell counts of L.
fermentum 296 positively correlated with resveratrol contents (p <0.01) and antioxidant
capacity (p <0.01). This correlation would justify the reported efficacy of some polyphenols
in maintaining high viable cell counts of Lactobacillus in freeze-dried matrices, which has
been linked to their antioxidant capacity and prevention of probiotic cells from oxygen

toxicity [48].

Conclusion

The results showed the thermostability of LFQR after a 15-day-humidification period
under distinct RH (11, 22, and 33%), indicating good stability of this formulation to
humidity variations and heating. QUE and RES did not negatively affect the survival of L.
fermentum 296 in LFQR during the humidification period under refrigeration temperature.
L. fermentum 296 had the highest viable cell counts in LFQR that underwent 15-day-
humidification with 11% RH. After the 15-day-humidification with 11% RH, L. fermentum
296 maintained high viable cell counts (>6.5 log CFU/g) in LFQR up to 90 days of
refrigeration storage, while these counts were lower under room temperature storage. The
measurements of the physiological state indicate that most of the L. fermentum 296 cells in
LFQR that underwent humidification or long-term storage under room temperature could be
in a VBNC state rather than dead, indicating the maintenance of cell vitality and
functionality. LFQR kept high contents of QUE and RES and antioxidant capacity during

long-term storage under refrigeration or room temperature. Considering the conditions tested
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in this study, the higher stability and potential functionality of LFQR during long-term

storage should be guaranteed under 11% RH and refrigeration temperature.
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Table 1. Viable cell counts (log CFU/g) of Limosilactobacillus fermentum 296 in LF and LFQF before and after freeze-drying, after the 15-day-humidification
period with controlled relative humidity (RH; 11, 22, and 33%), and during storage under refrigeration (RefT, 4 £ 0.5 °C) and room temperature (RoT, 25 + 0.5
°C) at 11% RH. LF: L. fermentum 296 + FOS; LFQR: L. fermentum 296 + FOS + quercetin + resveratrol.

Storage Formulations Before freeze-  After freeze- After 15 days of humidification Storage after humidification at 11% UR under refrigeration
condition drying drying 11% RH 22% RH 33% RH Day zero Day 15 Day 30 Day 60 Day 90
LFQR 8.56+0.12®8  8.43+0.15%C 8.13 +0.20°C 8.92 + 0.48%A 8.10 + 0.16% 8.04+0.11®®8  6.29+0.80°C  6.57 +0.18C
RefT —_—
LF N ] 8.17+0.18°C  6.56+0.21°®  8.15+0.15C 8.46 + 0.14%A 7.90 + 0.16%A 7.20+0.10®®8  6.50+0.26°8C  6.11+0.12C
9.55 + 0.26 8.55 + 0.25
LFQR <2 <2 <z 9.08+037%"  673+0.16"®  534+006C 4.90+047°C  3.30+0.75°
RoT -
LF <2° <2 <2 8.56 + 0.29%A 6.25 + 0.350B 4.77+0.10°°  3.78+0.23°  3.55+0.93

Results are expressed as average (n = 3) + standard deviation

a—c: Values in the same column for the different formulations and storage temperatures with different lowercase letters differ significantly (p <0.05), based on Tukey’s test.

A-D: Values in the same row before and after freeze-drying, as well as for different humidity conditions (15-day-humidification period) or days of storage with different uppercase letters differ significantly, based
on Tukey’s test or Student’s t-test (p <0.05).
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Table 2. Sizes (percent) of living (PI1-cFDA+), injured (PI+cFDA+), and dead (P1+cFDA-) cells of Limosilactobacillus fermentum 296 in LFQR and LF after
the 15-day humidification period with controlled relative humidity (RH; 11, 22, and 33%), and during storage under refrigeration (RefT, 4 + 0.5 °C) and room
temperature (RoT, 25 +0.5°C) at 11% RH. LF: L. fermentum 296 + FOS; LFQR: L. fermentum 296 + FOS + quercetin + resveratrol.

Storage Formulation  Physiological After 15 days of humidification Storage after humidification at 11% RH under refrigeration
condition status 11% RH 22% RH 33% RH Day zero Day 15 Day 30 Day 60 Day 90
Pi-cFDA+ 42.80 + 0.6 43.80 + 1.98* 46.15 + 6.29%A 50.05 + 1.74°A 47.70 + 1.28%A 30.25 + 2,19%8 19.10 + 3.61%¢ 4,70 +0.28°°
LFQR Pi+cFDA+ 6.55 + 0.35PA 6.65 + 0.50%A 7.70 + 2.262A 2.75 +0.50%8 12.35+6.29°8  33.75+2.62*  3.90+1.63%® 10.85 + 0.50%
RefT Pi+cFDA- 2.55 + 0.50°A 2.85+0.21%A 3.35 + 0.92bA 0.65 + 0.0728 5.95 + 4,748 7.70 +0.858 4,90 +2.19%® 34.00 £ 0.71%4
Pi-cFDA+ 15.80 + 3.17°8 1.80 +0.71°C 27.70 + 6.48A 59.60 + 2.80* 48.70 + 2,388 20.70 +7.21°¢ 13.10 +5.87°¢ 19.50 + 3.72%¢
LF Pi+cFDA+ 23.00 + 4.56% 14.35+1.34*8 9,00 + 6.34%® 3.80 + 1.58% 20.70 + 4.35% 28.80 + 2.56% 3.40 +0,70% 21.60 + 5.06%A
Pi+cFDA- 32.10 £ 2.39%® 65.85 + 6.44% 17.80 +5.13%¢ 1.07 £ 0.30%® 7.30 + 6.95%8 25.40 + 4.45%4 8.50 + 1.41% 32.30 + 4.39%
Pi-cFDA+ 41.75 + 0.35*A 41.50 + 3.57 40.25 + 4.46A 57.25+ 1.74®" 53,00 + 0.57%A 35.35 +4,17%® 26.50 + 10.18%8¢ 17.40 £7.92%¢
LFOR Pi+cFDA+ 9.10 + 0.99°A 7.45+3,18% 8.45 + 0.64* 3.45+0.07%¢ 11.30 £ 2,55°BC 2940 + 3.54* 2.10 £0.57%¢ 17.20 + 3.96%8
RoT Pi+cFDA- 4.05+0.77°A 3.25+1.20A 4.05 + 0.9204 0.70 £ 0.07% 2.95 +0.07°8 5.60 + 0.29°8 3.40 £0.42%® 22.10 + 6,72
Pi-cFDA+ 16.90 + 3.39%8 35.50 £ 2.43*4 40.65 + 3.18% 57.30 £ 6.46**  38.80 + 6.46"° 25.85+1,72°C  16.95 + 0.50°C 17.60 + 1.95%¢
LF Pi+cFDA+ 29.65+13.51*  11.10 +0.99%® 9.35 + 1.06%® 3.40 £ 3.42%¢ 28.60 + 3.42% 29.80 + 6.93% 3.10+£0.57%¢ 14.60 + 3.11%
Pi+cFDA- 36.35 + 3.89* 13.50 + 1.64°8 7.60 + 0.14%8 0.40 + 4.58% 18.40 + 4.58%A 11.25 +0,07°AB  3.85 + 1,49%6C 17.40 + 1.49°A

Results are expressed as average (n = 3) * standard deviation
a—c: Values in the same column for the same physiological state in different formulations and storage temperatures with different lowercase letters differ significantly (p <0.05), based on Tukey’s test.
A-D: Values in the same row for different humidity conditions or days of storage with different uppercase letters differ significantly (p <0.05), based on Tukey’s test.
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Table 3. Contents (ug/mg) of quercetin and resveratrol in LFQR formulation, as measured by HPLC,
during storage under refrigeration (RefT, 4 + 0.5 °C) and room temperature (RoT, 25 = 0.5 °C) at 11%
relative humidity. LFQR: L. fermentum 296 + FOS + quercetin + resveratrol.

Compounds Storage Day zero Day 15 Day 30 Day 60 Day 90
condition

Quercetin RefT 136.22 £ 8.77*%8  129.28 + 0.96% 138.85 £ 12.94%48  150.47 + 2.19% 142.22 + 4,898
RoT 130.00 + 3.51%8 130.78 £ 7.53%8 133.44 + 4.36% 150.65 * 5.38%4 138.42 + 7.64%48

Resveratrol ~ RefT 141.37 £ 16.42%%  142.26 + 7.64% 154.97 £ 22.14%  138.46 + 4.50% 132.33 +1.78%4
RoT 149.92 + 15.04%  149.69 + 6.20%* 150.91 + 4,534 145.49 + 10.23**  135.70 + 14.76*

Results are expressed as average (n = 3) £ standard deviation
a-b: Values in the same column for the same compound under different storage temperatures with different lowercase letters
differ significantly (p <0.05), based on the Students’ t-test.
A-B: Values in the same row with different uppercase letters differ significantly (p <0.05), based on Tukey’s test.
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Table 4. Antioxidant capacity of LFQR, expressed as TEAC (mmol Trolox/ug),
measured by absorption measurements with DPPH and ABTS assays, during storage
under refrigeration (RefT, 4 £ 0.5 °C) and room temperature (RoT, 25 + 0.5 °C) at 11%

relative humidity. LFQR: L. fermentum 296 + FOS + quercetin + resveratrol.

Assay Storage Day zero Day 15 Day 30 Day 60 Day 90
condition

DPPH  RefT 3.30£0.27%A 3.23+0.18%A 2.99+0.14°8 264 +0.08°®  2.16 + 0.04%C
RoT 3.62+0.1224 3.45+0.17%A 3.38+0.20% 3.01+0.16%®  2.44+0.06°C

ABTS  RefT 8.42 +1.29°A 7.42+0.26% 515+0.77%8  4590+0.2188  4.34 +£0.44%®
RoT 10.48 +1.34  7.31+0.21%® 575+1.42¢ 574+0.48C 561+0.17%¢

Results are expressed as average (n = 3) £ standard deviation
a-b: Values in the same column for the different storage temperatures with different lowercase letters differ
significantly (p <0.05), based on the Students’ t-test.
A-C: Values in the same row with different uppercase letters differ significantly (p <0.05), based on Tukey’s test.
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Figure 1. Representative DSC (A) and TG curves under air (B) and nitrogen (C)
atmospheres of fructooligosaccharides (FOS), quercetin and resveratrol separately, as
well as of LF and LRQF formulations under different humidity conditions (11% RH).
LF: Limosilactobacillus fermentum 296 + FOS; LFQR: L. fermentum 296 + FOS +
quercetin + resveratrol.
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Figure 2. Representative HPLC chromatograms of quercetin (A) and resveratrol (B) separately, as
well as in LFQR under day 30 of refrigeration (C) and room temperature (D) storage. LFQR: L.

fermentum 296 + fructooligosaccharides + quercetin + resveratrol.
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