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RESUMO

A utiliza¢do de nutracéuticos formulados com probidticos e compostos bioativos presentes em
frutas, tem sido investigada como uma alternativa para a prevencdo de diversas doengas, em
virtude de seus efeitos antioxidantes e da capacidade de modular a microbiota intestinal. O
presente estudo teve como objetivo desenvolver e analisar a estabilidade de novos nutracéuticos
contendo casca liofilizada de jabuticaba (LCJ) e uma mistura de potenciais cepas probioticas
de Limosilactobacillus fermentum [139, 263 e 296]. Para isso, foram avaliados os efeitos das
condi¢des de armazenamento (11% de umidade relativa, 4 e 25 °C/90 dias) na estabilidade de
duas formulagdes nutracéuticas (JM: LCJ + cultura mista de L. fermentum; JFM: LCJ + cultura
mista de L. fermentum + frutooligossacarideos), por meio da determinacdo da estabilidade
térmica, contagem de células viaveis, estado fisioldgico bacteriano, teor de compostos fendlicos
e atividade antioxidante durante 90 dias de armazenamento. Também foram avaliados a
bioacessibilidade dos compostos fenélicos, viabilidade celular, estado fisioldgico, contetido de
fenolicos e atividade antioxidante, antes e durante cada fase da digestdo gastrointestinal
simulada, de JM e JFM armazenados a 4 °C/11% UR nos tempos zero, 45 ¢ 90 dias. Os
resultados destacaram que ambos os nutracéuticos (JM e JFM) mantiveram estabilidade térmica
e alta concentragdo de compostos fenolicos e atividade antioxidante durante o armazenamento.
A formula¢do JFM apresentou maior viabilidade celular de L. fermentum, especialmente sob
refrigeragdo. Apesar de variacdes no estado fisiologico das células, a viabilidade e
funcionalidade das cepas foram preservadas em ambas as formula¢des, independentemente da
temperatura de armazenamento. A investigagdo sobre bioacessibilidade de compostos
fenolicos, atividade antioxidante e viabilidade de L. fermentum durante o armazenamento a 4
°C e 11% de umidade relativa, revelaram que apds digestdo gastrointestinal simulada, a
formulagdo JFM exibiu a maior viabilidade celular e resisténcia as alteracdes, com alta
contagem de células vivas e baixa contagem de células mortas, embora algumas células
estivessem em estado VBNC (viaveis, mas ndo cultivaveis). A absor¢do de antocianinas foi
predominante no estomago, enquanto o acido eldgico foi mais biodisponivel no intestino. A
atividade antioxidante diminuiu durante a digestdo. Ambos os nutracéuticos liberaram
compostos fendlicos biodisponiveis e células potencialmente probioticas durante os ensaios.
JFM destacou-se como o nutracéutico mais promissor, ¢ a casca de jabuticaba como um

ingrediente importante para formula¢des contendo cepas potencialmente probioticas.



Palavras-chave: Myrciaria cauliflora; estabilidade; probiodticos; compostos fendlicos;
capacidade antioxidante; nutracéuticos.



ABSTRACT

The use of nutraceuticals formulated with probiotics and bioactive compounds present in fruits,
has been investigated as an alternative for the prevention of several diseases, due to their
antioxidant effects and the ability to modulate the intestinal microbiota. The present study
aimed to develop and analyze the stability of new nutraceuticals containing freeze-dried
jabuticaba peel (FJP) and a mixture of potential probiotic strains of Limosilactobacillus
fermentum [139, 263 and 296]. For this purpose, the effects of storage conditions (11% relative
humidity, 4 and 25 °C/90 days) on the stability of two nutraceutical formulations (JM: FIP +
mixed culture of L. fermentum; JFM: FJP + mixed culture of L. fermentum +
fructooligosaccharides) were evaluated by determining thermal stability, viable cell count,
bacterial physiological state, phenolic compound content and antioxidant activity during 90
days of storage. The bioaccessibility of phenolic compounds, cell viability, physiological state,
phenolic content and antioxidant activity were also evaluated, before and during each phase of
simulated gastrointestinal digestion, of JM and JFM stored at 4 °C/11% RH at times zero, 45
and 90 days. The results highlighted that both nutraceuticals (JM and JFM) maintained thermal
stability and high concentration of phenolic compounds and antioxidant activity during storage.
The JFM showed greater in the cell viability of L. fermentum, especially under refrigeration.
Despite variations in the physiological state of the cells, the viability and functionality of the
strains were preserved in both formulations, regardless of the storage temperature. The
investigation of bioaccessibility of phenolic compounds, antioxidant activity and viability of L.
fermentum during storage at 4 °C and 11% relative humidity revealed that after simulated
gastrointestinal digestion, the JFM formulation exhibited the highest cell viability and
resistance to changes, with high live cell counts and low dead cell counts, although some cells
were in the VBNC (viable but not cultivable) state. Anthocyanin absorption was predominant
in the stomach, while ellagic acid was more bioavailable in the intestine. Antioxidant activity
decreased during digestion. Both nutraceuticals released bioavailable phenolic compounds and
active probiotic cells during the assays. JFM stood out as the most promising nutraceutical, and
freeze-dried jabuticaba peel as an important ingredient for formulations containing potentially

probiotic strains.

Keywords: Myrciaria cauliflora; stability; probiotics; phenolic compounds; antioxidant

capacity; nutraceuticals.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, com a mudanga no estilo de vida da populacdo devido o
reconhecimento da importancia da dieta na condic¢éo de saude, os consumidores t€ém se tornado
mais interessados em fazer escolhas por alimentos e produtos dietéticos que possam promover
saude e bem-estar (Desai et al., 2021; Makkar et al., 2020). Os nutracéuticos sdo produtos
formados por compostos bioativos disponiveis em formulagdes apresentadas como pilulas,
tabletes ou capsulas (Ali et al., 2019) e conceituamente variam de suplemento dietético a
alimento, surgem como alternativas de consumo com propriedades profilaticas e terapéuticas
coadjuvantes na pratica clinica (Chelluboina; Vemuganti, 2021). Os principais compostos
bioativos utilizados na formulagéo de nutracuticos sdo minerais, vitaminas, probioticos, fibras
dietéticas e compostos fenolicos (Cadiz-Gurrea et al., 2020; Feng; Wang, 2020).

A eficacia dos nutracéuticos na promog¢do da saude depende da qualidade da
formulagdo, de modo que a caracterizacdo fisico-quimica ¢ uma etapa indispensavel do
processo de produgdo devido a sua influéncia na estabilidade do produto durante o
armazenamento (Andrade et al., 2020). Nesse contexto, as propriedades térmicas e a analise
microscopica do material fornecem informagdes importantes para o estabelecimento da
condi¢do de armazenamento mais estavel, evitando perdas de funcionalidade e dificuldades de
comercializacdo (Samas ef al., 2021). A temperatura ¢ umidade relativa sdo os fatores
determinantes para a ocorréncia de alteragdes fisicas que podem interferir na estabilidade dos
componentes bioativos promotores da saide utilizados na elaborag@o de nutracéuticos (Dantas
etal.,2021).

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando consumidos em
doses adequadas, promovem beneficio a saude dos consumidores (Hill et al., 2014). Varios
beneficios tém sido associados com a incorporacdo de probidticos em alimentos e nutracéuticos,
como efeito protetor frente a hipertensdo (Latif et al., 2023), propriedade imunomoduladora
(Mazziotta et al., 2023), modulagdo benéfica da microbiota intestinal e prote¢do do organismo
contra a invasdo de patogenos (Souza ef al., 2019; Ferreira et al., 2022). Cepas de Lactobacillus
fermentum, reclassificado taxonomicamente em Limosilactobacillus fermentum, sao
amplamente estudadas e utilizados como probidticos, estando presentes em diferentes nichos
ecoldgicos, com importante participacdo na induastria de alimentos (Freire et al., 2024).

A jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg] € uma espécie vegetal nativa da
Mata Atlantica brasileira e seu fruto € bastante apreciado pelos consumidores, devido as suas

caracteristicas sensoriais. A espécie produz uma fruta conhecida por suas caracteristicas tinicas,
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sendo umas das poucas frutas que crescem diretamente no tronco e galhos da planta. No
processo industrial, a polpa da jabuticaba corresponde a maior participagdo no mercado devido
seu sabor doce e suculéncia, enquanto a casca e sementes sao, de forma geral, pouco atrativas
devido ao sabor adstringente e textura mais rigida (Nunes ef al., 2021; Barroso et al., 2022). No
entanto, a casca e sementes da jabuticaba destacam-se pelo seu valor nutricional, apresentando
vitaminas, minerais, fibras alimentares (Faller er al., 2023) e compostos fendlicos,
principalmente antocianinas, derivados do acido elagico e galico (Trindade ef al., 2022; Neves
et al,2022).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos caracterizados pela presenga de anel aromatico,
com, pelo menos, uma hidroxila (-OH) ligada (Vilvert et al., 2024). Esses compostos tém
recebido crescente interesse por suas propriedades antioxidantes bem reconhecidas, mas
também por seus efeitos moduladores da microbiota intestinal e de prote¢do de microrganismos
probidticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal (Silva et al., 2023b; Saleh et al.,
2020).

A ingestdo combinada de compostos fendlicos e probidticos tem sido reconhecida como
potencial estratégia para aumentar os efeitos beneficios a saide desses componentes, embora
ainda seja pouco explorada (Souza et al., 2019; Matftei et al., 2024; Cruz Neto et al., 2024). Em
estudo prévio foram avaliados os efeitos de nutracuticos contendo liofilizado da casca da
jabuticaba e cultura mista de cepas de L. fermentum (139, 263 e 296) candidatas para uso como
probiodticos na composi¢do da microbiota intestinal humana, produg¢do de metabolitos e
atividade antioxidante durante fermentacao coldnica in vifro ao longo de 48 horas. Os resultados
mostraram que houve aumento na abundancia relativa de Lactobacillus ssp./Enterococcus spp.,
Bifdobacterium spp. e Ruminococcus albus/R. favefaciens e redu¢do da abundancia relativa de
Bacteroides spp./Prevotella spp., Clostridium histolyticum e Eubacterium rectale/C. coccoides
(Silva et al., 2023a). Diante dos resultados obtidos, a associagdo da casca da jabuticaba com a
cultura mista de L. fermentum na composi¢do do nutracéutico mostrou efeitos benéficos na
composi¢do da microbiota intestinal, porém ainda se torna necessario avaliar a estabilidade do
produto e da bioacessibilidade dos compostos fendlicos presentes na sua composicao.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade de
nutracéuticos compostos por liofilizado da casca de jabuticaba e cultura mista de cepas
potencialmente probioticas de L. fermentum 263,296 e 139 durante 90 dias de armazenamento
controlado, analisar a bioacessibilidade dos compostos fenolicos e estado fisiologico das células
de L. fermentum antes e durante exposi¢do as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal

humano nos tempos zero, 45 e 90 dias de armazenamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 NUTRACEUTICOS: CONCEITO E LIMITACOES NO PROCESSAMENTO E
ARMAZENAMENTO

A defini¢do de nutrac€uticos ainda ndo ¢ bem estabelecida. O termo “nutracéutico” foi
introduzido em 1989, por Stephen DeFelice, combinando as terminologias “nutri¢do” e
“farmacéutico” (Suleria et al., 2015). De forma mais simples, os nutracéuticos sdo formados
por substancias bioativas, que exercem beneficios a satde, além de propriedades nutricionais.
Estes produtos surgem a partir de pesquisas especializadas, visando a sua eficacia e seguranga,
sendo apresentados em formas farmacéuticas (pilula, capsula, pds, liquidos e géis) (Makkar et
al., 2020; Chelluboina; Vemuganti, 2021; Bommakanti et al., 2023).

A medida que evidéncias cientificas solidas acerca dos efeitos benéficos do consumo de
nutracéuticos sobre parametros relacionados a satide avangam, ocorre o aumento do interesse
pelo seu consumo. A populagdo europeia e norte-americana tem aumentado o consumo de
nutracéuticos, de modo que esses produtos tém passado a compor a dieta dos individuos,
impulsionados pelo aumento de doengas cronicas ndo transmissiveis relacionadas ao estilo de
vida (Reque; Brandelli, 2021). O mercado global de nutracéuticos alcangou US$ 289.8 bilhdes
em 2021, como expectativa de alcangar US$ 438.9 bilhdes até 2026, e que ocorra crescimento
com taxa anual de 8,7% no periodo de 2021 a 2026 (BBC, 2021).

No Brasil ndo existe legislacdo propria para os nutracéuticos, de modo que para fins de
comercializacdo podem seguir a RDC n°® 243 de 26 de julho de 2018, que dispde sobre os
requisitos para composi¢do, qualidade, seguranga e rotulagem dos suplementos alimentares
(BRASIL, 2018a), a Instrugdo Normativa n° 28 de 26 de julho de 2018, que estabelece as listas
de constituintes, de limites de uso, de alegagdes e de rotulagem complementar dos suplementos
alimentares (BRASIL, 2018b) e quando contiverem probidticos na composi¢do podem seguir
a RDC n° 241 de 26 de julho de 2018, que dispde sobre os requisitos para comprovagdo da
seguranga e dos beneficios a saude dos probidticos para uso em alimentos (BRASIL, 2018c¢).

Além disso, cada pais segue uma legislagdo especifica, o que dificulta o
compartilhamento de regulagdes para avaliacdo e comprovagdo da seguranga, mecanismo de
acdo e eficacia dos nutracéuticos. Dessa forma, a segurancga e eficacia dos efeitos sobre a satde
precisa ser fundamentada em dados clinicos provenientes de ensaios in vivo (Durazzo et al.,
2020; Reque; Brandelli, 2021). Os nutracéuticos s@o formados por compostos naturais presentes

em alimentos e plantas, como os fitoquimicos, administrados em forma farmacéutica, com
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propriedades nutricionais e efeitos benéficos a satde, reconhecidos em estudos in vivo
(Sampaio et al., 2021; Nascimento ef al., 2022).

Vitaminas, minerais, compostos fenolicos, fibras alimentares e probidticos (Figura 1)
tétm sido os principais constituintes utilizados no desenvolvimento de formulagdes
nutracéuticas (Basholli-Salihu et al., 2019; Paudel e al., 2022). Esses produtos tém ganhado
aten¢fo devido a necessidade de alternativas de origem natural em substitui¢do aos produtos
farmacéuticos, como ferramenta na prevengdo de doencas e melhora no estilo de vida (Reque;
Brandelli, 2021). Porém, os compostos fenolicos e probiodticos sdo considerados os
componentes de maior interesse industrial devido a seus efeitos benéficos a saude, incluindo
melhora de respostas imunoldgicas e modulag¢do da microbiota intestinal (Silva et al., 2023b;

AlAli ef al., 2021).

Figura 1 - Nutracéutico e seus beneficios associados & saude humana

Nutracéuticos

\ L

Micro-organismos

probiéticos Compostos fendlicos

Fibras alimentares

Fonte: Adaptado de Makkar et al. (2020)
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Os nutracéuticos compostos de probidticos e compostos fendlicos provenientes de
matriz vegetal podem apresentar algumas limitagdes no processamento e armazenamento
(Dantas et al., 2021). Entre as principais limita¢cdes para manter a estabilidade de formulacdes
contendo probidticos estdo as modificacdes de pH, presenga de oxigénio, umidade relativa e
altas temperaturas. Por isso, alguns pontos s@o levados em consideracdo na avaliacdo da
estabilidade desses produtos, como a sobrevivéncia, viabilidade celular e atividade metabdlica
das células dos probioticos, assim como a biodisponibilidade dos compostos fendlicos,
manutengdo da atividade antioxidante (Reque; Brandelli, 2021), higroscopicidade e
solubilidade (Nishimoto-Sauced ef al., 2021; Ng et al., 2022).

A higroscopicidade e solubilidade s@o aspectos ligados a estabilidade do produto sob o
ponto de vista fisico, quimico e microbiologico. A higroscopicidade é uma propriedade fisico-
quimica definida como a suscetibilidade de particulas em absorver agua do ambiente, sendo
considerada uma propriedade inerente a presenca de grupos polares na estrutura (Han ef al.,
2022). A elevada higroscopicidade pode causar alteragdes nas propriedades fisico-quimicas do
material, e, consequentemente, resultar em maior instabilidade durante o armazenamento e,
eventualmente, em efeitos adversos na biodisponibilidade de compostos bioativos (Ng et al.,
2022). O controle da umidade para alcance de estabilidade das formula¢des nutracéuticas pode
ser atingida por meio do uso de sais, como cloreto de litio (LiCl), com umidade conhecida
(11%) (Prakash ef al., 2023). A soluc¢do de LiCl pode ser utilizada em sistemas alimentares,
visto ser considerada inodora, ndo volatil e atéxica (Gu ef al., 2022).

Nascimento ef al. (2022) avaliaram in vifro de nutracéutico composto por L. fermentum
296, quercetina e resveratrol, submetida a trés diferentes umidades relativas (11%, 22% e 33%)
e duas temperaturas de armazenamento (4 °C e 25 °C), com base na determinagdo da
estabilidade térmica, estado fisioldgico e viabilidade das células de cepas probidticas durante
90 dias de armazenamento. Foi relatado que as diferentes umidades relativas ndo afetaram as
reagdes endotérmicas e perda de massa do nutracéutico, porém a contagem de células viaveis
(>6 log CFU/g) se manteve mais estavel na umidade relativa de 11%, gerada por meio de
solu¢do de LiCl, e temperatura de 4 °C. O conteudo de quercetina e resveratrol ndo sofreu
influéncia da temperatura de armazenamento, sendo mantido valores superiores a 129.28 + 0.96
e 132.33 £ 1.78 pg/mg, respectivamente.

Dessa forma, compostos bioativos isolados e matrizes poliméricas comestiveis podem
ser agregados a probidticos para compor formulagdes nutracéuticas (Reque & Brandelli, 2021).
Contudo, a viabilidade e atividade metabdlica das células de probidticos podem ser

prejudicadas devido as etapas de processamento, armazenamento e passagem pelo trato
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gastrointestinal humano (Figura 2). Nesse contexto, alguns estudos mostram que o uso da
liofilizagdo, agregado aos compostos fendlicos presentes na matriz alimentar, pode minimizar

o0 estresse causado nas cepas probidticas mantendo sua viabilidade (Ge et al., 2024).

Figura 2 - Administracéo oral, disponibilidade e intera¢des dos probidticos e fendlicos presentes na

formulag&o nutracéutica.
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Caracteristicas de nutracéuticos com prebioticos e probioticos

- Bioacessibilidade de compostos fendlicos;

- Protegao de probidticos ao longo da digestio;

- Alivio de distirbios gastrintestinais;

- Modulagido da microbiota intestinal;

- Aumento da atividade antioxidante e anti-inflamatoria;
- Prevengdo contra doengas cronicas nao transmissiveis.

Fonte: Adaptado de Dangi et al. (2023).
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2.2 JABUTICABA (Myrciaria jaboticaba (vell) Berg)

A jabuticabeira é uma planta nativa do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae,
encontrada, principalmente, na regido de Mata Atlantica, mas também esta distribuida no
Paraguai e Argentina, com florescéncia ocorrendo nos meses de marco e setembro
(Albuquerque et al., 2020; Calloni et al., 2021). Geralmente, é uma arvore pequena, na qual as
flores e os frutos crescem diretamente no tronco e galhos (Figura 3). Quando maduros, as
jabuticabas apresentam casca roxa e polpa branca de sabor adocicado, textura gelatinosa
(Calloni et al.,2021) e ligeiramente acido (pH ~ 4,5), sendo fonte de compostos fendlicos, como
delfinidina-3-0-glicosideo, cianidina-3-O-glicosideo, acido galico e acido elagico (Faller et al.,
2023).

Anteriormente, a jabuticaba era classificada no género Myrciaria, mas em 1985 foi
reclassificada no género Plinia devido as suas inflorescéncias e caracteristicas de crescimento.
No entanto, o termo Myrciaria ainda € usado em campos cientificos e ambos os termos de
género podem ser considerados sinonimos (Danner ef al., 2007; Baseggio et al., 2018). As
principais espécies naturalmente distribuidas e cultivadas em territério brasileiro sdo Plinia

trunciflora, P. cauliflora e P. jabuticaba (Calloni et al., 2021).

Figura 3 - Jabuticabeira com frutos maduros

Fonte: Autoria propria
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No Brasil, a produg¢éo anual de jabuticaba atinge aproximadamente 5 mil toneladas no
comércio formal (Massa et al., 2020), sendo considerada uma fruta bastante consumida na
forma in natura. No entanto, o cultivo comercial ¢ limitado a algumas regides, principalmente
devido ao tempo de colheita relativamente curto (Neves ef al., 2021) e alta perecibilidade da
fruta, com curta vida util pos-colheita (Pellegrino et al., 2024). Essa alta perecibilidade pode
ser minimizada pela reducdo da 4gua livre por meio de processos de secagem, como a
liofilizag@o, necessario para conservagdo e melhor aproveitamento dos nutrientes (Donno et al.,
2025; Fernandez-Pan et al., 2023). Dessa forma, sua comercializag@o esta mais distribuida na
forma de produtos, como geleia (Oliveira et al., 2024), suco (Martins et al., 2024), xaropes,
vinho (Macédo ef al., 2021) e outras bebidas alcodlicas. O valor nutricional da jabuticaba tem
despertado interesse crescente dos consumidores pela fruta, que se destaca, principalmente,
pelo seu contetdo de carboidratos, vitaminas, fibras dietéticas, minerais € compostos fendlicos
(Seguenka et al., 2024; Lima et al., 2023; Martins ef al., 2021).

No entanto, a maior parte dos compostos fenolicos da jabuticaba concentra-se na casca
e sementes, que geralmente sdo descartados sem qualquer aproveitamento (Barroso ef al., 2024;
Lemos ef al., 2024), e juntos correspondem a cerca de 50% do peso da fruta (Coelho et al.,
2024). Esses subprodutos da jabuticaba concentram, principalmente, fibras soluveis e
insoluveis (Nascimento et al., 2024), B-caroteno (Albuquerque et al., 2020), antocianinas, a
exemplo da cianidina 3-O-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo, acido galico, hesperidina,
catequina, epicatequina 3-galato, procianidina, resveratrol e rutina (Massa et al., 2020). A
cianidina 3-O-glicosideo € considerado o principal composto fendlico presente na jabuticaba
(280 mg/100 g de peso seco), assim como em algumas de suas fra¢des, como casca (1261
mg/100 g de peso seco), sementes (58 mg/100 g de peso seco) e residuo despolpado (707
mg/100g de peso seco) (Inada et al., 2015). Essa composi¢do tem atraido a atengdo dos
pesquisadores para uso da jabuticaba como matéria prima na indudstria de alimentos e

farmacéutica (Mattos et al., 2022).
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Quadro 1 - Estudos sobre a utilizagdo dos subprodutos da jabuticaba e seus principais efeitos

Referéncia Material utilizado Principais resultados
Faller et al. Farinha da casca e Melhorou a composig¢do de fibras e
(2023)

semente

compostos fendlicos em paes integrais
adicionados de farinha da casca e semente da

jabuticaba

Pinto ef al. (2023)

Extrato da casca

Ao longo do armazenamento, houve redugéo
no teor de antocianinas e viscosidade dos

iogurtes.

Barroso et al.

Tratamento hidrotérmico com temperatura de

(2022) Casca 60 °C aplicado na casca da jabuticaba resultou
em maior rendimento de cianidina-3-O-
glicosideo (1,88 mg/g).
Gomes ef al. Extrato do subproduto | O revestimento formulado com o extrato do
(2020)

subproduto da jabuticaba e quitosana
controlaram a podriddo em mamao causada

por Lasiodiplodia spp.

Calloni et al.
(2021)

Extrato aquoso da
casca

Redugéo nos niveis séricos de colesterol total

e triglicerideos em ratos diabéticos.

Santos ef al.
(2023)

Extrato da casca

O extrato da casca exibiu atividade
antioxidante semelhante ao nitrito de sodio

quando adicionado a salsichas tipo Bolonha.

Castangia et al.

(2021)

Extrato da casca

O extrato adicionado em vesiculas
fosfolipidicas apresentou maior estabilidade
durante armazenamento e melhores atividades

benéficas comparado ao extrato livre.

A industria de processamento de alimentos gera uma quantidade de subprodutos que

muitas vezes sdo depositados no ambiente e criam consideravel poluicdo ambiental (Rosa et

al., 2023). No entanto, os subprodutos (casca e sementes) resultantes do processamento de

frutas sdo fontes de nutrientes e compostos bioativos, como compostos fendlicos, fibras
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alimentares, pigmentos, peptideos e acidos graxos polinsaturados (Hadidi et al., 2024), com
potencialidade funcional e que podem agregar valor a outros alimentos, além de minimizar o
desperdicio quando reinseridos na cadeia produtiva de alimentos e de outros produtos aplicados
a saude (Nyakang’i ef al., 2023; Wang et al., 2023; Garcia-Chacon et al., 2024).

Esses subprodutos podem servir como insumos biotecnologicos para o desenvolvimento
de novos produtos alimenticios e farmacéuticos, sendo, entretanto, a sua utiliza¢do
condicionada a comprovagdo de seguranga toxicoldgica (Rodriguéz et al., 2021). De acordo
com Albuquerque et al. (2020), o extrato da jabuticaba ndo apresentou hepatotoxicidade,
indicando a possibilidade de sua aplicag@o na industria. De acordo com relatos na literatura, a
casca da jabuticaba € considerada uma alternativa no controle da oxidagao lipidica em produtos
carneos (Silva et al., 2025), e dessa forma, a aplicagdo de tecnologias adequadas resulta na
transformagdo desses subprodutos em produtos de valor agregado, permitindo seu
redirecionamento no contexto da economia circular (Barroso ef al., 2023; Ait -Kaddour et al.,
2024). A preocupagdo com a sustentabilidade e o desperdicio tem impulsionado as industrias
alimenticias transformar seu papel na sociedade em rela¢éo aos subprodutos gerados (Wibisono
etal.,2025). A utilizagdo desses subprodutos gera novas oportunidades econdomicas e inovagao
no setor produtivo, minimizando os prejuizos ambientais (Pal et al., 2024).

Considerando a composig¢do nutricional, alta perecibilidade da fruta e com o objetivo de
minimizar as perdas de composi¢do nutricional (Dal Castel et al., 2023), atrelado ao baixo
consumo dos subproduto do processamento da jabuticaba, o uso de tecnologias de
processamento, como secagem e extragdo pela industria, podem permitir o desenvolvimento de
novos ingredientes utilizados para formular novos alimentos ou nutracéuticos, minimizando o
acumulo desses subprodutos no ambiente (Fidelis ez al., 2021; Ramachandran et al., 2024; Shah

et al., 2022).

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS: CONCEITO E BIOACESSIBILIDADE

Os compostos fendlicos representam um grande grupo de metabolitos secundarios em
plantas (Lopes et al., 2024), responsaveis pela pigmenta¢do e adstringéncia, que atuam na
protegdo contra a luz ultravioleta e possuem atividade antioxidante e outros beneficios a satde
(Resende et al., 2023). Esses compostos sdo formados a partir de um ou mais anéis aromaticos,
nos quais um ou dois grupos hidroxila estdo presentes (Delgado et al., 2023). Suas estruturas

podem variar de acordo com o numero de anéis aromaticos e elementos ligados a esses anéis,
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sendo, portanto, divididos em quatro classes: acidos fendlicos, flavondides, estilbenos e
lignanas (Bié et al., 2023; Beslo et al., 2023; Bolat et al., 2024).

Os compostos fendlicos ndo podem ser produzidos pelos animais, portanto, precisam
ser incorporados na dieta. Sdo amplamente distribuidos em frutas, vegetais, mel, cereais,
sementes e bebidas, apresentando-se ligados a outras moléculas, como agucares, proteinas,
lipidios ou outros compostos (Siddiqui ef al., 2023). Sua sintese ocorre naturalmente durante o
desenvolvimento dos vegetais, mas também em resposta a situagdes distintas, como estresse e
radiagdo ultravioleta. Os compostos fendlicos estdo relacionados as caracteristicas sensoriais e
estabilidade quimica de alimentos, e, frequentemente, a sua ingestao regular tem sido associada
com beneficios a saude, como redugdo do risco de doengas cronicas nado-transmissiveis
causadas pelo estresse oxidativo (Pasquet et al., 2024; Carvalho et al., 2024), inibi¢do de lipases
pancreaticas em individuos com obesidade (Sosnowska; Podsedek; Zucharska, 2022) e da
oxidacdo lipidica em alimentos (Santos et al., 2023). Estudo com extrato da jabuticaba relatou
a capacidade de evitar o excesso de peso e adiposidade, intolerancia a glicose,
hipercolesterolemia e acimulo de lipidios hepaticos em ratos com obesidade (Moura et al.,
2021).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos tem sido relacionada a sua
capacidade de eliminar radicais por meio da doagdo de elétrons (Lang ef al., 2024; Hassanpour,
Doroudi et al., 2023). No entanto, seu efeito antioxidante depende da sua estabilidade em
condi¢des fisioldgicas, assim como do nimero e disposi¢do dos grupos hidroxilas na molécula.
Ademais, a atividade antioxidante de compostos fenolicos € associada com outras propriedades
bioldgicas, tais como anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiproliferativa, cardioprotetora,
neuroprotetora (Duque-Soto et al., 2023; Liu et al., 2023), anti-envelhecimento, antitrombdtica,
moduladora da morte celular e de redugéo da viabilidade e proliferacdo dos adipdcitos (Rahman
etal.,2022; Un Nisa et al., 2024).

Contudo, os efeitos in vivo dos compostos fenolicos dependem da sua absor¢do e
metabolismo no trato gastrointestinal. Estima-se que 5 - 10% da ingestdo total de compostos
fenolicos podem ser absorvidos no intestino delgado, sendo hidrolisados e biotransformados
nos enterdcitos e posteriormente nos hepatdcitos. A maior parte atinge o limen do intestino
grosso e ¢ metabolizado pela microbiota intestinal, favorecendo a biodisponibilidade dos
compostos fenolicos (Beslo ef al., 2023; Alves et al., 2023). Assim, ¢ importante considerar a
bioacessibilidade dos compostos fendlicos, visto que a por¢do que consegue atravessar a parede
intestinal torna-se bioacessivel, exercendo efeitos sistémicos no organismo em decorréncia da

sua bioatividade (Bié et al., 2023; Subbiah ef al., 2024). Portanto, a simulacdo da digestdo
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gastrointestinal in vifro € uma alternativa bastante difundida para avaliar a biodisponibilidade
e mudangas estruturais dos nutrientes (Cuvas-Limon ef al., 2022). Porém, a biodisponibilidade
e bioacessibilidade desses compostos sdo afetadas por varios fatores, como solubilidade em
agua, acdo enzimatica, pH, técnicas de preparo do alimento e interagdes quimicas com outros
compostos e moléculas presentes na matriz alimentar (Li ef al., 2023; Qin et al., 2023; Bolate
et al.,2024). Estudo com bebida lactea adicionada de fenolicos isolados de casca de jabuticaba
indicou que a bioacessibilidade desses compostos foi reduzida ao final da digestdo
gastrointestinal simulada (Coelho et al, 2024).

Os compostos fendlicos podem ser obtidos a partir do consumo de alimentos, farmacos
e nutracéuticos. No entanto, o processo de extragdo € o primeiro e o mais importante método
de recuperagdo de compostos fendlicos na matriz vegetal. A eficiéncia da extracdo ¢é
diretamente afetada pela aplicacdo e tempo de sonicagdo, polaridade do solvente, temperatura
aplicada e pH (Barros ef al., 2020; Demircan; Velioglu; Giuffré, 2023). No entanto, os
compostos fendlicos podem apresentar-se instaveis quando em contato com as condic¢des

ambientais e de processamento industrial.

2.3.1 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos naturais que pertencem a familia dos flavonoides (Li ef
al.,2023). Sdo compostos fenolicos de estrutura quimica contendo dois anéis arométicos unidos
por uma estrutura com trés atomos de carbono condensados por um atomo de oxigé€nio
(Rodriguez-Mena ef al., 2023). Dessa forma, sdo constituidas por duas ou trés porg¢des, sendo
a antocianidina (cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, petunidina e pelargonidina)
localizada no centro da molécula e ligada a um grupo de agticar ou dcido organico (Zhou et al.,
2020; Chen et al., 2024). A formagdo estrutural das antocianinas ocorre por metilagéo,
hidroxilagdo, glicosilagdo e acila¢do, permitindo versatilizacdo das cores, o que as torna
pigmentos importantes com tonalidade variando de vermelho, azul e roxo (Rodriguez-Mena et
al.,2023; Nabi ef al., 2023).

As antocianinas sdo consideradas polifendis (Desai et al., 2021), com fungdes
importantes nas plantas, como coloragdo, interacdo com o ambiente e mecanismos de defesa,
sendo predominantes na casca da jabuticaba. Os principais tipos de antocianinas s@o cianidina-
3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e seu glicosideo aglicona e delfinidina-3-glicosideo (Liu
et al., 2023; Chen et al., 2024; Dabravolski; Isayenkov, 2023). A presen¢a desses compostos

nas frutas e vegetais depende do estagio de maturagdo, de modo que enquanto a concentragdo
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de alguns compostos fenodlicos diminui ao longo do processo de maturagdo de frutas, as

concentragdes de antocianinas aumentam (Vilvert ef al., 2024).

Figura 4 - Estrutura quimica basica das antocianinas

Fonte: Souza et al. (2019).

Estudo realizado com a jabuticaba em diferentes estagios de maturagdo constatou que
na fase madura os conteudos de antocianinas monoméricas totais, frutose e glicose sdo maiores,
0 que sugere ser uma fase importante de consumo da fruta para fins de beneficios a satde
(Seraglio et al., 2018). Esses compostos podem ser extraidos e utilizados no desenvolvimento
de novos produtos, porém o processo de extragdo de fontes naturais nem sempre € facil e vidvel
para aplica¢do em escala industrial devido sua baixa estabilidade, resultante de exposi¢do do
produto ao oxigénio, elevadas temperaturas, luz, pH elevado e enzimas (Scibisz; Ziarno, 2023;
Pinto et al., 2023).

Contudo, considerando que as antocianinas sdo mais estaveis em valores de pH baixo,
no processo de extragdo trona-se importante testar diferentes solu¢des acidas (ex., acido acético
e formico) e valores de pH (ex., 1, 2 e 3) (Inada et al, 2021). Ja foi verificado que solventes
polares acidificados (dgua, metanol, etanol, acetona ou suas misturas) sdo eficientes para a
extracdo de antocianinas, bem como o uso de acido em mistura dgua/etanol, devido as
propriedades de polaridade das antocianinas (Jovanovic et al., 2023). Sabe-se, que o ambiente
acido promove a degradacdo da membrana celular com aumento da interag@o entre o solvente
e 0 composto, enquanto os ions de hidrogénios livres levam a estabilizagdo do cation flavilio,
que ¢ a forma da antocianina. Porém, as condi¢des ideais de extragdo podem variar de acordo

com o tipo de planta e seu perfil de antocianinas (Gengdag et al., 2022; Xue et al, 2024).
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As antocianinas extraidas de plantas podem ser substitutas dos corantes sintéticos por
suas cores atraentes, brilhantes, solubilidade em dgua e auséncia de efeitos adversos a satde
(Camara et al., 2022). Com isso, esses pigmentos sdo ferramenta para melhorar a aparéncia e
as caracteristicas de produtos alimenticios e farmacéuticos. O uso de antocianinas pode atrair
consumidores interessados em produtos alimenticios mais saudaveis, visto que podem tornar
os alimentos naturalmente coloridos e sem a necessidade do uso de corantes sintéticos (Bhushan
et al., 2024; Miranda et al., 2025).

As antocianinas sdo encontradas em maior quantidade na casca de frutas de cor escura,
sendo instaveis a altas temperaturas, mudanca de pH e presenca de luz, os quais so fatores que
podem levar a sua degradacdo (ElGamal et al., 2023). Com isso, as indudstrias de alimentos e
farmacéutica tém o desafio de aumentar a estabilidade e biodisponibilidade desses compostos
predominantes na casca da jabuticaba (Usman et al., 2025), sendo a liofilizagdo e
armazenamento com o abrigo da luz alternativas para evitar a degradacdo da molécula. Assim,
o preparo do liofilizado da casca da jabuticaba e armazenamento sob condi¢des que mantenham
sua estabilidade sdo estratégias para uso, conservagéo e aplicacdo desse material como matéria
prima com valor agregado (Nascimento et al., 2025; Silva et al., 2024).

Estudo realizado com a casca da jabuticaba identificou a presen¢a dos compostos
fenolicos cianidina-3-O-glicosideo (352,33 mg/100g), acido elagico (163,65 mg/100g) e
delfinidina-3-glicosideo (94,99 mg/100g) (Resende et al., 2023). O teor de compostos fendlicos
presentes na casca da jabuticaba pode influenciar de forma positiva a capacidade desse material
em atuar como carreador de culturas probidticas, causando a protecdo das células bacterianas
durante o processamento, armazenamento ¢ quando expostas a condi¢des simuladas do trato
gastrointestinal (Gumus; Demirci, 2022; Loubet Filho et al., 2022). Com base na composi¢do
de nutrientes e compostos fendlicos de subprodutos do processamento da jabuticaba, alguns
estudos tém utilizado o subprotudo da fruta em p6é como ingrediente no desenvolvimento de
diversos produtos, como bebida lactea (Coelho ef al., 2024), iogurte (Machado et al., 2023) e
salsichas (Santos et al., 2023).

2.4 PROBIOTICOS: CONCEITO E TECNICAS DE VIABILIDADE

Os probidticos sdo atualmente conceituados como “microrganismos vivos que, quando
consumidos em quantidade adequada, conferem beneficio a satide do hospedeiro” (Hill et al.,
2014). Para exercer sua atividade em alimentos e nutracéuticos, as culturas probioticas devem

estar em quantidade adequada e viaveis, permitindo-lhes resistir as condi¢des adversas do trato
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gastrointestinal e alcancar o intestino em dose suficiente para efetivamente promover os
beneficios alegados ao hospedeiro (Ribeiro et al., 2020).

No entanto, outras caracteristicas devem ser observadas antes de atribuir a designagdo
de probidtico a cepas de microrganismos, tais como: seguranca para o consumidor
(suscetibilidade a antibidticos, atividade hemolitica e degradacdo de mucina), funcionalidades
fisiologicas (tolerancia a sais acidos e biliares, desconjugag¢@o do sal biliar, hidrofobicidade da
superficie celular, autoagregagdo, coagregagdo com patogenos e atividade antagdnica contra
patogenos) e capacidade de sobreviver a exposi¢do as condigdes gastrointestinais (Garcia ef al.
2016; Mendonga et al., 2023). Além disso, € importante avaliar as propriedades tecnolédgicas,
tais como atividade proteolitica e lipolitica, tolerancia ao NaCl, produgéo de expolissacarideos
e diacetil, que podem influenciar na qualidade do produto ao qual o probidtico é incorporado
(Athayde ef al., 2024; Pourjafar et al., 2023).

A maioria dos microrganismos probioticos atualmente comercializados se originam do
trato gastrointestinal humano (Lau; Quek, 2024). Porém, nos tultimos anos tem crescido o
nimero de estudos com cepas potencialmente probioticas oriundas de fontes distintas, como
frutas, vegetais e subprodutos do seu processamento (Araujo et al., 2024a). As adaptagdes
naturais as caracteristicas intrinsecas dessas matrizes, a exemplo da acidez e presenga de
compostos fendlicos, possivelmente influenciam positivamente a sobrevivéncia dessas cepas
durante o processamento e armazenamento de alimentos, particularmente em matrizes néo-
lacteas (Salas-Millan; Aguayo et al., 2024; Payne et al., 2024).

O género Lactobacillus é o mais estudado no grupo de bactérias laticas (BAL), sendo
cepas de suas espécies comumente reconhecidas como potencialmente probiodticas.
Recentemente, esse género passou por uma reclassificagdo taxonomica, na qual a espécie
Lactobacillus fermentum foi renomeada como Limosilactobacillus fermentum, sendo
caracterizada como Gram-positivo, em forma de bastonetes, heterofermentativos e anaerobio
ou aerotolerante, podendo ser encontrada em cereais fermentados, subprodutos do
processamento de frutas, laticinios, estercos, esgoto e fezes humanas (Rodriguez-Sojo et al.,
2021; Freire et al., 2021). Pesquisa realizada por Garcia et al. (2016) isolou e caracterizou cepas
de BAL derivadas de frutas e subprodutos do processamento de frutas. As cepas L. fermentum
139, L. fermentum 296 e L. fermentum 263 isoladas de manga (Mangifera indica L.), abacaxi
(Ananas comosus) e morango (Fragaria vesca L), respectivamente, destacaram-se como
candidatos para uso como probioticos. Em testes in vitro para averiguar a seguranga,
funcionalidade fisioldgica e propriedades tecnolédgicas realizados por Albuquerque et al.

(2018), foi confirmado que as cepas L. fermentum 139, 263 ¢ 296 possuem caracteristicas de
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seguranga, funcionalidade fisioldgicas e tecnoldgicas importantes para serem utilizadas como
probioticos.

Resultados de estudo in vivo com ratos machos Wistar utilizando formula¢do mista
composta pelas cepas de L. fermentum 296, 263 ¢ 139 atrelada a uma dieta hiperlipidica,
mostraram que os animais que receberam a formulagdo duas vezes ao dia, durante 4 semanas,
tiveram reducdo de hiperlipidemia e hiperglicemia, com aumento no contetido sérico de HDL-
¢ (lipoproteina de alta densidade) (Freire et al., 2021). Essa cultura mista também foi estudada
em relagdo a sua seguranga por meio de avalia¢do de genotoxicidade (ensaio de micronucleo)
e toxicidade subcronica (com uso de dose repetida durante 13 semanas) em ratos machos e
fémeas com 70 dias de vida. A administra¢do da formulac¢do ndo causou alteragdo na frequéncia
de microntcleos nos eritrécitos em doses de até 10'° UFC/ml, e, para toxicidade subcronica, a
dose administrada ndo causou alteracdes no comportamento, parametros bioquimicos e
aparecimentos de tumores. Também foi observado que o grupo de animais que receberam doses
de 10'° UFC/ml foi capaz de reduzir os niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias (Cruz Neto
etal.,2023).

Além disso, um estudo com ratos machos Wistar avaliou os efeitos da administragdo de
L. fermentum 296 em disturbios cardiometabolicos induzidos por dieta hiperlipidica. Os
animais foram separados em trés grupos distintos: controle, suplementado com dieta
hiperlipidica e suplementado com dieta e administracdo da cultura probidtica. Essa cultura
(aproximadamente 1 x 10 ° UFC/mL) foi administrada durante quatro semanas consecutivas
por meio de gavagem oral. Os animais que receberam a cultura apresentaram reducdo da
pressdo arterial e hiperlipidemia. Ainda, a contagem de células viaveis de Lactobacillus ssp.
diminuiu nas fezes dos animais que receberam a dieta hiperlipidica, enquanto aumentou nas
fezes dos animais que receberam a administrag¢do da cultura (Cavalcante et al., 2019).

A cultura mista de L. fermentum 139,263 e 296 também foi administrada durante quatro
semanas em ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Os animais que fizeram consumo da
dieta hiperlipidica apresentaram melhora do perfil lipidico, aumento da resisténcia a insulina,
melhora do tonus simpatico e da pressdo arterial, com alteragcdo na composi¢do da microbiota
intestinal. No grupo que recebeu a cultura mista ocorreu redu¢do da abundancia de
Proteobacteria e Epsilonbacteraeota comparado ao grupo controle sem consumo da dieta
hiperlipidica, e aumento da abundancia de Firmicutes em relagdo ao grupo com consumo da
dieta hiperlipidica, porém sem administracdo da cultura. Os autores atribuiram a administragado
da cultura probiodtica aos efeitos positivos na modula¢do da microbiota intestinal e melhora dos

parametros relacionados a disturbios cardiometabdlicos (Ferreira et al., 2022).



32

A administra¢do de cepas probidticas isoladas (figura 5) ou combinadas na forma de
cultura mista pode exercer efeitos promotores da saide por meio de diferentes mecanismos,
como o equilibrio da microbiota intestinal, producdo de acidos graxos de cadeia curta,
resisténcia a colonizagfo e eliminagdo competitiva de patégenos (Freire ef al., 2021). O efeito
antioxidante gerado por espécies de lactobacilos probidticas tem sido relacionado a moléculas
de exopolissacarideos, que também sdo produzidas e secretadas durante o crescimento desses
microrganismos (Zhou et al., 2023; Netrusov et al., 2023; Pourjafar et al., 2022). Os
exopolissacarideos sdo polimeros de carboidratos com alto peso molecular com elevado nimero
de grupos funcionais, como hidroxila, carbonila, carboxila, acetato etc., que conferem uma série
de propriedades importantes, destacando a formacdo de biofilmes e adesdo celular e efeito
antioxidante de forma indireta por meio da regulacdo da composicdo da microbiota

(Garmasheva ef al., 2024; Aditya et al., 2022).

Figura 5 — Mecanismos de a¢o de microrganismos probidticos.
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A aplicag@o industrial de bactérias probioticas ¢ um desafio, uma vez que depende de
tecnologias capazes de preservar a viabilidade e concentragdo das células de forma a garantir a
estabilidade do produto no qual foram inseridas (Mafaldo ef al., 2022). Dessa forma, a
liofilizagdo é o processo bastante utilizado para reduzir o teor de umidade de culturas de
probioticos e assim facilitar o transporte e viabilidade. Ela é considerada um método controlado
para desidratacdo de produtos termolabeis, possibilitando produzir pés com estabilidade de
armazenamento prolongado, a fim de permitir sua incorporagdo em alimentos ou na forma de
nutracéuticos (Ge et al., 2024; Ward; Matejtschuk, 2021).

A liofilizagdo ¢ um processo de secagem com determinadas vantagens, visto que
possibilita preservar os nutrientes e as caracteristicas dos alimentos. O método consiste em
congelamento do produto (aproximadamente -57 °C), seguido por sublimagdo da agua,
resultando na substancia seca (Almeida et al., 2020; Ge ef al., 2024). Mesmo sendo considerado
um processo adequado para preservacdo de cepas probidticas, os cristais de gelo formados
durante o congelamento podem causar danos na estrutura, fungdo e composi¢do das membranas
celulares. Dentre as alteragdes que podem ocorrer, destacam-se desnaturacgéo e inativagdo de
proteinas e enzimas, resultando em diminui¢do da viabilidade e da atividade metabdlica,
levando a dano e morte celular (Sanchez ef al., 2023)

Algumas matrizes t€m sido usadas para minimizar os danos e perda de viabilidade dos
probidticos durante a liofiliza¢do, atuando como crioprotetores, como B-glucanos (Guedes et
al., 2019), biomassas de algas (Mafaldo et al., 2022), residuo da casca da jabuticaba (Silva et
al., 2023), quercetina e resveratrol (Sampaio et al., 2021), tendo como destaque os fruto-
oligossacarideos (FOS). O mecanismo de prote¢do exercido por esses agentes crioprotetores
envolve aumento da temperatura de transi¢do vitrea, com formagéo de uma estrutura amorfa, e
formagdo de ligagdes de hidrogénio com as proteinas de membrana (Noufeu ef al., 2025). No
desenvolvimento de nutracéuticos compostas por quercetina, resveratrol, FOS e cepas
probidticas, foi verificado que houve elevagdo da temperatura de transi¢do vitrea comparado
com formulag¢des contendo apenas o FOS e as cepas. Os autores relataram que possivelmente a
complexagdo do FOS com esses compostos retardou o aparecimento de estrutura com aspecto
de borracha (rubery state) (Nascimento et al., 2022).

Estudo prévio verificou que os subprodutos do processamento de acerola, caju e goiaba
foram capazes de exercer fungfo crioprotetora frente cepas probidticas de lactobacilos quando
submetidas ao processo de liofilizagcdo e durante o armazenamento. Os autores mencionaram
que, possivelmente, essa fun¢do esteve atrelada aos elevados teores de compostos fendlicos

presentes nos subprodutos testados (Araujo et al., 2020). Além disso, os resultados apontam
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para uma possivel destinacdo de valor agregado para esses materiais como veiculos para
probidticos. Contudo, sdo poucos os estudos que avaliam a utilizagdo de fragdes ou subprodutos
de frutas em ensaios de avalia¢do da estabilidade de cepas probidticas submetidas ao processo

de liofilizacdo e suas intera¢gdes em nutracéuticos durante o processamento e armazenamento.

2.4.1 Interacio entre compostos fenolicos e probiodticos

As intera¢des entre os compostos fenolicos e microrganismos probidticos sio
importantes para que ambos desempenhem os efeitos benéficos a satide humana (Figura 6). A
influéncia dos compostos fendlicos na saide depende da quantidade disponivel na dieta,
biodisponibilidade e atividade biologica dos metabolitos produzidos no trato gastrointestinal
(Makarewicz et al., 2021; Soares et al., 2021). Portanto, podem exercer beneficios em nivel
local, quando atuam diretamente na passagem pelo trato gastrointesitnal, bem como em nivel
sistémico apds absor¢do dos seus metabdlitos. Esses compostos podem favorecer a adesdo,
crescimento e viabilidade dos microrganismos no ambiente intestinal (Matsumura et al., 2023).

Os compostos fendlicos podem ser adicionados juntos as bactérias probidticas na
formulagdo de nutracéuticos com a finalidade de promover prote¢do a estes microrganismos
contra danos oxidativos. Ainda, os compostos fenolicos podem ser utilizados por probiodticos
por meio da a¢do de enzimas que liberam os compostos fenolicos presentes na parede celular
das células vegetais, favorecendo a biodisponibilidade desses compostos (Zhou et al., 2023).
Estudos tém evidenciado o papel da presenga conjunta de bactérias probidticas e compostos
fenolicos em nutracéuticos. Sampaio et al. (2021) desenvolveram e avaliaram in vitro
nutracéuticos compostos pelas cepas de L. fermentum 139, 263 e 296, quercetina e resveratrol,
com base na sua estabilidade durante o armazenamento e durante exposi¢do a condigdes
simuladas do trato gastrointestinal (TGI). Foram detectadas contagens de células viaveis
maiores que 9 log UFC/mL até 90 dias de armazenamento sob refrigera¢do, enquanto sob
temperatura ambiente houver reducdes significativas nas contagens das trés cepas avaliadas.
Também foi observado que QUE e RES protegeram as células de L. fermentum durante a
exposi¢do ao TGI simulado.

As antocianinas, assim como os demais flavonoides, sdo metabolizadas pela microbiota
intestinal ou por microrganismos probioticos, ocasionando a degradacdo estrutural e
transformag¢@o com libera¢do de metabolitos bioativos (Rosales ef al., 2022). Por sua vez, as
antocianinas percorrem a mucosa gastrica e no intestino delgado, especialmente no jejuno, sdo

metabolizadas pelas agliconas. A por¢do ndo absorvida no coélon sofre agdo da B-glicosidase
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presente em bactérias da microbiota intestinal (Verediano et al., 2021). As por¢des ndo
absorviveis dos compostos fendlicos permanecem disponiveis no célon e sdo biotransformadas
pela microbiota intestinal, resultando em metabolitos capazes de modular a composi¢do da
microbiota intestinal, principalmente por meio da inibicdo de bactérias patogénicas e

estimulacdo da populagé@o de bactérias intestinais benéficas, incluindo probidticos (Silva et al.,
2023Db).

Figura 6 - Combinagéo de cepas probidticas com fonte de compostos fendlicos
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Resultados de estudo realizado com tablete de vegetais suplementado com cepa de
Lacticaseibacillus rhamnosus mostraram reducdo no conteido de compostos fendlicos e da
contagem de células vidveis quando o produto foi exposto a condigdes gastrointestinais

simuladas. Ainda, foi observada oscilagdo na faixa de comprimento de onda que indicaram
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transformagdo de ligagdes moleculares, resultando em alteracdo na superficie celular do
probidtico. No entanto, a contagem das células viaveis permaneceu superior a 10° UFC/g ao
longo da exposi¢do a condi¢des gastrointestinais simuladas (Jafari et al., 2022).

Outro estudo mostrou que agucares utilizados como excipientes no processo de
liofilizac¢do de cultura de Bifidobacterium longum ssp. infantis atuiaram como crioprotetores.
Nesse estudo foram utilizados os prebioticos frutooligossacarideos, celobiose, sacarose,
trealose e lactose como excipientes para aumentar a estabilidade e funcionalidade de B. infantis.
As formulas simbidticas com os carboidratos apresentaram aumento funcionalidade quando
expostas a simulagdo do trato gastrointestinal. A presen¢a de celobiose e FOS em algumas
formulagdes foi capaz de tornéd-las mais estaveis quando comparada as demais. Os autores
relataram que a estabilidade da cepa probidtica durante o processo de liofilizacdo,
armazenamento ¢ condig¢des gastricas simuladas foi alcancada devido a disponibilidade de
compostos metabolizéveis, fornecidos pelos prebidticos, permitindo desenvolver diferentes
mecanismos de a¢do, como manutengdo e protecdo de integridade da membrana intestinal
(Basholli-Salihu et al., 2019).

A administracdo do subproduto da jabuticaba (casca e semente) foi capaz de promover
altera¢des na comunidade microbiana intestinal, melhora nos pardmetros metabdlicos e renais
induzidos por uma dieta hiperlipidica em camundongos. Apo6s quatro semanas de
suplementag¢do de 5%, 10% e 15% do subproduto da jabuticaba houve melhora na resisténcia a
insulina, dislipidemia e expressdo do gene responsavel pela lipolise hepatica nos camundongos
(Soares et al., 2021).

Microrganismos probidticos mostraram-se capazes de causar transformagdo em
compostos fenolicos por meio da a¢éo de diferentes glicosil-hidrolases, enzimas que promovem
a liberacdo de agliconas a partir de compostos fenodlicos glicol-conjugados, resultando em
melhor biodisponibilidade (Taverniti et al., 2022). Algumas espécies bacterianas podem
catalisar o O- e C- glicosideos, que sdo as formas como os flavonoides estdo presentes nas
frutas. Essas espécies de glicosideos geralmente sofrem desglicosilagdo antes de sua absorgao.
A desglicosilag@o por acdo das bactérias intestinais ja foi relatada para glicosideos de flavonas,
flavanonas, isoflavonas e antocianidinas. Espécies de bifidobactérias e lactobacilos também sdo
capazes de separar a porg¢do de glicose (Verediano et al., 2021).

Além de possiveis beneficios a saide, os subprodutos do processamento de frutas,
reconhecidos como fontes de diferentes compostos, tém sido investigados em relagéo a sua a¢éo
crioprotetora a fim de diminuir a ocorréncia de danos e perda de viabilidade nas células

probidticas durante a liofilizacdo e passagem pelo trato gastrointestinal, como também de
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exercer os efeitos benéficos apds metabolizagdo pela microbiota (Centurion et al., 2022;
Rashidinejad et al., 2022). Subprodutos de acerola e goiaba junto com cepas probidticas de
Lactobacillus e Lacticaseibacillus foram capazes de aumentar a abundancia relativa de grupos
bacterianos benéficos e induzir a atividade metabdlica da microbiota intestinal humana,
possivelmente devido a contagem de células viaveis >9 log UFC/g e intenso metabolismo de
glicose, frutose, maltose e ramnose, resultando em liberagdo de 4cidos organicos e redu¢do do
pH, favorecendo a absor¢do de nutrientes e inibigdo do crescimento de microrganismos
patogenos (Aradjo et al., 2024Db).

Geralmente, os crioprotetores, como aminoacidos, proteinas, glicerol, lactose e FOS,
sdo utilizados para desempenhar essa func¢do. Acredita-se, que os agucares podem substituir as
moléculas de dgua durante a desidratacdo e manter as estruturas bioldgicas em condig¢do
hidratadas; ou os agticares formam matrizes vitreas nas quais a alta viscosidade aliada a baixa
mobilidade molecular restringem as intera¢cdes moleculares (Bako et al., 2024; Araujo et al.,
2024b). Pesquisa realizada com o liofilizado do fruto do mandacaru mostrou-se um potencial
efeito crioprotetor durante o processo de liofilizagdo e armazenamento refrigerado de bactérias
acido lacticas (Medeiros et al., 2024).

Os probidticos podem ser incorporados em matrizes poliméricas comestiveis,
representando uma fonte de compostos bioativos, resultando em formula¢do nutracéutica
(Reque; Brandelli, 2021). Contudo, a viabilidade e atividade metabolica das cepas podem ser
prejudicadas devido as etapas de processamento, armazenamento e passagem pelo trato
gastrointestinal humano (Camelo-Silva ef al., 2022; Manassi et al., 2022; Bustos et al., 2024).
Nesse contexto, alguns estudos mostram que o uso da liofilizagdo, agregado aos compostos
fenolicos presentes na matriz alimentar, podem minimizar o estresse causado nas cepas

probidticas (Basholli-Salihu et al., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E HIGIENIZACAO DA MATERIA PRIMA

O estudo foi realizado com amostra de jabuticaba cultivar Sabara [Myrciaria cauliflora
(Mart) O. Berg], adquiridas no Engenho Varzea do Coaty, localizado na cidade de Areia — PB
- Brasil. Os frutos foram colhidos manualmente no més de janeiro/2022, selecionados
considerando integridade e estadio de maturacdo e transportados em caixa térmica contendo
gelo para o Laboratdrio de Microbiologia e Bioquimica de Alimentos (LMBA)/Departamento
de Nutri¢do/CCS/UFPB.

No laboratério, os frutos foram lavados em agua corrente para remocgao de sujidades, e,
posteriormente, foram higienizados em solug¢do de hipoclorito de sédio (200 ppm) por 15
minutos, seguido por enxague em dgua potavel corrente. Os frutos foram despolpados
manualmente, as cascas foram separadas da polpa e carocos. As cascas foram congeladas em

freezer vertical sob temperatura de -18 £ 2 °C até o uso.

3.2 LOCAL DE EXECUCAO DA PESQUISA

Os experimentos foram realizados no Laboratdério de Microbiologia e Bioquimica de
Alimentos/Departamento de Nutri¢do/Centro de Ciéncias da Saude (LMBA/DN/CCS),
Laboratério de Controle de Qualidade Fisico-Quimico/Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da Saide (LCQFC/DCF/CCS), Laboratorio de
Bromatologia/Departamento de Nutri¢do/Centro de Ciéncias da Saide (LABROM/DN/CCS),
Laboratdrio de Materiais e Biossistemas/Departamento de Engenharia de Materiais/Centro de
Tecnologia (LAMAB/DEMAT/CT/UFPB), no Nucleo de Pesquisa de Materiais/Centro de
Tecnologia (NEPEM/CT), todos localizados na Universidade Federal da Paraiba/Campus I, e
no Laboratério de Alimentos Funcionais/Instituto de Nutri¢do Josué de Castro/Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O desenho experimental do estudo esta apresentado na

Figura 7.
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Figura 7 - Desenho do estudo da estabilidade dos nutracéuticos.

Jabuticaba
Mirciaria cauliflora (Mart). O. Berg
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Fonte: Autoria propria. LCJ, liofilizado da casca da jabuticaba; JM, nutracéutico composto pelo liofilizado da
casca e cultura mista; JMF nutracéutico composto pelo liofilizado da casca, cultura mista e FOS.
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3.3 ELABORACAO DO LIOFILIZADO DA CASCA DA JABUTICABA (LCJ)

As cascas foram congeladas (-20 °C) e secas em liofilizador de bancada (modelo L-101,
marca LIOTOP, Sao Carlos, SP, Brasil) por um periodo de aproximadamente 18 - 20 horas a
temperatura de -53 °C e pressdo de 60 mmHG, com velocidade de 1 mm/h (Massa et al., 2020).
Ap6s a liofilizagdo, o material desidratado foi triturado durante 5 minutos em liquidificador
doméstico e tamisado através de filtro fino para obter um pé com tamanho médio de particula
menor que 1 mm em peneira de malha fina. A casca liofilizada foi acondicionada em sacos
metalicos, hermeticamente fechados e armazenados sob refrigeragdo (5 = 0,5 °C) para ser

utilizada na elaboracdo das formulagdes nutracéuticas.

Figura 8 - Etapa de obtencéo do liofilizado da casca da jabuticaba

a b

Fonte: Autoria propria. a) Casca liofilizada; b) liofilizado da casca triturado (LCJ).

3.4 PREPARACAO DE CULTURA MISTA DE L. fermentum E CONTAGEM DE CELULAS
VIAVEIS

Para a preparagdo dos nutrac€uticos foram utilizadas trés cepas de L. fermentum (L.
fermentum 139, L. fermentum 263 e L. fermentum 296) isoladas de subprodutos do
processamento de manga, abacaxi e morango, respectivamente, e caracterizadas como
candidatas para uso como probioticas (Cavalcanti et al., 2019; Oliveira et al., 2020; Garcia et
al., 2016). Os estoques das cepas foram armazenados em criotubos a temperatura de — 20 + 0,5
°C em caldo de Mann, Rogosa e Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, India) contendo glicerol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA; 20 mL./100 mL). Para utilizacdo nos ensaios, cada cepa foi
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cultivada em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, india) a 37 + 0,5 °C
por 24 - 48 horas (para alcance da fase estaciondria) sob anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra). Em seguida, as culturas foram centrifugadas (4000 x g, 10 min, 4 °C),
lavadas duas vezes com solucdo salina esterilizada (0,85g/100 mL) e ressuspensas em agua
destilada esterilizada para obter as suspensdes celulares. As suspensdes das trés cepas foram
misturadas em iguais propor¢des (1:1:1) para obter uma Unica suspensdo com leitura de
densidade optica a 625 nm (DOg25nm) de 2,0 a 2.5, correspondendo a contagens de células
viaveis de aproximadamente 11 log Unidades Formadoras de Colonias/mL (UFC/mL).

As contagens de células viaveis da cultura mista de L. fermentum foram determinadas
antes de adicionar as formulag¢des e compondo as formula¢des foram analisadas antes e apds a
liofiliza¢do dos nutracéuticos, apds o periodo de umidificagdo e durante o armazenamento
refrigerado e sob temperatura ambiente nos tempos zero, 15, 30, 60 ¢ 90 dias em umidade
relativa de 11%. Na suspensio da cultura mista, a contagem de células viaveis foi realizada por
meio de dilui¢des seriadas (1:9, 107! a 10”) em solugdo de agua peptonada (0,1 % p/v).
Aliquotas de 100 pL das diluigdes foram inoculadas em agar MRS por meio da técnica de
inoculag@o em superficie de placas, seguido por incubagdo anaerobica (AnaeroGen®) a 37 + 1
°C por 48 horas. Os resultados foram expressos em log UFC/mL. O limite de detec¢do da andlise

foi de 2 log UFC/g.

3.5 ELABORACAO DOS NUTRACEUTICOS

Os nutracéuticos foram elaborados considerando doses didrias de ingestdo efetivas e
seguras de antocianinas, sugeridas por resultados de meta-analises de ensaios clinicos, para
alcangar melhora em parametros relacionados a obesidade, perfil lipidico e status antioxidantes
em individuos adultos saudaveis (Yi Guo et al., 2020), sendo estabelecida uma dose de 80
mg/dia. Com base no teor de antocianinas presentes no liofilizado da casca da jabuticaba (LCJ)
(612,36 + 10,20 mg/100 g) foi necessario utilizar 13 + 0,22 g do LCJ para elaboragdo do
nutracéutico (Silva et al., 2023a). Testes iniciais foram realizados com o LCJ e observou-se que
72 mL da cultura mista foram capazes de homogeneizar o liofilizado. Algumas formulacdes
foram acrescidas de fruto-oligossacarideo (FOS; contendo de 30 a 42% de 1-kestose, 45 a 57%
de nistose e 5 a 15% de frutofuranosil nistose; Sigma — Aldrich®) devido seu reconhecido efeito
crioprotetor para células bacterianas (Di et al., 2023) na quantidade de 20% (p/v), conforme

descrito por Sampaio ef al. (2021).
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As suspensdes da cultura mista de L. fermentum foram utilizadas para preparar as duas
formulagdes: a) cultura mista de L. fermentum (~72 mL) + 13 g de LCJ, denominada de JM e
b) cultura mista de L. fermentum (~72 mL) + 13 g de LCJ + 14,4 g (20%) de FOS, denominada
de JFM. As formulagées foram submetidas ao congelamento a -20 °C £ 0,5 °C por 24 horas e
liofilizadas em liofilizador de bancada (conforme item 3.2). Na Figura 9 pode-se visualizar as

duas formulagdes ap0s a liofilizagéo.

Figura 9 - Formulagdes nutracéuticas apos a liofilizagao.

Fonte: Autoria propria. a) formulagiio JM (cultura mista de L. fermentum e liofilizado da casca); b)
formulag@o JFM (cultura mista de L. fermentum, liofilizado da casca e FOS).

Posteriormente a liofilizagdo, foi realizada a contagem de células viaveis da cultura
mista presente nas formula¢des conforme item 3.3 (Sampaio et al., 2021). Todos os
nutracéuticos testados iniciaram o armazenamento com contagens de células viaveis > 9 log
UFC/g. Em seguida, os nutracéuticos foram distribuidos em placas de Petri descartaveis a 4 ¢
25 £ 0,5 °C durante 15 dias (periodo de umidificagdo) em dessecadores hermeticamente
fechados sob protecdo da luz, contendo solugéo saturada de LiCl (20 g/5 mL de 4gua destilada)
(Sigma Aldrich) para o alcance de atmosfera controlada em 11% de umidade relativa (Dai ef
al., 2022), conferindo, respetivamente, atividade de agua de 0,19 e 0,17 para JFM e JM
armazenadas sob refrigeracdo; e 0,21 e 0,22 para JFM e JM armazenadas em temperatura
ambiente apds o periodo de umidificagdo. Apds essa etapa, as placas foram fechadas e
prosseguiu-se o armazenamento durante 90 dias sob refrigeragdo (4 + 0,5 °C) e temperatura

ambiente (25 £ 0,5 °C). Nos tempos estabelecidos (tempo zero, 15, 30, 60 e/ou 90 dias de
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armazenamento), os nutracéuticos foram submetidos as andlises de estabilidade, como anélises
térmicas, atividade de 4gua, solubilidade e higroscopicidade, além da contagem de células
viaveis, estado fisiologico das células bacterianas, morfologia, determina¢do de compostos

fendlicos e atividade antioxidante.

3.6 ANALISE TERMICA DOS NUTRACEUTICOS

Os nutracéuticos foram submetidos as andlises térmicas para determinar mudancas
fisicas, quimicas e estruturais apds a liofilizag¢@o e no ultimo tempo de armazenamento (tempo
90 dias). Essas mudangas foram identificadas por meio de curvas de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC) e termogravimetria (TG). As curvas de DSC foram obtidas em calorimetro
modelo DSC-50 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) utilizando o software Tasys (Shimadzu). 2 mg de
cada nutracéutico foi pesado em cadinho de aluminio fechado e a analise foi realizada a uma
taxa de aquecimento de 10 °C/minuto até atingir 450 °C em atmosfera de nitrogénio e vazio de
50 mL/minuto. As curvas de TG foram obtidas em calorimetro modelo TGA-50 (Shimadzu)
utilizando o software Tasys. 5 mg de cada nutracéutico foi pesado em cadinho de alumina e a
analise foi realizada a uma taxa de 10 °C/minuto até atingir 900 °C sob atmosfera de ar sintético

e vazdo de 20 mL/minuto (Nascimento ef al., 2022).

3.7 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE DOS NUTRACEUTICOS

Para determinagdo da estabilidade dos nutracéuticos foram estabelecidas as condi¢des
de transi¢do vitrea, acompanhamento da atividade de agua ao longo do armazenamento,
determinag¢@o das condi¢des de solubilidade e higroscopicidade imediatamente antes do periodo
de umidificagdo e nos tempos 0, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento refrigerado (4 + 0,5 °C)
e temperatura ambiente (25 £+ 0,5 °C), bem como avaliagdo dos aspectos estruturais no inicio e

final do armazenamento.

3.7.1 Atividade de agua

A atividade de dgua foi medida imediatamente antes da etapa de umidificagdo e durante
0 armazenamento (zero, 15, 30, 60 e 90 dias) em temperatura ambiente e sob refrigeragdo. Para
medida da atividade de 4gua utilizou-se um higrometro digital Aqualab 3TE (Decagon Pullman,

EUA) operando sob temperatura ambiente (AOAC, 2019).
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3.7.2 Determinacao de solubilidade

Para determinacéo da solubilidade, pesou-se 1 g em base seca e acrescentou-se 100 mL
de 4gua destilada, seguindo por homogeneiza¢do (manual ou em agitador magnético????)
durante 5 minutos. Posteriormente, a solugdo foi colocada em tubos Falcon de 50 mL e
centrifugada (3000 rpm, 5 min). Uma aliquota de 25 mL do sobrenadante foi transferida para
placa de Petri e seca em estufa a 105 °C durante 24 horas. Em seguida, a solubilidade (%) foi
calculada pela diferenga de peso antes e apds a secagem, utilizando a Equagdo 1 (Cano-Chauca

et al., 2005).
. MS
% Solubilidade = MT ¥ 100 (1)

Onde: “MS” ¢ amassa do sobrenadante e “MT” € a massa total. O resultado foi expresso

em percentual (%) de capacidade de solubilidade do material.
3.7.3 Analise de higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Cai e
Corke (2000). Aliquotas de aproximadamente 1 g foram pesadas em placas de Petri, colocadas
dentro de dessecador contendo solugéo saturada de NaCl (umidade relativa = 75,29% a 25 °C)
e mantidas em camara (BOD) com temperatura controlada (25 + 0,5 °C) por um periodo de 7
dias, pesando as amostras diariamente até atingirem o equilibrio higroscépico. A

higroscopicidade foi expressa como g de 4gua adsorvida por 100 g de massa seca.

38 AVALIACAO DE CARACTERISTICAS ULTRAESTRUTURAIS DOS
NUTRACEUTICOS

Nos tempos zero e 90 dias de armazenamento sob temperatura ambiente (25 £ 0,5 °C)
e refrigeragdo (4 = 0,5 °C), os nutracéuticos foram avaliados quanto as caracteristicas estruturais
por meio da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) usando microscopio
eletronico de varredura (Modelo TM-1000, Hitachi, Téquio, Japdo). Foram utilizadas tensdo de
acelerag@o de 15 kV, detector de elétrons retroespalhado, resolucéo espacial de até 30 nm e

ampliagdes na faixa de 50x a 10.000x. Antes da analise de MEV, os nutracéuticos foram
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metalizadas com fina camada de ouro por se tratar de material orgdnico com baixa

condutividade (Bora et al., 2019).

3.9 AVALIACAO DO ESTADO FISIOLOGICO DA CULTURA MISTA PROBIOTICA

3.9.1 Procedimento de coloracao

O estado fisioldgico das células de L. fermentum foi analisado no dia 15 de umidificagdo
(dia zero) e nos demais dias do armazenamento (15, 30, 60 e 90 dias) nas temperaturas de
refrigeragdo e ambiente e durante a exposi¢do as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal
utilizando a técnica da citometria de fluxo. Para isso, cada nutracéutico foi diluido em 3 mL de
4gua deionizada esterilizada. Posteriormente, foram centrifugados (4500 x g por 10 minutos, 4
°C) e os sedimentos obtidos foram lavados duas vezes em solug¢éo salina tamponada com fostato
(PBS). O precipitado foi reidratado com 600 pL. de PBS e dividido brancas e coradas. Para a
coloracédo foi usado o iodeto de propidio (PI, Sigma-Aldrich) na concentragdo de 10 pg/mL e
diacetato de carboxifluoresceina (cFDA, Sigma-Aldrich) na concentracdo de 2,5 pg/mL. Os
corantes foram usados separadamente ¢ em combinagdo (dupla marcagdo). Na presenca dos
corantes, os nutracéuticos foram incubados por 15 minutos no escuro. Apds esse periodo, foram
centrifugados, nas mesmas condigdes descritas acima, ressuspensos em PBS e submetidos a
analise.

A coloragdo com os fluorocromos PI e cFDA destinou-se a avaliar a integridade da
membrana citoplasmatica e atividade respiratoria/metabdlica (Pedrosa ef al., 2020; Paparella et

al., 2008), respectivamente, nas células presentes nos nutracéuticos.

3.9.2 Analise em citometria de fluxo

A andlise de OU EM? citometria de fluxo foi realizada em citdmetro de fluxo com
emissdo de laser de argonio a 488 nm e 640 nm (BD Accuri C6, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, EUA), contendo dois detectores de dispersao 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
para verificar marcagdes com cFDA. O detector de fluorescéncia denominado de canal FL3

detecta luz com comprimentos de onda >670 nm e foi utilizado para coletar fluorescéncia na
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cor vermelha para verificacdo de marcagdes com PI. Para a leitura dos eventos foi utilizado os
detectores de dispersdo de luz. Na dispersdo direta (foward scatter, FSC) utilizou-se o valor de
30 000 e na dispersdo 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.

Na analise foi realizado um total de 10.000 eventos por nutracéutico com compensagao
automatica para os dados obtidos. Dessa forma, os eventos lidos foram interpretados com base
nas marcagdes como: a) células vivas integras (coradas apenas com o marcador cFDA), b)
células vivas injuriadas (coradas com os marcadores cFDA e PI), ¢) células mortas (coradas
apenas com o marcador PI), e d) artefatos (ndo corados com nenhum dos marcadores).

Para analise dos dados de dupla marcacdo foram projetados graficos FL1 (eixo Y)
versus FL3 (eixo X) com quatro quadrantes, com populagdo celular de acordo com cada
fluorescéncia detectada na leitura, sabendo-se que para a coloracdo dupla com PI e cFDA, as
populacdes caracterizadas como PI-cFDA+ corresponderam as células vivas e estdo localizadas
no quadrante superior esquerdo; as populagdes caracterizadas como PI+cFDA- corresponderam
as células com membranas permeabilizadas sem atividade metabdlica (células mortas), estando
localizadas no quadrante inferior direito; as populacdes celulares caracterizadas como
PI+cFDA+ corresponderam as células permeabilizadas com atividade metabolica (células
injuriadas) (Paparella ef al., 2008). A analise dos dados foi realizada com o software BD Accuri

C6 (Becton Dickinson and Company) (Pedrosa et al., 2020; Rodrigues et al., 2021).

3.10 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A determinacdo de compostos fenolicos presentes nos nutracéuticos foi realizada apds
liofilizagdo, durante o armazenamento (0, 15, 30, 60 e 90 dias) sob temperatura de refrigeracdo
(4£0,5 °C) e ambiente (25 + 0,5 °C) (11% UR) e durante a passagem pelo trato gastrointestinal.
A determinagdo se deteve as antocianinas (cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo) e
acidos fendlicos (&cido elagico e 4cido galico) por serem os compostos majoritarios presentes
no LCJ (Inada et al., 2019; Massa et al., 2020). Para determina¢do dos compostos foi utilizada
a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de
massas. Foi utilizado um cromatografo Shimadzu equipado com duas bombas paralelas LC-
20AD, injetor automatico SIL-20AHT, controlador de sistema CBM-20A, desgaseificador
DGU-20A5 e acoplado a um detector de arranjo de diodos (SPD-M20A). Foi utilizada coluna

de fase reversa C18 (5 um, 150 mm x 4,6 mm, Phenomenex ®) para detec¢do das antocianinas
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e coluna Poroshell 120 EC-C18 (2,7 pm, 100 mm x 3 mm, Agilent Technologies) para
quantifica¢do de acidos fendlicos, conforme metodologia descrita por Inada et al. (2020).

Para identificacdo dos compostos fenolicos foi usada a comparagao entre os tempos de
retengdo e espectro de absorc¢do para cada padrio, sendo antocianinas (530 nm), acido galico
(280 nm) e acido elagico (360 nm). Os dados foram obtidos utilizando o software de solugdo
LC (Shimadzu Corporation®, versdo 1.25, 2009). Os padrdes de antocianinas e acidos fenolicos
foram adquiridos, respectivamente, da Indofine Chemical Co. (Hillsborough, NJ, EUA) e da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, USA).

3.10.1 Determinacio das antocianinas

A extracdo das antocianinas foi realizada em triplicata, conforme descrito por Barreto
et al. (2021). Oitenta miligramas de cada nutracéutico foram extraidos com etanol: dgua: acido
formico frio (79:20:1, v/v/v), centrifugado (2800 x g, 5 minutos, 10 °C, Thermo Scientific
Sorvall ®, ST16R). O sobrenadante foi coletado e o residuo foi reextraido duas vezes usando o
mesmo procedimento. Os sobrenadantes foram combinados e o volume foi ajustado para 10
mL com solugdo de extrag@o. Antes da andlise por HPLC, o extrato foi filtrado através de PVDF
(fluoreto de polivinilideno hidrofobico) de 0,45 um (Agilent Technologies).

A separagdo cromatografica das antocianinas foi realizada utilizando uma coluna de fase
reversa (C18, 5 um, 250 mm x 4,6 mm, Kromasil®), conforme metodologia descrita por Inada
et al. (2020). A fase mdvel consistiu em gradiente de acido férmico aquoso a 1% (eluente A),
acido formico a 1% em metanol (eluente B) e acetonitrila (eluente C), a uma vazdo de 2,0
mL/minutos. A concentrag¢do do eluente C foi mantida constante em 2% durante a analise. Antes
da injec¢do, a coluna foi equilibrada com 18% de B. Apds a inje¢do da amostra, a composi¢ado
do solvente foi mantida constante até 2 minutos, aumentada para 32% de B em 6 minutos e para
52% de B em 8 minutos e depois diminuida para 18% de B em 18 minutos. Entre as inje¢oes
foram permitidos intervalos de 10 minutos para reequilibrar a coluna com 18% de B. As

antocianinas foram monitoradas a 530 nm. Os resultados foram expressos em mg/100 g.

3.10.2 Acidos fenolicos

A extragdo de acidos fenodlicos totais (soluveis e insoliveis) dos nutracéuticos foi

realizada em duplicata de acordo com a metodologia descrita por Inada et al. (2015). Os

compostos fendlicos foram extraidos durante 10 minutos com 20 mL de etanol frio a 80% e
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centrifugadas (2500 rpm, 5 minutos, 10 °C). O sobrenadante foi recolhido e o residuo extraido
novamente. Os sobrenadantes foram combinados, o solvente removido e o residuo seco
reconstituido em agua.

Na extra¢do alcalina, 5 mL de solu¢gdo de NaOH 10M com 12 mL de agua foram
adicionados a 50 mg do nutracéutico sob temperatura ambiente (25 + 2 °C) e protecdo da luz e
com agitag¢do por 16 horas. Em seguida, o pH foi ajustado para 2,0 com HCI. A mistura foi
adicionada de 15 mL de acetato de etila concentrado (C4HgO.), deixando sob repouso por 30
segundos, centrifugada (2500 rpm, 5 minutos, 10 °C) e coletado o sobrenadante. O solvente
presente no sobrenadante foi removido e o residuo seco foi misturado com metanol 80%.
Posteriormente, esse residuo foi incubado com 2,5 mL de HCI concentrado por 30 minutos
referente a hidrolise acida. Em seguida, foi repetida a extragcdo com acetato de etila nas mesmas
condi¢des descritas acima. Os extratos resultantes foram coletados e filtrados através de um
filtro de seringa PVDF de 0,45 um (Agilent Technologies).

A separagdo cromatografica dos acidos fenolicos foi obtida utilizando uma coluna
Poroshell 120 EC-C18 (2,7 um, 100 mm x 3 mm, Agilent Technologies) de acordo com
metodologia descrita por Inada ef al. (2020). A identificacéo foi realizada por compara¢édo com
o tempo de retengdo e o espectro de absor¢do do respectivo padrio. A quantificagcdo foi
realizada por calibragdo externa. Os dados foram adquiridos pelo software LabSolutions

(Shimadzu Corporation®, versdo 5.114, 2008-2022).

3.11 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS NUTRACEUTICOS DURANTE O
ARMAZENAMENTO

A capacidade antioxidante foi avaliada durante os intervalos de armazenamento (dia
zero, 15, 30, 60 e 90) sob refrigeragdo (4 £ 0,5 °C) e temperatura ambiente (25 + 0,5 °C) (UR
11%) por meio da eliminagdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e da capacidade
antioxidante equivalente ao trolox por meio da captura do radical 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico (ABTS'™). O poder antioxidante para a redugdo do

complexo TPTZ (2.,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe*" no ensaio de FRAP.
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3.11.1 Obtencio dos extratos

Os extratos foram obtidos por meio de hidrolise acida de acordo com a metodologia
descrita por Massa ef al. (2020) com adaptagdes. Inicialmente, pesou-se 2 g do nutracéutico e
diluiu em 10 mL de solugdo extratora de etanol 70% (70:30, v/v) com ajuste de pH em 2,0 com
HCl a 1 M. A mistura foi mantida em tubo Falcon de 50 mL envolto em papel aluminio para
abrigo da luz e armazenado sob refrigeragdo (4 + 0,5 °C) por 24 horas. Posteriormente, os tubos
foram centrifugados (4000 rpm, 10 minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para as

analises.

3.11.2 Capacidade antioxidante — Método DPPH"

O método DPPH" baseia-se na capacidade de compostos com caracteristicas
antioxidantes presentes nas amostras de se ligarem ao radical DPPH", porém s¢ indica o poder
redutor sem determinar quais os agentes pro-oxidantes. Durante a analise, os antioxidantes se
ligam ao radical livre, e, dessa forma, a solugdo perde a coloragdo violeta e torna-se amarelada,
de modo que a capacidade antioxidante ¢ identificada pelo decréscimo no valor da absorbancia
(Brad-Williams et al., 1995).

Inicialmente, foi elaborada uma solucdo estoque de DPPH’ (24 mg diluido em 100 mL
de alcool etilico absoluto), e, a partir dessa solugdo, foi gerada uma solugdo de trabalho na
dilui¢do 1:10 em dlcool etilico absoluto. Preparou-se também uma solu¢éo padréo de Trolox a
2 mM (25 mg em 50 mL de alcool etilico absoluto) como referéncia. Em seguida, foram
elaboradas diferentes dilui¢cdes dos extratos e deles foi retirado aliquotas de 50 pL e adicionado
1950 pL da solugdo de trabalho de DPPH'. Para o controle negativo foi utilizado 50 pL da
solugdo extratora e 1950 pl. da solugdo de trabalho de DPPH’, enquanto o branco foi formado
apenas pela solugdo extratora. Essas misturas foram deixadas em repouso no escuro por 30
minutos a temperatura ambiente (25 £ 0,5 °C), e, posteriormente, 250 ul. da mistura foram
transferidos para uma microplaca de 96 pocos, sendo realizada a leitura em comprimento de
onda de 515 nm utilizando espectrofotometro BioTek Eon (Winooski, VT, USA), com
finalidade de medir a diminui¢do na concentracdo do radical livre DPPHe. A capacidade
antioxidante foi calculada usando uma curva padrdo de Trolox a 2 mM (50-2000 uM) e os

percentuais de inibi¢do foram calculados por meio da Equagédo 2.
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L ABSc — (ABSa — ABSb)
% Inibigdo DPPH = ABSc x 100 (2)

Onde: “ABSc” € a absorbancia do controle, “ABSa” é a absorbancia da amostra e
“ABSDb” corresponde a absorbancia do branco. Os resultados foram expressos em puM trolox/g

de amostra (umol Trolox TEAC/g).

3.11.3 Capacidade antioxidante — Método FRAP

O método FRAP tem por finalidade determinar a redugdo do ferro, sendo aplicado em
uma variedade de alimentos. A medida que um determinado composto apresenta atividade
antioxidante, ocorre a reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe**,
passando de uma coloragdo azul-claro para azul-escuro. Para a andlise, o reagente FRAP foi
preparado utilizando uma mistura de 25 mL de tampéo acetato (0,3M, pH 3,6), 2,5 mL de
solu¢do TPTZ e 2,5 mL de solu¢do aquosa de cloreto férrico a 20 mM em 50 mL de agua
destilada (Rufino et al., 2006)

Os extratos foram utilizados para preparar as diferentes dilui¢cdes. Retirou-se 45 pl. de
cada solucdo e acrescentou-se 135 pl. de 4gua destilada, seguido da adi¢do de 1,35 mL do
reagente FRAP. Foi realizada a homogeneizag@o em agitador de tubos tipo Vortex (Tecnal®) e
a mistura foi incubada em banho ultratermostatizado (Splabor®) a temperatura de 37 + 0,5 °C
por 30 minutos, sob prote¢do da luz. Em seguida, 250 pul. da mistura foi colocado em microplaca
de 96 pocos e realizada a leitura em espectrofotometro BioTek Eon (Winooski, VT, USA) em
comprimento de onda de 595 nm. A capacidade antioxidante foi calculada usando uma curva
de sulfato ferroso a 2 nM (em 50 mL de 4gua destilada) como referéncia (50-2000 uM). Os
resultados foram expressos em umol de equivalentes de sulfato ferroso por g de amostra (umol

FeSO4/g).

3.11.4 Capacidade antioxidante — Método ABTS™*

O método ABTS™ ¢ amplamente utilizado por ser pratico e rapido, porém sensivel,
podendo medir a capacidade antioxidante de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica.
Nesse método, a capacidade antioxidante € observada com a reducéio da absorbancia (Re ef al.,

1999).
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Inicialmente, o ABTS™™ foi dissolvido em 4gua resultando numa solugdo de
concentragdo de 7mM. Essa solu¢do foi misturada com persulfato de potdssio a 140 mM, e
incubados a temperatura de 25 = 1 °C no escuro durante 16 horas. Nesse periodo ocorreu a
cationizagio do radical ABTS', representado pela coloragdo azul cromdforo. Apos a etapa de
incubagdo, o radical foi diluido em dlcool etilico absoluto até atingir o valor de absorbancia de
0,70 £ 0,05 a 734 nm. Antes da realizacdo da andlise, foram preparadas diferentes dilui¢des dos
extratos de cada amostra. De cada diluigo foi retirado uma aliquota de 50 pL. e colocada em
microplaca de 96 pocos com adigdo de 250 pL do radical ABTS''. Essas amostras
permaneceram por 6 minutos em repouso sob abrigo da luz, sendo realizada a leitura da
absorbancia em comprimento de onda de 734 nm usando espectrofotdmetro BioTek Eon
(Winooski, VT, USA), com a finalidade de medir a diminui¢do na concentracéo do radical livre
ABTS™. Para o branco foi utilizado apenas a solugdo extratora (300 pL). A atividade
antioxidante foi calculada usando uma curva padréo de Trolox a 2 mM (50-2000 uM) e os

percentuais de inibi¢do foram calculados por meio da Equacgéo 3.

N ABSc — (ABSCa — ABSCb)
% Inibigdo ABTS = ABSCe x 100 3)

Onde: “ABSc” € a absorbancia do controle, “ABSa” é a absorbancia da amostra e
“ABSDb” ¢ a absorbancia do branco. Os resultados foram expressos em pM trolox/g de amostra

(umol Trolox/g).

3.12 EXPOSICAO DOS NUTRACEUTICOS A DIGESTAO GASTROINTESTINAL
SIMULADA

Os nutracéuticos foram expostos a digestdo gastrointestinal durante o armazenamento
(tempo zero, 45 e 90 dias) em temperatura de refrigeracdo (4 = 0,5 °C) (11% UR). De acordo
com o calculo da densidade do LCJ, os nutracéuticos JM e JFM foram reidratados com 33 mL
(1:5,5; p/v) de 4gua destilada esterilizada sob temperatura ambiente, ¢ homogeneizada por 15
minutos. Apds esse periodo, a digestdo simulada foi realizada em fases que imitam as condi¢des
da boca, estomago, duodeno e ileo, conforme metodologia descrito por Minekus et al., 2014,
com adaptag¢des, incluindo o tempo de exposi¢do e agitagdo em todas as fases. A agitacdo

mecanica, para simular os movimentos peristalticos, foi realizada em incubadora de bancada
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tipo shaker (TECNAL TE-424, Sdo Paulo, Brasil) com controle de agitacdo e temperatura a 37
+0,5 °C.

A condigdo oral foi simulada com 100 U/mL a-amilase diluida em solucéo de cloreto
de calcio (CaCl2) a 1 mM, com o pH ajustado para 6,9 com solug¢do de bicarbonato de s6dio
(NaHCO3) a 1 M, com tempo de exposi¢do de 2 min a 200 rpm de agitagdo. A condicdo
estomacal foi simulada com 25 mg de pepsina diluida em 1 mL de 4cido cloridrico (HCI) a 0,1
M, pH ajustado para 2,0 com HCI a 1 M, durante 90 minutos sob agitacdo de 130 rpm. A
condi¢do duodenal foi simulada com 2 g de pancreatina e 12 g sais biliares bovinos por litro de
solug¢do de NaHCO3 a 0,1 M, com pH ajustado para 5,0 com solu¢cdo de NaHCO3 a 0,1 M,
tempo de exposi¢do de 30 min, sob agitacdo de 45 rpm. Por fim, as condi¢des do ileo foram
simuladas com pH ajustado para 6,5 com solugdo de NaHCO3 a 0,1 M, tempo de exposi¢do de
60 minutos sob mesma agita¢do da etapa anterior. Todas as enzimas e os sais biliares foram

adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
3.12.1 Enumeracio de células viaveis e avaliacao do estado fisiologico celular

Em cada fase de simulagcdo do TGI foram retiradas aliquotas para determinacdo da
contagem de células viaveis e avaliacdo do estado fisiologico de acordo com procedimento
descrito nas se¢des 3.4 e 3.9, respectivamente.
3.12.2 Determinacio da bioacessibilidade dos compostos fendlicos

A bioacessibilidade dos compostos fendlicos presentes nos nutrac€uticos foi avaliada

considerando a quantidade total em cada fracdo apds a digestdo simulada comparada a

quantidade inicial, sendo calculada utilizando a equagdo 4 (Guven ef al., 2018).

Concentragdo apos digestio
) x100

% Bioacessibilidade = ( (4)

Concentragdo antes da digestdo

3.12.3 Determinacdo da capacidade antioxidante durante exposicio as condicdes

simuladas do TGI

A capacidade antioxidante foi determinada em todas as fases da digestdo simulada de

acordo com procedimento descrito na se¢do 3.11.
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3.13 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises foram realizadas em triplicata em trés experimentos independentes e
os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. A diferenca entre os dados obtidos
foi determinada por meio do teste t de Student ou Andlise de Varidncia (ANOVA) seguido do
teste de Tukey, considerando nivel de significancia de 5% (p <0,05). A andlise de componentes
principais (PCA) e o teste de correlagdo de Pearson avaliaram a relacdo entre as variaveis
dependentes. O software Sigma Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, CA, EUA) e
software R (versdo 2.15.3, Ross Thaka & Robert Gentleman, University of Auckland, Auckland,

Nova Zelandia) foram utilizados para realizar as analises estatisticas.
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4 RESULTADOS

Os resultados da tese s@o apresentados na forma de dois artigos originais, disponiveis
no apéndice A e B. O artigo apresentado no apéndice A ¢ intitulado “Thermal and storage
stability of novel nutraceuticals combining potential probiotic Limosilactobacillus fermentum
strains and freezedried jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg/ peel”, publicado no
periddico Brazilian Journal of Microbiology (https://doi.org/10.1007/s42770-024-01576-8), o
qual avaliou a estabilidade fisica e microbiologica de nutracéuticos (JM e JFM) compostos por
liofilizado da casca de jabuticaba (LCJ) e cultura mista de Limosilactobacillus fermentum
armazenados em temperatura ambiente e sob refrigeracdo. Os nutracéuticos foram
caracterizados em relag@o a estabilidade térmica e durante o armazenamento controlado foram
monitorados em rela¢do a enumeracdo de células viaveis, estado fisiologico celular, capacidade
antioxidante, composi¢do de fendlicos, solubilidade, higroscopicidade e aspectos estruturais.

Os resultados mostraram que JM e JFM mantidos sob refrigeracdo apresentaram picos
endotérmicos em temperatura superiores (68,96 e 118,33 °C, respectivamente), enquanto na
temperatura ambiente os picos endotérmicos ocorreram em temperaturas inferiores (56,03 °C e
110,83 °C, respectivamente). Foi verificado que JFM exibiu a maior temperatura de transi¢do
vitrea (118,33 °C), possivelmente devido a presenga do FOS na formulagdo. O controle da
atividade de agua, solubilidade e higroscopicidade foram fundamentais para manutencdo da
estabilidade dos nutracéuticos. Os nutracéuticos mantiveram a atividade de &4gua <03,
indicando estabilidade, visto que as reagdes de degradacdo fisico-quimicas e atividades
microbianas sdo favorecidas em atividade de agua >0,6. A solubilidade é um fator importante
na elaboracdo de nutracéuticos, de modo que JFM até o final do armazenamento apresentou
solubilidade superior e maiores valores de higroscopicidade, possivelmente devido a presenca
do FOS; entretanto, tal caracteristica ndo implicou negativamente na contagem de células
viaveis e no estado fisiologico de L. fermentum. Durante todo o armazenamento, JFM mantido
sob refrigerag@o apresentou contagem de células viaveis >6,6 log CFU/g e elevado percentual
de células consideradas vidveis mais ndo cultivaveis (VBNC), o que se caracteriza como uma
condicio fisioldgica reversivel. A refrigeracdo foi importante para manutengdo da estabilidade
dos nutracéuticos, pois a contagem de células vidveis, estado fisioldgico, a composi¢do de
compostos fendlicos e sua capacidade antioxidante foram mais expressivos sob essa condigéo.
Diante das condi¢des testadas, o JFM refrigerado apresentou maior potencial de funcionalidade
ao longo do armazenamento, sendo necessario avangar em investigagdes in vivo para confirmar

sua funcionalidade como novo suplemento alimentar.
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O segundo artigo apresentado no apéndice B intitula-se “Investigating the retention of
nutraceutical properties of combined jabuticaba peel and Limosilactobacillus fermentum
during gastrointestinal digestion for long-term storage”. Este artigo apresenta os resultados da
bioacessibilidade dos compostos fenolicos, atividade antioxidante, viabilidade celular e estado
fisiologico de Limosilactobacillus fermentum (138, 296 e 263) nos nutracéuticos JM [casca de
jabuticaba liofilizada (LCJ) + cultura mista de L. fermentum] ¢ JFM [casca de jabuticaba
liofilizada (LCJ) + cultura mista de L. fermentum + frutooligossacarideos], quando sob
armazenamento controlado (0, 45 e 90 dias, 4 + 0,5 °C, 11% de umidade relativa), antes e
durante a as fases da digestio gastrointestinal simulada.

Os nutracéuticos desenvolvidos demonstraram uma excelente capacidade de
sobrevivéncia, tanto durante o armazenamento quanto no processo de digestdo gastrointestinal
simulado. As contagens de células viaveis permaneceram >6 log UFC/mL em JFM ao longo de
todo o armazenamento, e >3,76 log UFC/mL durante a digestdo simulada. Embora JM tenha
apresentado valores inferiores, conseguiu manter a viabilidade das células ao longo do processo.
O maior percentual de células com atividade enzimatica e membrana intacta foi observado em
JFM, alcangando 29,1 + 0,66%, enquanto o menor percentual de células com dano na membrana
foide 5,8 £ 0,48%. A exposi¢do as condi¢des do processo de digestdo gastrointestinal simulado
resultou na redugdo da viabilidade celular e no aumento dos danos na membrana das cepas de
L. fermentum presentes nos nutracéuticos.

A bioacessibilidade dos compostos bioativos apresentou variagdes ao longo das
diferentes fases da digestdo. As antocianinas mostraram-se mais bioacessiveis apos a exposi¢ao
a fase gastrica, enquanto o acido elagico teve sua maior bioacessibilidade nas condigdes
intestinais. A atividade antioxidante foi mantida durante todo o processo de digestdo
gastrointestinal, embora tenha ocorrido uma reducio esperada em cada fase, possivelmente
devido a diminui¢do dos compostos fendlicos. Além disso, a presenga desses compostos
fenolicos ao final da digestdo simulada pode promover alteragdes na microbiota intestinal,
resultando em efeitos benéficos para a saude. Portanto os resultados obtidos sugerem destaque
para o nutracéutico JFM armazenado sob refrigera¢do como candidatos a serem administrados
em animais e humanos para verificar os efeitos desempenhados a nivel sistémico.

O desenvolvimento dessa tese forneceu resultados relevantes sobre aspectos funcionais
e tecnologicos da casca da jabuticaba junto a cepas com potencial probidtico isoladas de
subproduto resultante do processamento de frutas. Foram encontradas concentrag¢des relevantes
de compostos fenolicos no liofilizado da casca da jabuticaba, que possivelmente sdo

responsaveis por direcionar e proteger as cepas de L. fermentum durante a digestdo
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gastrointestinal simulada. Foi observado que os nutracéuticos elaborados conseguiram manter
a estabilidade durante o armazenamento controlado de 90 dias, contudo os nutracéuticos
armazenados sob temperatura de refrigeragdo expds os melhores resultados de viabilidade
celular, estado fisiologico das cepas e atividade antioxidante.

A presenga de compostos fenolicos até o final da digestdo simulada, aliada @ manutenc¢éo
da viabilidade celular e do estado fisiologico das cepas por até¢ 90 dias de armazenamento,
demonstra o potencial do liofilizado da casca de jabuticaba combinado com cepas de L.
fermentum (296, 139 e 263) na formulagdo de nutracéuticos. Essa abordagem ndo apenas
promove o aproveitamento de subprodutos do processamento de frutas como fontes
sustentaveis de nutrientes, mas também se apresenta como uma estratégia promissora para
impulsionar a economia circular. Pesquisas futuras podem explorar a aplicagdo desses
nutracéuticos em estudos in vivo, visando uma compreensdo mais aprofundada dos compostos

presentes e de seus potenciais beneficios a satude.
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Abstract

This study evaluated the stability of novel nutraceuticals containing jabuticaba freeze-dried peel (FJP) and a mix of poten-
tial probiotic L. fermentum strains [139, 263 and 296 (LfM)] (JM: FJP+L{fM; JEM: FIB + LfM + fructooligosaccharides)
through determination of thermal stability, viable cell counts, bacterial physiological status, phenolic compound contents,
and antioxidant activity during 90 days of storage (11% relative humidity, 4 and 25 °C). JM and JFM were thermally
stable, with satisfactory stability in temperature variations. JFM had higher L. fermentum viable cell counts than JM dur-
ing storage. However, the physiological status of L. fermentum cells in JM and JFM indicated maintenance of vitality and
functionality rather than death, regardless of the storage temperature. JM and JFM had a high content of phenolic acids and
anthocyanins and antioxidant activity during storage. JFM stored under refrigeration had the most outstanding stability and
potential functionality regarding the high viable probiotic cell counts, phenolic compound content, and antioxidant activity.

Keywords Nutraceutical - Probiotic - Phenolic compounds - Antioxidant activity - Long-term storage - Stability

Introduction

Nutraceuticals emerge from combining bioactive com-
pounds with nutritional and pharmaceutical characteristics,
positively impacting human health [1, 2]. Phenolic com-
pounds and probiotics have received increasing attention for
their combined use in developing nutraceuticals [3, 4] since,
in addition to inducing benefits to human health, phenolic
compounds could help survival and stimulate the metabolic
activity of probiotics [5]. Furthermore, probiotics can utilize
phenolic compounds and release metabolites with greater
bioaccessibility and bioactivity [6].

Jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg] is
a native plant from the Brazilian Atlantic Forest biome.
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Jabuticaba fruit, especially its peel, contains high amounts
of dietary fiber and phenolic compounds, standing out the
contents of soluble dietary fiber, cyanidin-3-O-glucoside,
delphinidin-3-O-glucoside (anthocyanins), and ellagic and
gallic acids (phenolic acids) [7, 8], with potent antioxidant
capacity and reported beneficial effects on cardiometabolic
parameters, lipid profile, and intestinal microbiota [9-15].
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Jabuticaba fruit is highly perishable and transforming it into
a more stable powdered material could preserve most of
these bioactive compounds [16], besides producing a func-
tionalized and circular ingredient with added value to for-
mulate nutraceuticals [17].

Using multiple probiotic strains in combination to for-
mulate nutraceuticals could enhance the overall benefits to
human health compared to using one probiotic strain solely
[6, 18]. Early studies have reported the functionalities of
a mix of Limosilactobacillus fermentum strains (139, 263,
and 296) in alleviating oxidative stress, improving intesti-
nal microbiota composition, and producing active metabo-
lites. L. fermentum mix also ameliorates several parameters
linked to decreased risk of cardiometabolic disorders and
shows low toxicity in vivo [13, 19, 20].

An early study developed nutraceuticals combining a
mix of potential probiotic L. fermentum strains (139, 263,
and 296) and freeze-dried jabuticaba peel, which showed
positive impacts on the composition and metabolic activity
of human intestinal microbiota during an in vitro colonic
fermentation. These effects were mainly linked to the high
L. fermentum viable cell counts, phenolic profile, and anti-
oxidant activity detected in the examined nutraceuticals
after freeze-drying [17]. However, the efficacy of nutraceu-
ticals to promote health benefits can be affected by stability
changes resulting from variations in processing and storage
conditions [21, 22].

This study evaluated the thermal and storage stability of
these novel nutraceuticals formulated with a mix of poten-
tial probiotic L. fermentum strains (139, 263, and 296) and
jabuticaba freeze-dried peel.

Materials and methods
L. fermentum strains and inoculum preparation

Three L. fermentum strains were used to formulate the nutra-
ceuticals, namely L. fermentum 139, L. fermentum 263, and
L. fermentum 296. These strains were isolated from fruit
processing by-products and characterized as probiotic can-
didates in previous in vitro and in vivo studies [13, 17, 23—
25]. Initially, each strain was cultivated (37 + 1 °C, 24-48 h)
separately in de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth
(HiMedia, Mumbai, India) under anaerobiosis (AnaeroGen,
Oxoid, Basingstoke, England) to reach the growth station-
ary phase. The cultures were centrifuged (1696 x g, 10 min,
4 °C) and washed with sterile saline (NaCl, 0,85%, p/v),
resuspended in sterile distilled water, and mixed in equal
proportions (1:1:1, v/v) to obtain a cell suspension with an
optical density reading at 625 nm (OD625) of 2.5 and viable

@ Springer

cell counts of approximately 10 log CFU/mL when plated
on MRS agar (HiMedia).

Preparation of nutraceuticals

Two different nutraceuticals were prepared: (i) a mix of the
three L. fermentum strains (72 mL)+ freeze-dried jabuti-
caba peel (13 g), termed JM; and (ii) a mix of the three L.
fermentum strains (72 mL)+ freeze-dried jabuticaba peel
(13 g)+ fructooligosaccharides (FOS, 20% w/v, Sigma-
Aldrich), termed JFM. The amount of freeze-dried jabuti-
caba peel used to prepare the nutraceuticals was selected
considering the lowest daily dose of anthocyanins that could
promote health benefits according to results from clinical
trials, besides being safe for human consumption [26, 27].
The nutraceuticals were frozen (— 80 °C, 24 h), freeze-dried
(freeze-dryer Liotop, Model L-101, Sao Carlos, SP, Bra-
zil; temperature —53+2 °C, vacuum pressure< 170 nHg,
freeze-drying speed 1 mm/h, 30 h) [28], distributed asepti-
cally into open disposable Petri dishes and stored at 4+ 0.5
and 25+0.5 °C for 15 days (humidification period) in her-
metically closed desiccators under protection from light and
containing saturated lithium chloride (LiCl) solution (20 g
LiCV5 mL distilled water) (Sigma Aldrich) to achieve 11%
relative humidity and water activity (a,,) of 0.19 and 0.17 for
JFM and JM when stored under refrigeration, respectively;
and of 0.21 and 0.22 for JFM and JM when stored under
room temperature, respectively. The a, was determined
with a digital hygrometer (Aqualab 3TE, Decagon Pull-
man, WA, USA) operating at room temperature (25+0.5
°C). After the humidification period, the plates were closed,
kept in desiccators with controlled relative humidity (RH)
(11%), and stored under refrigeration (4 + 0.5 °C) and room
temperature (25 + 0.5 °C) for 90 days.

Thermal analysis of nutraceuticals

Differential scanning calorimetry (DSC) and thermogra-
vimetry (TG) curves were determined on day 15 of the
humidification period (11% RH). DSC measurements were
performed with a thermal analyzer (model DSC-50, Shi-
madzu, Kyoto, Japan), where approximately two mg of each
nutraceutical was placed in a hermetically sealed aluminum
crucible and subjected to heating (10 °C/min) until reach-
ing 450 °C under a nitrogen atmosphere (flow rate: 50 mL/
min). TG curves were obtained using a calorimeter (model
TGA-50, Shimadzu), where approximately five mg of the
examined nutraceutical was weighed in an alumina crucible
and subjected to heating (10 °C/min) until reaching 900 °C
under a synthetic air atmosphere (flow rate: 20 mL/min).
The curves were obtained using Tasys Software in a single
repetition [29].
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Evaluation of the stability of nutraceuticals

The stability of the nutraceuticals was evaluated consider-
ing the a, solubility, and hygroscopicity determined imme-
diately before the humidification period and on days zero,
15, 30, 60, and 90 of refrigerated (4+0.5 °C) and room
temperature storage (25+0.5 °C). The a, was determined
with a digital hygrometer (Aqualab 3TE) operating at room
temperature (25+0.5 °C).

Determination of the solubility of nutraceuticals

An aliquot (one g) of the examined nutraceutical was
weighed (dry basis), diluted in distilled water (100 mL),
homogenized for five min, dispensed in Falcon tubes (50
mL), and centrifuged (954 x g, 5 min, 4 +0.5 °C). An aliquot
(25 mL) of the supernatant was transferred to a Petri dish
and dried in an oven (105 °C, 24 h). The solubility (%) was
calculated based on the weight difference before and after
drying using the equation [30].

Solubility (%) = (MS/MT) x 100 (1)

Where MS is the supernatant mass, and MT is the total
mass. The result was expressed as a percentage (%) of the
solubility capacity.

Determination of the hygroscopicity of
nutraceuticals

An aliquot (one g) of the examined nutraceutical was
weighed in Petri dishes, placed inside a desiccator con-
taining a saturated NaCl solution (relative humidity of
approximately 75.29%, 25 +0.5 °C), kept in a temperature-
controlled chamber (BOD, 25+0.5 °C, seven days), and
daily weighted until reaching hygroscopic balance. The
hygroscopicity was expressed as g of water adsorbed per
100 g dry mass [31].

Evaluation of ultrastructural characteristics of
nutraceuticals

The ultrastructural characteristics of the examined nutraceu-
ticals were evaluated using a scanning electron microscope
(Model TM-1000, Hitachi, Tokyo, Japan) at days zero and
90 of refrigerated (4+0.5 °C) and room temperature stor-
age (2540.5 °C) [28]. The microscope operated under an
acceleration voltage of 15 kV, with a backscattered elec-
tron detector, spatial resolution of up to 30 nm, and mag-
nifications of 50x to 10000x. Before scanning electronic

microscopy analysis, the nutraceutical samples were metal-
ized with a thin gold layer as organic materials with low
conductivity.

Enumeration of viable cell counts of L. fermentum in
the nutraceuticals

The viable cell counts of L. fermentum in the nutraceuti-
cals were determined immediately after the freeze-drying
and the humidification period and on days zero, 15, 30, 60,
and 90 of refrigerated (4+0.5 °C) and room temperature
storage (25+0.5 °C). Freeze-dried nutraceuticals (approxi-
mately 0.5 g) were rehydrated with sterile distilled water
(3 mL, 25+0.5 °C) for 15 min. Serial dilutions (1:9, v/v)
were done with a sterile saline solution (NaCl, 0.85 g/100
mL), and aliquots (100 pL) of these dilutions were plated
(drop plate technique) on MRS agar and incubated anaero-
bically (AnaeroGen, 37+ 0.5 °C, 48 h). The visible colonies
were enumerated at the end of the incubation period, and
the results were expressed as log CFU/g [28]. The detection
limit of the plate count test was 2 log CFU/g.

Determination of the physiological status of L.
fermentum cells in the nutraceuticals

The sizes of the subpopulations of L. fermentum cells in the
nutraceuticals with different physiological status were mea-
sured with flow cytometry technique at days zero, 15, 30,
60, and 90 of refrigerated (4 + 0.5 °C) and room temperature
storage (25+0.5 °C). The nutraceuticals were washed twice
with PBS by centrifugation (4500 X g, 10 min, 4 °C), fol-
lowed by a 15 min incubation in the dark for staining with
propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich, 10 pg/mL) and car-
boxyfluorescein diacetate (cFDA, Sigma-Aldrich, 2.5 pg/
mL). After the staining procedures, the cell suspensions
were washed with an equal volume of PBS by centrifuga-
tion (4500 x g, 10 min, 4 °C) to remove excess dye. PI and
cFDA staining were used to evaluate cytoplasmic mem-
brane integrity and enzymatic activity in the cells, respec-
tively [32]. Flow cytometry analysis was conducted using
a flow cytometer with argon laser emission at 488 nm and
640 nm (BD Accuri C6, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA), containing two light scattering detectors (FSC
and SSC) and four fluorescence detectors. FL1 channel,
detecting light with a wavelength of 533 nm+ 30 nm, col-
lected green fluorescence to verify cFDA labeling, while
FL3 channel, detecting light with wavelengths> 670 nm,
collected red fluorescence to verify PI labeling. 10,000
events were read per sample with automatic compensation
for the obtained data. The bacterial population was identi-
fied from an FSC versus SSC density plot, and the staining
results were plotted in a specific region of the FL1 versus
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FL3 plot. The quadrants (gates) were used to identify the cell
subpopulation according to the fluorescence readings based
on the dye used. In the double staining with PI and cFDA,
the cell subpopulations were characterized as PI-cFDA+,
considered non-permeabilized cells with enzymatic activ-
ity; and PI+cFDA—, considered permeabilized cells with-
out enzymatic activity; and PI+cFDA+, considered injured
cells with enzymatic activity [32-34]. Data analysis was
performed with BD Accuri C6 software (Becton Dickin-
son). The results were expressed as the size (%) of the cell
subpopulations with different physiological status.

Determination of phenolic compounds in the
nutraceuticals

The extraction of soluble and total phenolic compounds
(soluble and insoluble phenolic compounds) from nutra-
ceuticals was performed at days zero, 15, 30, 60, and 90
of refrigerated (4+0.5 °C) and room temperature storage
(25+0.5 °C) using a previously described procedure [8,
17]. The contents of anthocyanins (cyanidin-3-O-glucoside
and delphinidin-3-O-glucoside) and phenolic acids (ellagic
acid and gallic acid), the most prevalent phenolic com-
pounds in jabuticaba peel [8, 17, 35], were determined with
high-performance liquid chromatography technique using a
liquid chromatograph system (Shimadzu®, Japan) with two
parallel pumps LC-20AD, automatic injector SIL-20AHT,
system controller CBM-20 A, degasser DGU-20AS5, and
diode-array detector (DAD) SPD-M20A. Chromatographic
separation of anthocyanins was achieved using a reverse-
phase column C18 (5 pm, 150 mm x 4.6 mm, Phenomenex®),
and chromatographic separation of gallic acid and ellagic
acid was achieved using a Poroshell 120 EC-C18 column
(2.7 um, 100 mm X 3 mm, Agilent Technologies) and ana-
lytical conditions previously described (Inada et al., 2020).
Anthocyanins, gallic acid, and ellagic acid were monitored
at 530 nm, 280 nm, and 360 nm, respectively. The iden-
tification was performed by comparing retention time and
the absorption spectrum of the respective standards (Sigam-
Aldrich), and the quantification was performed by external
calibration. The results were expressed as mg/100 g.

Determination of the antioxidant activity of
nutraceuticals

The antioxidant activity of the nutraceuticals was deter-
mined with 2,2-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid (ABTS), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), and
ferric reducing antioxidant power (FRAP) methods on days
zero, 15, 30, 60, and 90 of refrigerated (4+0.5 °C) and
room temperature storage (25+0.5 °C). An aliquot (two
g) of the examined nutraceutical was homogenized with
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70% methanol (10 mL, Sigma-Aldrich) and remained at
rest for 24 h under refrigeration (4 +0.5 °C). The ability of
the extract to capture the ABTS*+ radical was measured
with the ABTS method. The ABTS radical was prepared
in potassium persulfate (final concentration of 2.45 mM)
and allowed to stand for 12—16 h under room temperature
(25+0.5 °C) in the dark and diluted in distilled water to
an absorbance value of 0.7 (+0.02) at 734 nm. A control
solution with extracting solvent (100 uL)+ABTS radical
(500 pL) was prepared. For the determination of DPPH
scavenging activity, a DPPHe (Sigma-Aldrich) radical stock
solution was initially prepared (24 mg diluted in 100 mL of
absolute ethyl alcohol), from which a working solution was
generated (1:10 in absolute ethyl alcohol v/v). Aliquots of
the extracts were homogenized with DPPH* working solu-
tion and kept at rest for 30 min [29]. The results of ABTS
and DPPH methods were estimated using a standard Tro-
lox curve (50-2000 uM), and the results were expressed in
Trolox pmol equivalent per gram of sample (umol/g). The
ability of the extracts to reduce iron was measured using the
FRAP method [35]. The antioxidant activity was estimated
using a standard ferrous sulfate curve (50-2000 pM), and
the results were expressed as pM ferrous sulfate per gram
of sample (pmol FeSO4/g). Absorbance measurements for
ABTS++, DPPHe, and FRAP methods were made with a
microplate spectrophotometer (BioTek Eon, Winooski, VT,
USA) at 734, 517 and 595 mm, respectively.

Statistical analysis

The experiments were conducted in triplicate on three
independent occasions, and the results were expressed as
average + standard deviation. The difference between the
obtained data was determined using the Analysis of Vari-
ance (ANOVA) followed by Tukey’s test, considering a
5% significance level (p<0.05). A principal component
analysis (PCA) and Pearson’s correlation test evaluated the
relationship between the dependent variables. Sigma Stat
3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, CA, USA) and R
software (Version 2.15.3, Ross Thaka & Robert Gentleman,
University of Auckland, Auckland, New Zealand) were
used to perform the statistical analysis.

Results

DSC and TG analysis of the nutraceuticals

The TG and DSC curves of FOS were determined to iden-
tify its thermal behavior (endothermic peaks and mass

loss). Subsequently, the thermal behavior of JM and JFM
were determined. The DSC curve of FOS showed two

78



Brazilian Journal of Microbiology (2025) 56:23-38

27

endothermic peaks at 65.59 and 209.47 °C (Fig. 1A), and
the TG curve showed mass loss between 84.69 and 128.64
°C (2.4%), 193.73 and 306.94 °C (43.6%), and 321.58 and
520.19 °C (21%) (Fig. 1B).

The DSC curve of JM stored under refrigeration showed
endothermic peaks at 68.96 and 209.47 °C (Fig. 1A), and
the TG curve showed mass loss between 116.7 and 281.5 °C
(29.86%), 305.5 and 377.98 °C (13.03%), and 558.78 and
873.88 °C (21.32%) (Fig. IB). JM stored under room
temperature showed endothermic peaks at 56.03, 115.56,
147.15, and 239.64 °C (Fig. 1A). The TG curve of IM
stored under room temperature showed mass loss between
57 and 126.63 °C (9.3%), 138.02 and 228.6 °C (16.36%),
240.47 and 399.45 °C (25.84%), and 443.91 and 626.72 °C
(17.48%) (Fig. 1B).

The DSC curve of JFM stored under refrigeration showed
endothermic peaks at 118.33, 136.58, and 180.64 °C
(Fig. 1A), and the TG curve showed mass loss between
67.1 and 134.13 °C (4.68%), 163.86 and 258.8 °C (29.39%),
and 297.43 and 389.57 °C (14.53%) (Fig. 1B). JFM stored
under room temperature showed endothermic peaks at
110.83, 122.67, and 183.67 °C (Fig. 1A), and mass loss
between 52.38 and 116.63 °C (7.0%), 152.92 and 261.94
°C (31.37%), and 395.26 and 649.75 °C (20.11%) (Fig. 1B).

Stability of the nutraceuticals during storage

The a, of JM and JFM varied from 0.145+0.01 to
0.183+0.01 and 0.159+0.01 to 0.179+0.01 during the 90
days of refrigerated storage (11% RH), respectively, while
these values varied from 0.116+0.01 to 0.215+0.01 and
0.12940.01 to 0.211 +0.02 when the nutraceuticals were
stored under room temperature, respectively (Table 1). The
a,. of JM and JFM did not differ on days 15, 30, and 60 of
refrigerated and room temperature storage (p>0.05). The

A &

Fheint Flowe (W)
L

a,. of JM and JFM overall reduced on day 90 of refriger-
ated and room temperature storage compared to day zero
(»<0.05), except in JFM stored under refrigeration, where
the a,. on days zero and 90 did not differ (0.179+0.01 and
0.159+0.01, respectively) (p>0.05).

The solubility of JM and JFM decreased during refrig-
erated and room temperature storage (11% RH) (Table 1).
JM stored under refrigeration and room temperature had
solubility of 14.18+0.52% and 13.98+0.60% on day
zero, respectively, with a reduction to 12.02+0.25% and
10.99+0.34% on day 90 of storage (p<0.05). Similarly,
JM stored under refrigeration and room temperature had
solubility of 23.41+0.67% and 20.89+0.66% on day
zero, respectively, with a reduction to 18.08 +0.96% and
18.48 +0.49% on day 90 of storage (p <0.05). Although the
solubility of M and JFM differed during storage (p <0.05),
it did not differ for each nutraceutical stored under refrigera-
tion and room temperature (p > 0.05).

The hygroscopicity, i.e. water absorption capacity, of
JM and JFM increased during storage (11% RH), with JEM
having the highest solubility (p <0.05). JFM stored under
refrigeration and room temperature had a hygroscopicity of
30.90+0.34% and 28.60 + 0.56% on day zero, respectively,
with an increase to 34.11 + 0.88% and 32.40 + 0.70% on day
90 of storage (p <0.05). The hygroscopicity of JM did not
differ between day zero and 90 of storage under refrigera-
tion and room temperature (p>0.05). The hygroscopicity
of IM was 21.26 4+ 0.93% and 20.10 + 0.93% on day zero of
refrigerated and room temperature storage, respectively, and
these values increased to 20.67 +0.82% and 20.31 +0.69%
on day 90 of refrigerated and room temperature storage,
respectively (p> 0.05).

Mass (')

Temperature (°C)

Fig.1 DSC (A) and TG (B) curves of JM, JFM., and fructooligosaccharides (FOS) at the beginning of storage under controlled humidity conditions
(11% RH). JM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel; JEM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel + fructooligosaccharides

@ Springer

79



28

Brazilian Journal of Microbiology (2025) 56:23-38

Table 1 Water activity (aw), solubility, and hygroscopicity (average +standard deviation, n=3) in JM and JFM on days zero, 15, 30, 60 and 90 of

storage under room and refrigerated temperature [RoT (25 +0.5 °C) and RefT (4+0.5 °C), respectively]

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

a,

™ RefT 0.183+0.01% 0.174+0.014% 0.151+0.01%° 0.153+0.014% 0.145+0.013%
RoT 0.215+0.014% 0.188+0.013 0.187+0.014% 0.139+0.01* 0.116+0.01%¢

JFM RefT 0.179+0.01% 0.173+0.01% 0.162+0.014% 0.165+0.0142 0.159+0.014
RoT 0.21120.02%* 0.174+0.013 0.174+0.013® 0.160£0.013 0.129+0.01¢%

Solubility

™M RefT 13.98+0.60¢ 13.1440.14%¢ 12.09+0.315¢ 11.63+0.148C¢ 10.99+0.34°®
RoT 14.18+0.52% 18.67+0.28%" 13.76+0.26°P° 16.16+0.56% 12.02+0.25%°

JFM RefT 20.89+0.66™ 19.69--0.724b2 17.87+0.86% 19.18+0.523* 18.48+0.49%
RoT 23.41+0.67% 20.95+0.975* 20.04+1.035* 18.65+0.865* 18.08+0.96°

Hygroscopicity

™M RefT 21.26+0.934¢ 20.58+0.86" 22.69+0.53%¢ 20.54+0.124¢ 20.67+0.824°
RoT 20.10+0.934% 21.24+0.89%° 15.42+0.71% 18.68+0.61% 20.31+0.69*%°

JFM RefT 30.90+0.343¢ 32.36+0.965* 34.28+0.624% 35.07+0.78% 34.1140.88%%
RoT 28.60+0.56"° 30.97+0.96 26.42+0.40°° 30.67+0.86™" 32.40+0.70™

IM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel; JEM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel + fructooligosaccharides

Note: A-E Different superscript capital letters in the same row denote differ (p <0.05) based on Tukey’s test; a—d: different supersecript small
letters in the same column for the same parameter differ (» <0.05) based on Tukey’s test

Ultrastructural characteristics of the nutraceuticals

The ultrastructural characteristics of JM and JFM were
examined on days zero and 90 of refrigerated and room
temperature storage (11% RH) using a scanning electron
microscope with magnification up to 10,000x (Fig. 2). ]IM
and JFM had intact L. fermentum cells trapped throughout
their structures. However, JFM appeared to have a predomi-
nance of intact cells of L. fermentum, which were apparently
trapped on day 90 of refrigerated and room temperature
storage. Smooth surfaces were more prominent in JFM at
day 90 of refrigerated storage. JM and JFM had visible elon-
gated structures on their surfaces, indicating aggregation of
L. fermentum cells.

Viable cell counts of L. fermentum in the
nutraceuticals during storage

JM and JFM had viable cell counts of 12.39+0.26 log
CFU/g and 12.31+0.19 log CFU/g before freeze-drying,
respectively (data not shown), and these counts reduced to
9.55+0.29 CFU/g and 9.82+0.35 log CFU/g after freeze-
drying (day zero), respectively (p <0.05) (Table 2).

Table 2 shows the survival rates of the L. fermentum
strains (139, 263, and 296) in JM and JFM under controlled
storage conditions (11% RH) at refrigeration and room tem-
peratures. During refrigerated storage, survival rates for L.
fermentum in JM and JFM declined, ranging from 86.22 to
54.02% in JM and 92.61-68.60% in JFM, respectively.
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Over the 90-day storage period, JM and JFM stored
under refrigeration maintained the highest survival rates,
with JFM showing the most significant values among the
nutraceuticals tested. The lowest survival rate (47.89%) was
detected in JM stored at room temperature.

Physiological status of L. fermentum cells in the
nutraceuticals during storage

Figure 3 shows the sizes of L. fermentum cell subpopulations
in JM and JFM with dual staining with PI and cFDA during
90 days of refrigerated and room temperature storage (11%
RH). The live cell subpopulation (PI-cFDA+) decreased in
JM and JFM during refrigerated and room temperature stor-
age. On day 30 of storage, JM and JFM stored under refrig-
eration had larger live cell subpopulation sizes (13.59+0.62
and 8.55+0.58%, respectively) than when stored under
room temperature (4.23 +0.90% and 2.78 +0.65%, respec-
tively) (» <0.05). Similarly, on day 90 of storage, JFM and
IM stored under refrigeration had larger live cell subpopula-
tion sizes (5.2 +0.28% and 4.42 + 0.60%, respectively) than
when stored under room temperature (2.10+0.27% and
1.00+0.36, respectively) (p <0.05).

The largest dead cell subpopulation sizes (PI+cFDA-)
were detected onday 15 of refrigerated (JFM: 56.53 + 1.27%)
and room temperature storage (JM: 60.20+ 1.59%; JFM:
65.47 4+ 1.89%). On day 90 of storage, JFM stored under
refrigeration had the smallest dead cell subpopulation size
(18.93+1.53%) (p<0.05), followed by JM stored under
room temperature (22.57+1.11%), JFM stored under
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JMTO025°C JMT04°C

JEMT025°C

Fig. 2 Scanning electron micrograph of JM and JFM under con-
trolled humidity (11% RH) on days zero (T0) and 90 (T90) of refrig-
erated and room temperature storage [RefT (4+0.5 °C) and RoT

JM T 25°C

50 pm

JM T90 4°C

50 pm 50 pm

JEM T90 4°C

50 um

(25+0.5 °C), respectively]. IM: L. fermentum mix+freeze-dried

jabuticaba peel; JEM: L. famentum mix+freeze-dried jabuticaba

peel +fructooligosaccharides

Table 2 Survival rate (%, average + standard deviation, n=3) oflimosilactobacilluss fermentum cells in JM and JFM on days zero, 15, 30, 60 and
90 of storage under room and refrigerated temperature [RoT (25 + 0.5 °C) and RefT (4+0.5 °C)]

Storage condition/ Storage time

Formulation Day zero Day 15 Day 30 Day 60 Day 90

™M RefT 86.22 + 0.4842 84.43 + 0.16® 63.11 £0.17 ¢ 55.28 + 0.84P% 54.02 + 0.15°
RoT 80.90 + 0.354° 78.49 + 0.25¢ 75.11 £0.02 B® 4922 + 0.87% 47.89 + 0.36%

JFM RefT 02,61 + 0.14%* 92.85 + 0.18%* 75.13+0.10¢ 70.36 + 0.28% 68.60 + 0.16°¢
RoT 90.67 + 0.314° 83.88 + 0.27%° 75.08 + 0.19® 53.98 + 0.082° 50.37 + 0.12P%

IM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel; JEM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel + fructooligosaccharides

Note: A-D Values in the same row before and after freeze-drying, as well as for different days of storage with different uppercase letters differ
significantly, based on Tukey’s test (p <0.05); a—c Values in the same column for the different formulations and storage temperatures with dif-
ferent lowercase letters differ significantly (p <0.05), based on Tukey’s test

refrigeration (51.67+1.25%), and JM stored under room
temperature (61.27 +0.40%).

The largest injured cell subpopulation size (PI+ CFDA+)
onday 15 of storage was detected in JFM stored under refrig-
eration (32.27 + 1.16%), on day 30 of storage was detected
in JEM stored under room temperature (35.23 +2.00%).
On day 90 of storage was detected in JM stored under
refrigeration (72.20+3.10%) (p<0.05). The injured cell
subpopulation sizes in JM and JFM differed on day 90 of
room temperature storage (1.00+0.36% and 2.10+0.27%,
respectively) (p <0.05); however, the injured cell subpop-
ulation sizes did not differ in JM and JFM stored under
refrigeration (4.42+0.60 and 5.2+0.28%, respectively)
(p>0.05).

The sizes of cell subpopulations with the same physio-
logical status (live, injured, or dead) differed in JM and JFM
on day zero and 90 of storage under the same temperature
(»<0.05), except for the sizes of dead cell subpopulation in
JFM that did not differ on day zero and 90 of room tempera-
ture storage (p > 0.05).

Contents of phenolic compounds in the
nutraceuticals during storage

Gallic acid, ellagic acid (hydroxybenzoic acid deriva-
tives), cyanidin-3-O-glucoside, and delphinidin-3-O-
glucoside (anthocyanins) were identified in JM and JFM
during refrigerated and room temperature storage (11%
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Fig. 3 Sizes (%, average +standard deviation, 7n=3) of the cell sub-
population of Limosilactobacillus fermentum cells n JM and JFM
during 90 days of refrigerated and room temperature storage [RefT
(4+0.5 °C) and RoT (25+0.5 °C)]. IM: L. fermentum mix + freeze-
dried jabuticaba peel; JFM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuti-

RH) (Table 3). Cyanidin-3-O-glucoside was the most abun-
dant phenolic compound in JM and JFM during refriger-
ated and room temperature storage (11% RH). JM had a
higher content of cyanidin-3-O-glucoside than JFM on
day zero and 90 of refrigerated and room temperature stor-
age (1223.1+6.1-1138.4+0.9 mg/100 g and 613.8+6.3
to 577.3+16.5 mg/100 g, respectively) (p<0.05). IM
had a higher cyanidin-3-O-glucoside content on day 30 of
refrigerated and room temperature storage (1256.1+14.3
and 1276.7+28.6 mg/100 g, respectively) than JFM
(629.5+12.2 and 659.7+11.4 mg/100 g, respectively)
(p<0.05).
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caba peel+fructooligosaccharides. PI-cFDA+: non-permeabilized
cells with enzymatic activity; PI+cFDA—: permeabilized cells with-
out enzymatic activity; and PI+cFDA+, considered injured cells with
enzymatic activity

JM had higher contents of delphinidin-3-O-glucoside
on day zero of refrigerated and room temperature storage
(137.8+3.8 and 131.0+ 1.7 mg/100 g, respectively) than
JFM (78.1+2.1 and 71.2+0.6 mg/100 g, respectively)
(»<0.05). The contents of delphinidin-3-O-glucoside in
JM and JFM overall reduced over time regardless of the
storage temperature (p <0.05). The highest contents of del-
phinidin-3-O-glucoside were detected in JM on day 15 of
refrigerated storage (149.2+7.5 mg/100 g) and day 30 of
room temperature storage (149.5+4.2 mg/100 g) (» <0.05).
The contents of delphinidin-3-O-glucoside did not differ
in JFM on day 90 of refrigerated and room temperature
storage (64.4+0.8 and 66.5+ 1.3 mg/100 g, respectively)
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Table 3 Contents of phenolic compounds (mg/100 g, average + standard deviation, 7= 3) in JM and JFM on days zero, 15, 30, 60 and 90 of refrig-
crated and room temperature storage [RefT (4+0.5 °C) and RoT (25+0.5 °C)]

Nutraceutical/Storage Storage time

condition Day zero Day 15 Day 30 Day 60 Day 90

Cyanidin-3-O-glucoside (mg/100 g)

™M RefT 12227 + 34.84 12222 +58.442 1256.1 + 14.3% 12224 + 41.6% 1204.5 + 41,70
RoT 1223.1 + 6.142 1134.7 + 28.1* 1276.7 +28.6* 1118.9 + 23.5% 1138.4 + 0.9%°

JFM RefT 633.7+17.0%° 684.7 +19.94° 629.5 +12.2¢® 650.9 + 5.74¢¢ 5829 + 6.6°°
RoT 613.8+6.3%CY 641.6 + 23.5%° 659.7 + 11.4%° 613.3 +22.25¢ 577.3 + 16.5<

Delphinidin-3-O-glucoside (mg/100 g)

™M RefT 137.8 + 3.848 1492 + 7.5% 171412® 109.8 + 4.5 131.2 + 4,98
RoT 131.0 + 1.7% 1246 +2.72® 149.5 + 4.24 111.9 + 2,102 119.0 + 0.3

JFM RefT 781 2 2.1%¢ 83.9 +2.6% 58.8 4-2.304 60.0 + 1.0°D¢ 64.4 + 0.8%
RoT 71.2 +0.68¢ 784 4 2.5% 76.5 + 1.0%¢ 68.1 +3.3 66.5 + 1.3%¢

Ellagic acid (mg/100 g)

™ RefT 108.4 + 5.3 110.6 + 4.7%° 99.1 +£2.7% 101.3 +1.78%® 134.0+1.6%°
RoT 102.6 + 0.6 134.1 £1.3% 130.1 +4.182 138.5 + 5.44% 146.5 + 3.6

TFM RefT 533 £ 1.9 58.5 +1.1% 49.3 +0.20¢ 51.2 +0.3D4 63.5 + 0.9
RoT 51.0 +0.6™ 57104 1,7% 63.8+0.7% 61.7 + 0.0%% 58.8 + 2.05¢¢

Gallic acid (mg/100 g)

™ RefT 73.9 +£0.28 52.3 £0.0% 21.2 +0.4%¢ 27.5 +0.48¢ 83.5 + 1,54
RoT 72.6 £3.7°* 50.1 +0.9% 59.8 + 1.0°* 84.7 +1.28 119.1 + 1.1

JFM RefT 23.8 +0.28° 184 +0.8% 9.9+0.1% 13.8 +0.1°° 48.6 + 0.2
RoT 22.0 +0.9%° 7.3 +0.0% 27.3 £0.2% 26.8 +1.45% 24.8 + 04

Total soluble + insoluble phenolics compounds (mg/100 g)

™ RefT 3.557,4 +165.24 3.639.4 + 175.3% 2.812,3 + 85.6% 2.783,747.3%® 3.564.4 + 171.0%°

RoT 3.030,7 + 124.2¢® 3.064.7 + 56.6°°
TFM RefT 1.296,8 + 25.7°¢ 1.768.0 + 53.3%¢
RoT 1518,2:4:31.7% 1.915.6 + 98.3%¢

3.434,1 +127.1%
1.338,8 +45.9%¢
1.648,9 + 22.7°P¢

4.052,2 + 82.9%
1.282,4 + 16.1%¢
1.672,1 + 15.6%

41652 + 11.3%
1.458,5 + 8.184
2.507,8 + 49.14¢

IM: L. fermentum mix +freeze-dried jabuticaba peel; JEM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel + fructooligosaccharides

Note: A—E: Different superseript capital letters in the same row differ (p <0.05), based on Tukey’s test; a—d: different superscript small letters
in the same column for the same phenolic compound differ (p < 0.05), based on Tukey’s test

(»>0.05). M had a higher content of delphinidin-3-O-glu-
coside (131.2+4.9 and 119.04+0.3 mg/100 g, respectively)
than JFM (64.4 + 0.8 and 66.5 + 1.3 mg/100 g, respectively)
on day 90 of refrigerated and room temperature storage
(»<0.05).

JM had overall higher contents of ellagic acid than JFM
during refrigerated (108.4+ 5.3 to 134.0+ 1.6 mg/100 g and
53.3+1.9 to 63.5+0.9 mg/100 g, respectively) and room
temperature storage (73.9+0.2 to 83.5+ 1.5 mg/100 g and
23.8+0.2 to 48.6+0.2 mg/100 g, respectively) (p <0.05).
Similarly, JFM had overall higher contents of gallic acid than
JFM during refrigeration (73.9+0.2 to 83.5+ 1.5 mg/100 g
and 23.8+0.2 to 48.6+0.2 mg/100 g, respectively,
respectively) and room temperature storage (73.9+0.2 to
83.5+1.5 mg/100 g and 22.0+0.9 to 24.8+0.4 mg/100 g,
respectively) (»<0.05). The contents of ellagic and gallic
acids increased overall in JM and JFM during refrigerated
and room temperature storage (p <0.05).

Antioxidant activity of the nutraceuticals during
storage

Table 4 shows the antioxidant activity of JM and JFM mea-
sured with ABTS++, DPPH*, and FRAP methods during
refrigerated and room temperature storage (11% RH). ]M
and JFM showed antioxidant activity during the 90 days of
refrigerated and room temperature storage when measured
with ABTS++, DPPH*, and FRAP methods. However, the
antioxidant activity of JM and JFM reduced overall on day
90 regardless of the storage temperature compared to day
zero (p <£0.05). The antioxidant activity of JM and JEM did
not differ until day 60 of refrigerated and room temperature
storage (p> 0.05). JEM had higher antioxidant activity than
JM over time regardless of the storage temperature and the
method used to measure it (»<0.05). The DPPH method
detected the highest antioxidant activity of JM and JFM
during refrigerated and room temperature storage, while the
FRAP method detected the lowest antioxidant activity.
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Table 4 Antioxidant activity (average + standard deviation, n=3) of JM and JFM on days zero, 15, 30, 60, and 90 of refrigerated and room tem-

perature storage [RefT (4+0.5 °C) and RoT (25+0.5 °C)]

Storage condition/nutraceutical Storage time

Day zero Day 15 Day 30 Day 60 Day 90

ABTS™ (umol Trolox/g)

™M RefT 8.38 +0.144° 8.03 + 0.094% 5.56 +0.07% 5.16 + 0.23% 432+ 020"
RoT 8.87 +0.174° 7.74 + 1.2048¢ 6.93 +2.82 B 6.66 + 0.44 82 6.42 + 0418

JFM RefT 9.48 +0.134 9.36 + 0.154° 8.88 +0.11% 5.38 +0.18%® 433 + 020"
RoT 9.67 +0.20%* 9.47 +0.16* 7.84 +0.825%° 7.56 + 0.76 2 7.02 + 0.285

DPPH’ (nmol Trolox/g)

™M RefT 9.10 + 0.134° 8.94 +0.18%* 8.74 +0.18482 8.43 + 0.165® 8.00 + 0.12¢
RoT 9.20 + 0.244° 8.76 + 0.224B2 8.67 +0.254%2 8.33 + 0.305 7.84 £ 031

JEM RefT 9.62 + 0.284® 9.41 + 0.314B2 9.16 + 0.42482 8.92 + 0,245 8.48 + 0.558
RoT 9.78 +0.2242 9.41 + 0.40482 9.26 + 0.44482 9.04 + 032482 8.56 + 0.345

FRAP (umol FeSO,/g)

™M RefT 3.85 £0.114¢ 3.61 + 0.194BP 3.46 + 0.204BC¢ 3.38 + 0.165¢¢ 3.15+0.12°
RoT 4,37 +0.38%% 4.21 +0.20% 4,09 +0.194% 4,02 +0.12% 3.86 + 0.10%*

JFM RefT 4.90 +0.16*° 4.60 +0.34482 442 + 02048 4.12 + 0.265% 4.06 + 0.28"
RoT 5.52 +0.14% 4.80 +0.125° 4.68 +0.20% 4.53 + 0128 424 +0.15%

IM: L. fermentum mix +freeze-dried jabuticaba peel; JEM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel + fructooligosaccharides

Note: A-D: Different superscript capital letters in the same row differ (p <0.05), based on Tukey’s test; a—d: different superscript small letters
in the same column for the same method to measure the antioxidant activity differ (p <0.05), based on Tukey’s test. Abbreviations: ABTS™
cation—2,2-azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid; DPPH’, 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl; FRAP, ferric-reducing ability of plasma:

FeSOy,, ferrous sulfate

Chemometric analysis

The PCA results located JM on days zero and 15 of storage,
as well as JFM on days zero, 15, and 30 of storage in the
upper quadrants with the highest viable cell counts and the
highest sizes of live cell subpopulations of L. fermentum, as
well as the greatest antioxidant activity (DPPH, ABTS, and
FRAP methods) (Fig. 4A). JFM on day 60 of storage was in
the lower quadrant, with the highest sizes of L. fermentum
injured cell subpopulation, and JM on day 90 of storage was
in the lowest and most distant quadrant for all parameters,
indicating the worst results. The Pearson correlation results
showed that the viable cell counts of L. fermentum posi-
tively correlated with antioxidant activity (DPPH, ABTS,
and FRAP methods) and live cell population size in JM and
JFM, while the viable cell counts of L. fermentum nega-
tively correlated with antioxidant activity and injured cell
population size (Fig. 4B).

Discussion

JM and JFM had a mass loss below 120 °C, probably asso-
ciated with water release [36]. JM and JFM stored under
refrigeration had endothermic peaks and mass losses at
higher temperatures than when stored under room temper-
ature. Still, the presence of FOS in JFM could be linked
to detecting endothermic peaks at a higher temperature

@ Springer

compared to JM. The presence of FOS likely increased the
glass transition temperature (Tg) of JFM by binding to other
compounds, delaying the transition to the rubbery state and
maintaining the glassy state. This, in turn, could help pro-
tect powdered components from detrimental changes, such
as oxidation [37].

The endothermic peak of JM and JFM at 118 °C may
be attributed to structural changes in anthocyanins, which
typically undergo phase transitions between 120 and 140 °C
[38], potentially involving the cleavage of glycosidic bonds
to form aglycone derivatives [39]. The weight loss observed
at 150 °C could be associated with the evaporation of mois-
ture, low molecular weight compounds, and volatile sub-
stances [40]. At the same time, temperature above 200 °C
could cause weight loss related to FOS thermal degradation
[29]. Temperatures ranging from 180 to 270 °C cause weight
loss due to hemicelluloses decomposition, and temperatures
until 400 °C cause weight loss due to celluloses decompo-
sition. JM and JFM had endothermic peaks above 600 °C,
probably due to the decomposition of aromatic structures
[41,42].

JFM stored under refrigeration exhibited excellent ther-
mal stability, likely maintaining its glass transition tem-
perature (Tg) above 130 °C. The amorphous (or vitrified)
state is ideal for preserving the stability of probiotics and
other bioactive compounds in powdered nutraceuticals
during storage. When probiotics transition to the rubbery
state, they risk inactivation, underscoring the importance of
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Fig.4 (A) Principal Component A
Analysis (PCA) mun for results
(variables: L. fermentum viable

cell count, L. fermentum cell
physiological status, and antioxi-

dant activity) of JM and JFM at

11% relative humidity on days

zero, 15, 30, 60, and 90 of refrig- 28
erated and room temperature stor-
age [RefT (4+0.5 °C) and RoT
(25+0.5 °C)]. (B) Correlation
coefficients indicate the associa-
tions between viable cell count,
cellular physiological status, and
antioxidant activity
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maintaining a stable amorphous state for optimal probiotic
viability and functionality [43].

Nutraceuticals are dietary alternatives for improving the
bioavailability, solubility, and stability of food-grade bioac-
tive components [44]; however, it is necessary to control
some factors (e.g., a, solubility, and hygroscopicity) affect-
ing the stability of powdered nutraceuticals during storage
[45,46]. IM and JFM had low a,, (< 0.3), favoring their sta-
bility during storage with controlled humidity. A powdered

product with a low a,, (<0.6) is typically considered stable
because it hinders physicochemical degradation reactions
and microbial metabolic activities [45], besides increasing
the stability of phenolic compounds [47]. Furthermore, a,.
between 0.2 and 0.3 could favor bacterial cell viability due
to the interaction of water with functional groups, prevent-
ing interactions of bacterial cell membrane constituents
with oxygen that induce oxidation and cellular damage [48].

@ Springer
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Solubility is a crucial factor in determining the use of
bioactive compounds in nutraceutical production, as it typi-
cally enhances bioavailability [49]. During the 90 days of
storage, JFM showed higher solubility than previously
reported for citric acid, alginate, and maltodextrin [50],
common ingredients used to improve the solubility of bio-
active compounds in nutraceuticals [51, 52].

Humidity control during storage is essential for main-
taining low hygroscopicity and stability of powdered nutra-
ceuticals. Hygroscopicity is identified as one of the main
problems in keeping the stability of powders containing
FOS, a compound with high hygroscopicity [53, 54]. High
hygroscopicity induces physicochemical alterations affect-
ing stability during storage, besides accelerating chemical
and microbial degradation, which is a challenge for using
phenolic compounds to develop nutraceuticals and other
functionalized products [55]. JFM had a higher hygroscop-
icity than JM, possibly due to the presence of FOS in the
former composition.

The ultrastructural aspects of JM and JFM stored under
refrigeration showed the predominance of more visible
elongated structures, indicating the presence of entrapped
L. fermentum cells in their structure. JFM stored under
room temperature showed a spongier structure. In contrast,
JFM stored under refrigerated temperature showed a pre-
dominantly smoother surface, indicating that L. fermentum
cells were incorporated into its structure [28]. The survival
of probiotic cells is crucial to nutraceutical functionality
[38]. JFM maintained the highest survival rates of L. fer-
mentum during refrigerated storage, highlighting its poten-
tial and greater stability since this species commonly shows
excellent survival during refrigerated storage. However, the
survival of L. fermentum is influenced by environmental
conditions, such as temperature and pH. Higher tempera-
tures could facilitate water absorption and increase oxida-
tive effects in freeze-dried cultures, detrimental to bacteria
survival [56-58].

The high contents of phenolic compounds and dietary
fiber, particularly soluble fiber [17], in freeze-dried jabu-
ticaba peel may have protected L. fermentum cells during
freeze-drying and long-term storage under refrigerated and
room temperatures. These protective effects were more pro-
nounced in JEM than in JM, likely due to the inclusion of
FOS in the JFM formulation. FOS present in the nutraceuti-
cal serves as a carbon source for probiotic strains, support-
ing their survival and cellular activity during storage [57].
An early study showed that using FOS as a coating material
effectively protected probiotic Lactiplantibacillus planta-
rum during freeze-drying and storage in a symbiotic lychee
Juice [59].

Evidence in the literature supports beneficial interac-
tions between probiotics and phenolic compounds, which
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can enhance the stability of nutraceuticals and protect pro-
biotic cells as they transit through the gastrointestinal tract
to colonize the human intestine [60, 61]. The physiological
responses of L. fermentum cells showed that JM and JFM
stored under refrigeration maintained a higher proportion of
live cells than those stored at room temperature, aligning
with plate count results. Storage duration and temperature
are known to influence the viability and physiological state
of probiotics [29].

The size of the live L. fermentum cell subpopulation in
JM and JFM reduced during storage. However, these reduc-
tions were more intense from day 30 of storage onwards,
in parallel with the increased size of the injured L. fermen-
tum cell subpopulation. These results could indicate that
L. fermentum cells in JM and JFM entered the viable but
non-culturable (VBNC) state. This reversible physiological
condition possibly occurs when bacterial cells are exposed
to various stresses [62]. Although they can still exert health
benefits, they need effective methods to attest to their con-
dition [32, 62, 63]. Flow cytometry allows the identifica-
tion of the physiological state of the microorganisms under
examination. The results indicate that vitality was main-
tained despite a significant reduction in the viable cell count.
However, the viable cell plate count and flow cytometry
results suggest that refrigeration is a more favorable condi-
tion for maintaining cell vitality. Higher temperatures could
facilitate water absorption and increase oxidative effects in
freeze-dried cultures, which are detrimental to bacteria sur-
vival [28].

Anthocyanins and phenolic acids, especially ellagic and
gallic acids, are the main phenolic compounds in jabuticaba
peel [17, 35, 64]. The contents of anthocyanins in JM and
JFM reduced during storage, while the contents of gallic
and ellagic acids increased regardless of the storage tem-
perature. Anthocyanin levels were higher in JM and JFM
stored under refrigeration rather than when stored under
room temperature, indicating enhanced stability at lower
temperatures. Anthocyanins are compounds sensitive to
environmental conditions, especially high temperatures.
Their stability can be altered during processing and storage,
triggering an oxidative process, degradation, and reduction
of antioxidant activity [65]. The hydrolysis of some pheno-
lic compounds naturally occurring in JFP could be associ-
ated with the increase in the contents of ellagic and gallic
acids in JM and JFM [17]. Still, the depolymerization of
ellagitannins and gallotannins could increase the contents
of gallic and ellagic acids in JM and JFM during storage
[8]. The depolymerization changes the chemical structure
of some phenolic compounds, which could increase the con-
tents of ellagic and gallic acids and antioxidant activity [66],
besides making ellagic and gallic acids more bioavailable to
exert beneficial effects on human health [5]. Additionally,
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the simultaneous consumption of phenolic compounds and
probiotics could increase bioactivity due to the action of
intestinal microorganisms to produce derived metabolites
with high antioxidant activity and activate probiotic metab-
olism in the colonic environment [17, 67].

JM and JFM showed antioxidant activity during the 90
days of refrigerated and room temperature storage, although
this bioactivity had reduced over time. The presence of phe-
nolic compounds naturally occurring in jaboticaba peel and
the reported antioxidant properties of the tested L. fermen-
tum strains could provide the antioxidant activity of JM and
JFM during storage. The antioxidant properties of anthocya-
nins are crucial to their health-promoting effects, with the
potential to minimize or prevent oxidative damage, thereby
enhancing the storage stability of formulated products [18,
68, 69].

PCA results showed that J]M and JFM had overall the
best performance until 30 days of storage regarding the
measured parameters, confirming the beneficial interaction
between the phenolic compounds present in jabuticaba peel
and L. fermentum strains, allowing to maintain the stability
of these nutraceuticals during storage. The Pearson correla-
tion results showed that the viable cell counts of L. fermen-
tum positively correlated with the live cell subpopulation
and the antioxidant activity. This relationship reinforces the
efficacy of phenolic compounds in preserving high viable
cell counts of lactobacilli and promoting antioxidant activ-
ity in freeze-dried matrices [18, 23, 29].

In conclusion, the examined nutraceuticals showed sta-
bility under various temperature conditions, with refrigera-
tion being the optimal storage method. During storage, JFM
stored under refrigeration showed the highest viable cell
counts of L. fermentum, with counts above 6.6 log CFU/g
for up to 90 days. Despite a decrease in cell viability over
time, the physiological status of L. fermentum indicated that
the cells retained both vitality and functionality, regardless
of the storage temperature. The antioxidant properties of the
phenolic compounds were preserved, and these compounds
exhibited potential bioaccessibility within the nutraceuti-
cal matrix. Under the conditions tested, JFM stored under
refrigeration exhibited superior stability and functional
potential, maintaining high viable cell counts, phenolic con-
tent, and antioxidant activity during storage. The formula-
tion of JFM, with FJP, a combination of potential probiotic
L. fermentum strains (139, 263, and 296), and FOS, repre-
sents a promising approach for delivering health benefits
to consumers. Overall, this study provides an initial step
toward identifying an innovative nutraceutical. However,
further research using in vivo models and comprehensive
parameters is necessary to determine the most effective
administration method.
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Investigating the retention of the nutraceutical properties of combined jabuticaba peel

and Limosilactobacillus fermentum during gastrointestinal digestion for long-term storage

Abstract

This study evaluated the retention of the nutraceutical properties of combined jabuticaba peel
and Limosilactobacillus fermentum during gastrointestinal digestion for long-term storage. The
bioaccessibility of phenolic compounds, antioxidant capacity, and cell viability and
physiological status of L. fermentum in two nutraceuticals [freeze-dried jabuticaba peel (FJP) +
L. fermentum, termed JM); FJP + L. fermentum + fructooligosaccharides (FOS), termed JFM)]
were assessed during 90 days of storage (4 £ 0.5 °C, 11% relative humidity). JFM showed the
highest viable cell counts (3.76 + 0.18 - 5.12 £ 0.12 log CFU/g) after exposure to simulated
gastrointestinal digestion (SGD) during 90 days of storage. JFM presented the largest
subpopulation of live cells (29.1 + 0.66%) and the smallest subpopulation of dead cells (5.8 +
0.48%) during SGD. The bioaccessibility of anthocyanins in JM and JFM was greater after
gastric exposure, while the bioaccessibility of ellagic acid was greater after ileal exposure. The
antioxidant capacity of JM and JFM was reduced during SGD and storage, likely due to the
degradation of bioactive components. JM and JFM released bioaccessible phenolic compounds
and metabolically active L. fermentum cells along the SGD. FOS could have led to JFM
performing better than JM in the measured variables during long-term storage. The results
evidence the efficacy of the bioactive components of JM and JFM in reaching the colonic
environment, where they could interact changes in the intestinal microbiota and cause systemic

beneficial health effects.

Keywords: Nutraceutical, gastrointestinal digestion, phenolic compounds, bioaccessibility,

probiotic, physiological status.
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Introduction

Jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg] is a native fruit of the Atlantic Forest
Brazilian biome. The jabuticaba fruit has a sweet, slightly acidic flavor and distinctive astringent
skin (1), besides being a source of various nutrients, dietary fiber, vitamins, and phenolic
compounds primarily concentrated in the peel (2). Despite being a valuable resource, the
jabuticaba fruit peel is often discarded during processing, leading to waste accumulation and
potential environmental impacts. However, growing interest in sustainability has highlighted its
potential to provide bioactive compounds, mainly phenolic compounds (3.,4). In this sense,
research has advanced into the potential destination of jabuticaba fruit peel, corresponding to
around 40% of production (5).

The by-products generated during fruit processing are typically rich in bioactive
compounds, offering elevated potential for incorporation into the formulation of new foods, food
ingredients, and nutraceuticals, which is aligned with the growing demand for more effective and
sustainable alternatives in the industry (6). Transforming jabuticaba peel into nutraceuticals,
supplemented with potentially probiotic Limosilactobacillus fermentum strains, represents a
strategy aligned with the principles of the circular economy, aiming to reintegrate these by-
products and promote a more efficient and sustainable added value production chain (7).

Nutraceuticals emerged from the demand for products that promote improvements in
specific health parameters and the search for healthier eating habits (8,9). Previous studies have
shown that nutraceuticals are potential vehicles for ingesting phenolic compounds in jabuticaba
peel and L. fermentum cells, remaining stable for 90 days of storage (10) and promoting
beneficial alterations in the composition and metabolism of the human intestinal microbiota (11).
However, the beneficial effects of L. fermentum cells and phenolic compounds in these
nutraceuticals depend primarily on bacterial survival and viability until reaching the intestine and

on the bioaccessibility and bioavailability of phenolic compounds in the human body (12).
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Once present in the gastrointestinal tract, L. fermentum cells must survive the hostile
conditions of the gastric and intestinal phases that can harm cells of many bacterial species (13).
Alternatives are provided for these cells to reach the colonic environment, where they could cause
modulatory effects on the intestinal microbiota. The administration of nutraceuticals could allow
the interaction of probiotic cells with phenolic compounds, minimizing losses during
gastrointestinal digestion and better colonization in the intestine, with the production of
bioaccessible metabolites and short-chain fatty acids (14-15), conferring beneficial effects on
health (16).

Phenolic compounds in jabuticaba mainly include cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-
rutinoside (anthocyanins), gallic acid, and ellagic acid (hydroxybenzoic acids) (10,11,17), with
several benefits to human health (18,19). However, the functionality of phenolic compounds is
limited to their bioavailability during and after gastrointestinal digestion (20,21) since their
bioavailable fractions are released and stored to perform metabolic functions (18,19,22).

This study hypothesized that combining freeze-dried jabuticaba peel and potentially
probiotic L. fermentum strains could maintain nutraceutical properties during exposure to
simulated gastrointestinal conditions even after long-term storage. To test the hypothesis, the
viable cell counts, bacterial cell physiological state, phenolic compound bioaccessibility, and
antioxidant capacity were measured in these nutraceuticals during 90 days of storage when

exposed to simulated gastrointestinal digestion (SGD).

Materials and methods
Preparation of probiotic strain inoculum

The strains of L. fermentum 139, L. fermentum 263, and L. fermentum 296, previously
isolated from fruit processing by-products, identified with the 16S rRNA gene sequence

analysis (23) and characterized as probiotic candidates in prior in vitro and in vivo studies
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(11,23,24,25), were combined to formulate the nutraceuticals. These strains were maintained at
-20 °C in cryovials containing de Mann, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth (HiMedia, Mumbai,
India) and glycerol (20% v/v; Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA). The strains were prepared
by anaerobic cultivation (37 £ 0.5 °C, 24 h; AnaeroGen, Oxoid Anaerogen Anaerobic System,
Basingstoke, Hampshire, UK) in MRS broth (HiMedia), followed by centrifugation (1696xg,
10 min, 4 °C), washing (NaCl 8.5 g/L, w/v), resuspension in sterile distilled water, and equally

mixed to achieve a cell suspension with approximately 11 log CFU/mL (26,27).

Preparation and storage of the nutraceuticals

Two nutraceuticals were formulated using freeze-dried jabuticaba peel (FJP) and a mix
culture suspension of the three tested L. fermentum strains (36 mL) in a 1:1:1 ratio. The first
nutraceutical (JFM) was formulated with 13 g of FJP, the mixed L. fermentum culture
suspension, and 20% (w/v) of fructooligosaccharides (FOS), as a cryoprotectant for bacterial
cells (28). The second nutraceutical (JM) was formulated with 13 g of FJP and the mixed L.
fermentum culture suspension without adding FOS. The content of FJP used to develop the
nutraceuticals was selected considering a safe daily dose of anthocyanins for human
consumption while being able to promote health benefits according to results from clinical
studies, (11,29). The nutraceuticals were frozen (=80 °C, 24 h), freeze-dried (temperature —56
+ 2 °C, vacuum pressure, 30 h; Liotop, Model L-101) (30,31) and stored in sterile Petri dishes
within a desiccator containing lithium chloride (LiCl) to control relative humidity (RH) for 90

days at 4 + 0.5 °C (10). Experimental analyses were conducted at 0, 45, and 90 days of storage.

Exposure of nutraceuticals to SGD
After freeze-drying, JM and JFM were subjected to a humidification period in a

desiccator containing lithium chloride (15% relative humidity) for 15 days under refrigeration
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(4 £ 0.5 °C) and stored for 0, 45, and 90 days. Previously to the exposure to SGD phases, M
and JFM were rehydrated with 33 mL (1:5.5; w/v) of sterilized distilled water at 25 + 0.5 °C.
SGD was conducted sequentially, simulating the oral, gastric, and intestinal phases considering
a protocol standardized in an international consensus developed by the COST Infogest network.
The static process of SGD was carried out with pH adjustments and addition of specific
enzymes according to each compartments as described previously (32). Enzymes and reagents

were obtained from Sigma-Aldrich.

Enumeration of viable counts and measurements of the physiological status of L.
Jfermentum cells exposed to SGD

Following exposure to each SGD phase, a 100 pL-aliquot of JM and JFM was serially
diluted (1:9) in sterile saline solution (NaCl 8.5 g/L), plated on MRS agar (HiMedia), and
anaerobically incubated (Anaerogen; 48 h, 37 + 0.5 °C). The viable cells were counted, and the
results were expressed as log CFU/mL (detection limit of 2 log CFU/mL).

Simultaneously, the staining procedure with propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich, 10
pg/mL) and carboxyfluorescein diacetate (cFDA, Sigma-Aldrich, 2.5 pg/mlL) was performed
to determine the integrity of the cytoplasmic membrane and enzymatic activity of the L.
fermentum cells present in the nutraceuticals, respectively, during exposure to each SGD phase.
Cell subpopulations were determined with flow cytometry technique using a BD Accuri C6
flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Data compensation and analysis
were conducted using BD Accuri C6 software (Becton Dickinson and Company) (33,34). After
the cytograms were generated, three different cell subpopulations were characterized: PI-
cFDA+ cells were identified as non-permeabilized with enzymatic activity (live cells);

PI+cFDA+ cells were identified as permeabilized with retained enzymatic activity (damaged
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cells); and PI+cFDA- cells were identified as permeabilized without enzymatic activity (dead

cells) (35,36).

Determination of phenolic compounds during exposure to SGD

The contents of anthocyanins (cyanidin-3-O-glucoside and (delphinidin-3-O-glucoside)
and phenolic acids (ellagic acid and gallic acid) were determined in JM and JFM before and
during exposure to SGD with HPLC-DAD-MS. The liquid chromatography system (Shimadzu
Corp., Kyoto, Japan) included two parallel pumps LC-20AD, automatic injector SIL-20AHT,
system controller CBM-20A, degasser DGU-20AS, and diode-array detector (DAD) SPD-

M20A. The results were expressed as mg/100 g (11).

Determination of the antioxidant capacity of nutraceuticals during exposure to SGD
After exposure to each SGD phase, three methods to assess antioxidant capacity of
nutraceuticals were used: ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)),
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), and FRAP (ferric reducing antioxidant power). An
aliquot (2 mL) was mixed with 70% methanol (Sigma-Aldrich) and used for antioxidant
capacity determination. The DPPH free radical scavenging was determined by reading the
absorbance at 517 nm (37). The ABTSe+ radical was produced from an aqueous solution of
ABTS (7 mM) + potassium persulfate solution (140 mM). The mixture remained in the dark
(16 h, 28 £ 0.5 °C), and was subsequently diluted in PA ethanol until reaching an absorbance
of 0.7 £ 0.02 units at 734 nm (38). Antioxidant capacity determined by iron reduction (FRAP)

was calculated using a ferrous sulfate curve (39).

Statistical analyses
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The experiments were carried out in triplicate in three independent essays. Results were
expressed as average + standard deviation. ANOVA followed by Tukey’s test determined
significant differences among the results. A p-value of < 0.05 was considered statistically
significant. The results were subjected to a principal component analysis (PCA) to verify the
relationship between the percentage of cells in different physiological states (live, injured and
dead), phenolic compound content and antioxidant capacity. Sigma Stat 3.5 (Jandel Scientific
Software, San Jose, CA, USA) and R software (Version 2.15.3, Ross Thaka and Robert
Gentleman, University of Auckland, Auckland, New Zealand) were used to perform the

statistical analysis.

Results
Viable cell counts of L. fermentum in the nutraceuticals during exposure to SGD

The viable cell counts of L. fermentum in JM and JFM during exposure to SGD are
shown in Table 1. Before exposure to SGD (day zero), JM and JFM had viable cell counts
exceeding 9 log CFU/mL, with no difference between the counts (p > 0.05). As storage time
progressed, viable cell counts decreased (p < 0.05). At the end of storage, L. fermentum viable
cell counts in JM and JFM were 5.80 + 0.14 and 6.89 + 0.22 log CFU/g, respectively. L.
fermentum viable cell counts did not differ between the nutraceuticals over the three examined
storage times (p = 0.05).

Exposure of JFM to the simulated oral phase resulted in different viable cell counts on
days 45 and 90 of storage (p < 0.05), with counts decreasing from 7.89 + 0.20 to 7.45 + 0.11
log CFU/g and from 6.89 + 0.22 to 5.74 £ 0.18 log CFU/g, respectively. Overall, J]M and JFM
on days 0 and 45 had viable cell counts of L. fermentum decreased during exposure to the
different phases comprising the SGD. The most pronounced reductions (> 1 - 2 log CFU/g) in

IJM and JFM were detected after exposure to the simulated gastric digestion phase, with counts
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ranging from 6.13 £+ 0.09 to 4.29 + 0.09 log CFU/g and 6.32 + 0.22 to 5.03 + 0.08 log CFU/g,
respectively (p <0.05). However, L. fermentum viable cell counts did not change after exposure
to simulated intestinal conditions (p = 0.05). JFM had the highest L. fermentum viable cell

counts at the end of the SGD, keeping the highest counts from the beginning (5.12 + 0.12 log

CFU/g) to the end (4.60 = 0.3 log CFU/g) of the measured storage period (p < 0.05).

Physiological status of L. fermentum in the nutraceuticals during exposure to SGD

The physiological status of L. fermentum cells in J]M and JFM during 90 days of storage
when exposed to the different phases of the SGD is shown in Figure 1. The protocol used
allowed dividing the bacterial cells into three subpopulations according to the physiological
states: 1) non-permeabilized cells with enzymatic activity (PI-cFDA+); ii) cells with enzymatic
activity and permeable membrane (PI+cFDA+); and iii) cells with no enzymatic activity and
permeable cell membrane (PI+cFDA-) (35,36).

The PI-cFDA+ subpopulations of L. fermentum cells in JM reduced after exposure to
simulated gastric digestion at zero (6.0 = 0.18%) and 45 days of storage (0.3 = 0.13%) and
increased at 90 days of storage (19.9 £ 0.64%; p < 0.05). At time zero, the PI-cFDA+
subpopulation of L. fermentum cells in JFM did not change after exposure to gastric conditions
(p > 0.05); however, it increased (p < 0.05) until the end of storage (reaching 18.9 = 0.7%).
After exposure to intestinal conditions, there was an increase (p < 0.05) in this cell
subpopulation at the beginning (6.0 = 0.76 to 17.20 £ 0.68%) and end of storage (18.9 + 0.7 to
24.6 + 0.78%) in both nutraceuticals.

Otherwise, the PI+cFDA+ subpopulation of L. fermentum cells was reduced in JM (p <
0.05) after exposure to gastric conditions at the beginning and end of storage (15.8 £+ 0.65 %
and 24.7 £ 0.16%, respectively). Similar behavior was observed in JM and JFM when exposed

to intestinal conditions, with values of 34.1 £ 0.54% and 9.7 + 0.75%, respectively, at the
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beginning of storage and of 12.1 £ 0.08% and 7.4 + 0.87%, respectively, at the end of storage.
The PI+cFDA- cell subpopulations decreased in JM and JFM after exposure to simulated gastric
conditions (p < 0.05). On day 90 of storage, JM had the highest PI-cFDA+ cell subpopulation
(19.9 + 0.64%). The lowest PI+cFDA- cell subpopulations in JM and JFM were detected at day
zero of storage (9.9 + 0.89 and 9.9 + 0.7%, respectively).

On day 45 of storage, after exposure to simulated gastric digestion, JM had the highest
size of PI+cFDA- cell subpopulation (57.5 + 0.6%) and the smallest size of PI-cFDA+ cell
subpopulation (0.3 + 0.13%) (p < 0.05). After exposure to the simulated intestinal conditions,
JFM had the highest PI-cFDA+ cell subpopulation (29.1 = 0.66%) and the smallest PI+cFDA-

cell subpopulation (4.4 = 0.41% (p < 0.05).

Contents and bioaccessibility of phenolic compounds in the nutraceuticals during
exposure to SGD

The contents of phenolic compounds in JM and JFM during exposure to SGD are shown
in Table 2. At all examined storage times, the ellagic acid content increased (p < 0.05) in JIM
and JFM after exposure to the intestinal phase, with values ranging from 103.8 £ 4.9 to 262.2
+ 9.8 mg/100g in JM and from 18.5 £ 0.6 to 47.9 + 2.9 mg/100g in JFM.

JM and JFM showed a reduction (p < 0.05) in cyanidin content during SGD. During the
measured storage period, the lowest contents of cyanidin were detected after exposure to
intestinal conditions, with values ranging from 5.9 + 0.3 to 148.3 £ 11.7 mg/100g in JM and
from 8.4 £ 0.8 to 50.2 + 0.1 mg/100g in JFM (p < 0.05).

At time zero, the cyanidin-3-O-glucoside contents did not change in JM (5.9 + 0.3 and
9.3 + 0.3 mg/100g) and JFM (8.4 £ 0.8 and 5.2 £ 0.3 mg/100g) after exposure to simulated
intestinal digestion (p > 0.05). On days 45 and 90 of storage, the cyanidin-3-O-glucoside

content in JFM did not change when exposed to the simulated oral (35.5 £ 2.5 mg/100g and
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89.9 + 3.0 mg/100g) and gastric digestion (56.0 + 2.8 mg/100g and 107.1 + 8.2 mg/100g) (p >
0.05).

After exposure to simulated gastric conditions, the cyanidin-3-O-glucoside content
(56.0 £ 2.8 to 278.2 £ 21.8 mg/100g) was higher than the other phases of the simulated
digestion. The lowest cyanidin-3-O-glucoside content was detected at the end of the SGD (1.9
+ 0.3 t0 9.9 £ 1.1 mg/100g). In contrast, the contents of ellagic acid (18.5 + 0.6 to 262.2 + 9.8
mg/100g) and gallic acid (1.7 + 0.2 to 13.5 + 0.6 mg/100g) increased. Regarding the storage
period, the highest ellagic acid and cyanidin-3-O-glucoside contents were detected at the end
of storage (90 days).

The results of the potential bioaccessibility of the phenolic compounds in JM and JFM
are shown in Fig. 2. Cyanidin-3-O-glucoside showed the highest bioaccessibility after exposure
to simulated gastric digestion (p <0.05). The highest bioaccessibility of cyanidin-3-O-glucoside
in JM and JFM was detected on day 90 of storage; however, JFM had higher bioaccessibility
(132.22 £+ 0.03%) than JM (34.66 £ 0.14%) (p < 0.05). Similarly, JFM showed higher
bioaccessibility of ellagic acid (143.29 £+ 0.10%) than JM (78.39 + 0.22%) (p < 0.05). At the
end of SGD, cyanidin-3-O-glucoside showed decreased bioaccessibility. However, it was

higher (p <0.05) in JFM (12.22 + 0.12%) than in JM (2.00 £ 0.07%).

Antioxidant capacity of nutraceuticals during exposure to SGD

The antioxidant capacity of JM and JFM exposed to SGD and evaluated with ABTS,
DPPH, and FRAP methods is shown in Table 3. The antioxidant capacity of JM and JFM
decreased during storage (p < 0.05). JM and JFM reached the highest antioxidant capacity after
exposure to the gastric phase. Notably, JFM had greater antioxidant capacity than JM on days
zero and 90 of storage (p < 0.05), with values ranging from 16.75 + 0.21 to 13.13 £ 0.16 pmol

Trolox TEAC/g when determined with the ABTS method, 8.75 + 0.12 to 5.09 + 0.05 pmol
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Trolox TEAC/g when determined with the DPPH method, and 74.09 + 0.09 to 72.32 + 0.68
umol FeSO4/g when determined with the FRAP method.

After exposure to intestinal conditions, there was a reduction (p < 0.05) in the
antioxidant capacity of nutraceuticals. When measured by the decrease of the ABTS radical,
JM and JFM had an antioxidant capacity of 11.10 + 0.09 and 11.82 £+ 0.24 pmol Trolox
TEAC/g, respectively, on day zero, and 6.58 + 0.11 and 7.94 + 0.08 pmol Trolox TEAC/g,
respectively, on day 90 of storage. When determined by the reduction of the DPPH radical, IM
and JFM had an antioxidant capacity of 6.75 + 0.11 and 5.21 + 0.03 pmol Trolox TEAC/g,
respectively, on day zero, and of 4.11 £ 0.03 and 3.90 £ 0.05 pmol Trolox TEAC/g, on day 90
of storage. This reduction was also identified when measured using the FRAP method. JM had
antioxidant capacity of 67.05 = 0.06 and 64.07 £ 0.11 pumol FeSO4/g on day zero and 90 days
of storage, respectively, while JFM reached values of 62.39 + 0.52 and 60.79 + 0.22 pmol
FeSO4/g, at the beginning and end of storage, respectively.

The antioxidant capacity of JM and JFM was maintained until the end of SGD. Overall,
there was no significant difference in the antioxidant capacity of JM and JFM when exposed to
the duodenum and ileum conditions. The results indicate that even with reductions, JM and

JFM maintained their antioxidant capacity until the end of storage.

Chemometric analysis

PCA evaluated the differences between JM and JFM when exposed to SGD considering
the physiological status of L. fermentum cells and the contents of phenolic compounds at day
zero, 45, and 90 of storage (Fig. 3). The PCA analysis expounded the data with a total variance
of 69.60% (Dim 1: 43.80% and Dim 2: 25.80%). JFM (day zero and 90) and JM (day zero)
were in the upper quadrants, with the highest values for live L. fermentum cells in the simulated

oral and intestinal digestion phases and for cyanidin-3-O-glucoside content at the end of
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digestion. On day 45 of storage, JFM and JM were in the lower quadrants and distant from all
measured variables, indicating the least expressive results. At the end of storage, JM appeared
next to the cyanidin-3-O-glucoside contents. JFM presented better results overall than JM

regarding the measured variables.

Discussion

Nutraceuticals are formulations that deliver bioactive compounds with proven health
benefits (40). A stable powdered material can be obtained using freeze-drying, as demonstrated
in a previous study with FJP (10). However, ensuring the viability of these microorganisms is
crucial for delivering health benefits to the consumer (41). After the storage period and before
exposure to SGD, the viable cell counts of L. fermentum in JFM was about 6.9 log CFU/g.

During exposure to SGD, the viable cell counts of L. fermentum decreased, with the
most significant reduction occurring after exposure to the gastric phase. Throughout the
gastrointestinal tract, these cells encounter various stressful conditions. The stomach acidity
inhibits the activity of glycolytic enzymes, disrupts proton pumps, and ultimately reduces
bacterial survival. In response to these challenging conditions, some cells develop adaptation
mechanisms to restore their metabolism and withstand the stress encountered in these
environments (43,44,45). The presence of FJP in nutraceuticals may have contributed to the
survival of L. fermentum cells until reaching the colon, which is their target site and a key
location for their role in modulating the intestinal microbiota (40). FOS and the phenolic
compounds in FJP could contribute to JFM exhibiting the highest viable cell counts. Like other
dietary fibers, FOS remains unchanged during gastrointestinal digestion and reaches the colon,
where they are metabolized by intestinal bacteria through fermentation (10). The ability of FJP

to support strain survival has been previously reported (10,11).
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Immediately before exposure to SGD, the nutraceuticals displayed a high percentage of
subpopulations of injured L. fermentum cells, which may result from the freeze-drying process
used during their formulation. Freeze-drying can stabilize and preserve probiotic cells;
however, during this process, the cells are subjected to stressful conditions that can damage
them due to the formation of ice crystals (46,47). Cryoprotectants can mitigate this damage by
replacing the water molecules removed during dehydration, thereby maintaining cellular
integrity (46). When exposed to gastric conditions, JM and JFM exhibited a high subpopulation
of damaged cells; however, the size of the subpopulation of live cells was also significant. The
presence of damaged cells in this digestion phase was probably anticipated due to the stress
conditions encountered in the stomach. The acidic environment of the stomach induces changes
in the cell membrane, DNA damage, and alterations in peptidoglycan components (48).

At the end of the SGD, although JM and JFM showed a subpopulation of dead L.
fermentum cells, they were still able to maintain a significant subpopulation of live cells and
cells with membrane damage yet exhibiting enzymatic activity, which is characteristic of the
VBNC (viable but not cultivable) state (33). The damage to these cells makes it difficult to
enumerate the colonies on solid media (17). However, metabolic activity, though reduced, is
still preserved, along with a decrease in nutrient transport and cellular respiration rate (49).
Under favorable conditions, these VBNC cells can recover their growth capacity (50).
Nevertheless, JEM exhibited a higher subpopulation of viable cells and a lower subpopulation
of' dead cells at the end of the SGD. This suggests some resistance to gastrointestinal conditions
(51) and potentially the protective effect of the phenolic compounds in FJP and FOS. FOS, in
addition to functioning as a cryoprotectant, can withstand acidic conditions and the action of
digestive enzymes due to their stable structure (52). Combining phenolic compounds in FJP
and FOS with L. fermentum strains could help to reduce the mortality rate and stimulate

microbial growth (52).
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Measuring anthocyanins and phenolic acids in JM and JFM is crucial, as these are the
primary compounds in jabuticaba. During SGD, the anthocyanin content decreased, reaching
its lowest values in the intestinal phase. However, after exposure to gastric conditions, the
anthocyanin content increased when JM and JFM exhibited the highest anthocyanin content.
The acid environment of the stomach is favorable for the stability and absorption of
anthocyanins (53,54). However, in the intestinal phase, the increase in pH leads to a rise in the
number of hydroxyl groups, resulting in a reduction in stability (55,56). During this phase of
SGD, some of the ingested anthocyanins undergo enzymatic action, promoting glycosylation
and releasing low molecular weight phenolic acids metabolized by the intestinal microbiota
(57). Parallelly, the ellagic acid content increased in the intestinal phase. This acid is usually
found in the condensed form, as ellagitannins, but its absorption is complex along the
gastrointestinal tract (58,59). However, the intestinal microbiota converts these acids into
different types of urolithins that exert numerous beneficial effects on health (60-63). A study
conducted with an animal model of multiple sclerosis, which administered a diet rich in
phenolic compounds, reported that ellagic acid interrupted the progression of autoimmune
encephalomyelitis. It was suggested that this outcome was due to the association between the
intestinal microbiota, produced metabolites, and enhanced immunity (64).

Phenolic compounds undergo various changes during gastrointestinal digestion.
Therefore, assessing the bioaccessibility of these compounds in JM and JFM is important to
understanding their potential health benefits (57,65). Bioaccessibility of food compounds
depends on chemical structure, interactions with other compounds in the food matrix, genetic
factors (66), and instability during intestinal transit (67). Cyanidin-3-O-glucoside and ellagic
acid are the most abundant phenolic compounds in FJP (68), and they demonstrated
bioaccessibility during simulated gastric digestion. The bioaccessibility of cyanidin-3-O-

glucoside was higher in the gastric phase, with a considerable reduction by the end of the
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digestive process, indicating loss at the intestinal level (69). A study on anthocyanins from fruits
exposed to in vitro gastrointestinal digestion found that anthocyanins were stable in the gastric
phase. Still, there was minimal recovery in the intestinal phase, leading to low bioavailability
(70).

The intestinal instability of anthocyanins is likely due to chemical decomposition at
basic pH (71), which causes a transition from the predominantly stable flavylium cation form
to the highly unstable quinoidal base form (72). In the gastric phase, the ellagic acid present in
JFM showed greater bioaccessibility at the end of storage than JM. However, the
bioaccessibility of this phenolic acid, along with that of gallic acid, was more pronounced at
the end of the SGD. Ellagic acid in the intestine can modulate the intestinal microbiota that
metabolizes it and releases urolithins (58,73). A study with ellagic acid supplementation
reported a modulatory effect on the intestinal microbiota through increased abundance of
beneficial bacteria and consequently reduction of intestinal damage and oxidative stress (74).
The presence of ellagic acid, gallic acid, and anthocyanins until the end of the SGD corroborates
the maintenance of the antioxidant capacity of JM and JFM.

The antioxidant capacity of phenolic compounds may have contributed to the protective
effect on L. fermentum cells. The presence of phenolic compounds in the composition of
nutraceuticals containing probiotics may be favorable to their viability since these compounds
can remove oxygen from the environment due to their antioxidant capacity (75), making the
environment suitable for the growth of these microorganisms (76,77). During SGD, antioxidant
capacity was reduced; however, the most expressive values were observed after exposure to
gastric conditions, accompanied by a greater content of cyanidin-3-O-glucoside. During
digestion, antioxidant capacity is variable and depends on the availability and release of
phenolic compounds in nutraceuticals, pH variations, and enzymatic action (78,79). JM and

JFM maintained antioxidant capacity throughout SGD in all assays tested. Maintaining
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antioxidant capacity throughout the gastrointestinal tract reduces the impacts generated in the
digestive process due to its ability to shield against oxidative stress, reach the colon, and exert
a modulatory effect on the intestinal microbiota (25).

An overview of the results of this study was summarized using PCA analysis. It showed
that JFM produced the most satisfactory results in some examined variables, highlighting the
ability of phenolic compounds found in FJP and FOS to help protect and maintain probiotic cell
viability throughout SGD. Additionally, phenolic compounds in JFM are metabolized by the
intestinal microbiota, resulting in new metabolites, which, together with probiotic cells, can

generate an intestinal protection barrier against pathogens (79).

Conclusion

Nutraceuticals combining FJP and L. fermentum strains potentially probiotic maintained
their bioactive components during 90 days of storage. During the 90 days of storage, when JM
and JFM were exposed to SGD, the results indicated changes in the phenolic compound
contents and metabolic status of L. fermentum cells, consequently affecting the antioxidant
capacity of the nutraceuticals. Additionally, JM and JFM maintained a high subpopulation of
active L. fermentum and high contents and bioaccessibility of phenolic compounds during SGD.
FOS could have led to JFM performing better than JM in the measured variables during the
examined long-term storage. The results evidence the efficacy of the bioactive components
accounting for the nutraceutical properties of JM and JFM in reaching the colonic environment,
where they could induce changes in the intestinal microbiota and cause systemic beneficial
health effects. However, further research with in vivo models is warranted to advance and

confirm the health benefits of these novel nutraceuticals.
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Table 1. Viable cell counts (Log CFU/mL; average + standard deviation; n: 3) of
Limosilactobacillus fermentum in JM and JFM on days zero, 45 and 90 of
refrigerated storage (4 £ 0.5 °C) when exposed to simulated gastrointestinal

digestion.
Day of storage
Nutraceuticals Digestion step
Day 0 Day 45 Day 90

Undigested* 9.55 +(.0942 5.37+0.1582 528 +0.1482

Oral 9.30 +0.1342 5.29+0.12B2 5.13 +0.1652

M Gastric 6.13 + 0.094° 4.19 +0.278° 4.29 +(.095°
Duodenum 5.03 +0.164° 3.95+(0.1380 4.12+0.188°

lleum 4.81 + 0.26%¢ 3.84 +0.20BP 4.08 + 0.23BP

Undigested 9.53 +0.1242 7.89 +0.2082 6.89 +(.2282

Oral 9.18 £ 0.15% 7.45+0.118P 5.74+0.18%

JFM Gastric 6.32 +(.2240 4.82+0.188¢ 5.03 +0.08B¢
Duodenum 6.02+0.114° 4.03+0.0784 4.58 +0.3¢°

lleum 5.12+0.124¢ 3.76 +0.1884 4.60 +0.3°°

*Immediately before exposure to simulated gastrointestinal digestion. JM: L. fermentum mix +
freeze-dried jabuticaba peel; JFM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel +
fructooligosaccharides.

Note: A—C: Different capital letters in the same row indicate difference at distinct storage times,
based on Tukey's test (p < 0.05); a—d: For the same nutraceutical, different lowercase letters in the
same column indicate difference between distinct digestion steps, based on Tukey's test (p < 0.05).
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Figure 1. Physiological status of Limosilactobacillus fermentum cells in JM and JFM exposed
to simulated gastrointestinal conditions. JM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel;
JFM: L. fermentum mix + freeze-dried jabuticaba peel + fructooligosaccharides. A (JM, day
zero), B (JM, 45 days), C (JM, 90 days), D (JFM, day zero), E (JFM, 45 days) and F (JFM, 90
days). Results are expressed as average + standard deviation (n 3). a—d: different lowercase
letters denote differences between distinct digestion steps, based on Tukey's test (p < 0.05)
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Figure 2. Bioaccessibility of ellagic acid (A and B), gallic acid (C and D), and cyanidin-3-O-
glucoside (E and F) in JM and JFM, expressed as the percentage of compounds released during
the simulated digestion concerning the content in the corresponding sample. JM: nutraceutical
composed of freeze-dried jabuticaba peel and mixed culture of Limosilactobacillus fermentum;
JFM: nutraceutical composed of freeze-dried jabuticaba peel fructooligosaccharides and culture
of L. fermentum.
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Figure 3. Principal component analysis (PCA) considering variables measured in
JM and JFM on days zero, 45, and 90 of refrigerated storage (4 = 0.5 °C) when
exposed to simulated gastrointestinal digestion. Variables: physiological state of
Limosilactobacillus fermentum cells, antioxidant activity, and contents of
phenolic compounds.
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