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RESUMO

O aumento da expectativa de vida em todo o mundo tem elevado a prevaléncia de doencas
cronicas e progressivas, como as cardiovasculares (DCV), que representam a terceira maior
causa de mortalidade global. Visto que existe uma relacdo entre DCV, envelhecimento e
estresse oxidativo, o uso de antioxidantes exdgenos pode se tornar uma abordagem promissora
para prevencdo e tratamento dessas condi¢cdes. O presente estudo objetivou comparar trés
bebidas fermentadas com kefir, preparadas a partir dos substratos de soja, cacau ou yacon,
quanto a sua atividade antioxidante in vitro e no organismo modelo C. elegans. Foram
realizadas andlises de polifendis, flavonoides, microbiologia, atividade antioxidante e
desenvolvimento e mortalidade no organismo modelo. Os resultados foram expressos como
média + EPM e submetidos ao teste t nas analises de comparacao das bebidas ndo fermentadas
com suas respectivas matrizes fermentadas e a anélise de variancia de uma via (ANOVA) nos
experimentos com nematoides. A significancia da diferenca entre as médias foi determinada
por teste post-hoc de Tukey, ajustado para multiplas comparacdes, com significancia aceita
acima de 5%. As bebidas fermentadas de yacon e cacau apresentaram aumento nos teores
polifendis totais, enquanto a de soja exibiu maior concentracdo de flavonoides. Os testes
realizados no C. elegans indicam auséncia de toxicidade em todas as bebidas fermentadas.
Dessa forma, conclui-se que todas as bebidas fermentadas com grédo de kefir realizadas no
presente estudo apresentam oOtima atividade antioxidante, avaliada pelo teste de ABTS, e séo

seguras para consumo, destacando o seu uso como potenciais alimentos funcionais.
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ABSTRACT

The increase in life expectancy worldwide has led to a higher prevalence of chronic and
progressive diseases, such as cardiovascular diseases (CVD), which represent the third leading
cause of global mortality. Considering the relationship between CVD, aging, and oxidative
stress, the use of exogenous antioxidants may become a promising approach for preventing and
treating these conditions. This study aimed to compare three kefir-fermented beverages,
prepared from soybean, cocoa, or yacon substrates, regarding their antioxidant activity in vivo
and in the model organism C. elegans. Analyses of polyphenols, flavonoids, microbiology,
antioxidant activity, and development and mortality in the model organism were conducted.
The results were expressed as mean £ SEM and subjected to the t-test for comparisons between
non-fermented beverages and their respective fermented matrices, as well as one-way analysis
of variance (ANOVA) in the experiments with nematodes. The significance of differences
between means was determined using Tukey's post-hoc test, adjusted for multiple comparisons,
with significance accepted above 5%. Yacon and cocoa fermented beverages showed an
increase in total polyphenols, while the soybean fermented beverage exhibited higher flavonoid
concentrations. Tests performed on C. elegans indicate the absence of toxicity in all fermented
beverages. Thus, it is concluded that all kefir-fermented beverages produced in this study
present excellent antioxidant activity, evaluated by the ABTS test, and are safe for consumption,

highlighting their potential use as functional foods.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os avangos médicos e tecnologicos causaram um aumento na
expectativa de vida global. O processo de envelhecimento é progressivo, complexo e
caracterizado por uma série de mudancas fisiologicas relacionadas a degeneracao celular e
molecular, diminuindo a capacidade do organismo de se adaptar e resistir ao estresse
metabolico. Dessa forma, o estresse oxidativo e a inflamacdo crénica s@o os principais fatores
envolvidos no envelhecimento e no desenvolvimento de doengas cronicas (LEYANE; JERE;
HOURELD, 2022).

Diversos processos que participam do metabolismo celular normal do organismo, como
a digestdo de alimentos, respiracdo e metabolismo de medicacdes, além de fatores genéticos e
ambientais, desencadeiam a formacé&o de radicais livres. Em condi¢gdes normais, esses radicais
sdo neutralizados por mecanismos antioxidantes endogenos, mantendo a homeostasia oxidativa
(LEYANE; JERE; HOURELD, 2022).

Apesar disso, alguns processos como o envelhecimento e inflamacéo podem causar um
aumento na producdo desses radicais, ocasionando um desequilibrio entre a quantidade de
radicais livres produzidos e a capacidade do organismo de neutraliza-los, ocasionando o
estresse oxidativo (EO) (JENA et al., 2023; JIANG et al., 2023).

Nesse contexto, 0 uso de antioxidantes exdgenos pode se tornar uma metodologia viavel
para a prevencéo e tratamento de pacientes que apresentam o desenvolvimento do EO (SHENG
et al., 2023). Dentre os antioxidantes exdgenos, os alimentos funcionais tém ganhado grande
destaque, visto que eles séo alimentos que, quando regularmente consumidos, apresentam um
potencial efeito positivo na salde, além da questdo nutricional (ESSA et al., 2021).

Dentre os alimentos funcionais, pode-se citar os probidticos, que sdo microrganismos
ndo patogénicos que, em determinadas doses, causam beneficios a saude, por regular a
microbiota e participar do metabolismo, dentre os quais se destaca o kefir (CUFAOGLU;
ERDINC, 2023). O kefir € uma bebida fermentada rica em bacteérias e leveduras benéficas que
apresenta efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios e anticancerigenos, sendo que ele pode ser
produzido a base de leite, &gua ou outros substratos, permitindo uma grande diversificacdo nas
bactérias e leveduras presentes (AZIZI et al., 2021).

Entre os diversos substratos que podem ser utilizados, aqueles que naturalmente
apresentam efeitos benéficos a salude sdo considerados bons pontos de partida, dentre eles,
pode-se citar o leite de soja e o leite de cacau, sendo ambos alternativas populares ao leite de
vaca, além de conter quantidades significativas de flavonoides e polifendis, apresentando
atividade antioxidante. Ademais, o suco de yacon também se torna uma opcdo valiosa, devido
a sua alta quantidade de polifenois e fibras, além de atuar como prebidtico (AMOAH et al.,
2022; CHEN et al., 2021; DE SOUZA et al., 2024).

Organismos modelo tém sido amplamente utilizados com o intuito de melhor
compreender 0s mecanismos antioxidantes e a aplicabilidade de produtos de origem natural.
Dentre esses modelos, tem-se o Caenorhabditis elegans, um nematoide amplamente utilizado
em pesquisas relacionadas a antioxidantes e antienvelhecimento, devido ao seu baixo custo,
facil manutencdo e pequeno ciclo de vida. Sua utilizagdo em pesquisas relacionadas a
antioxidantes se da devido a presenca de enzimas e isoenzimas comparaveis aos dos humanos,
além da facil absorcédo de substancias (LIN et al., 2023).

Por tanto, a partir do que foi apresentado, acredita-se que bebidas fermentadas a base de
kefir, tendo a soja, 0 cacau ou 0 yacon como substratos, pode ser capaz de reduzir o EO e,
consequentemente, ser utilizadas no tratamento ou prevencdo de doencgas crbnicas e
progressivas desencadeadas ou estimuladas pelo EO.



2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

As espécies reativas do oxigénio (ERO) sdo radicais livres derivados do oxigénio que
apresentam grande importancia no processo de diferenciacdo e proliferacdo celular, apoptose,
necrose e regulacéo de fatores de transcricdo (JOMOVA et al., 2023).

De acordo com Masenga et al. (2023) as duas principais fontes de ERO intracelular é a
enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidase (NOX) e a mitocéndria.
A mitocondria forma radicais livres durante a fosforilacdo oxidativa, ao reduzir NADH em
NAD™, enquanto 0 NOX, em especial 0 NOX-2, realiza esse processo ao reduzir o oxigénio,
utilizando NADPH como cofator. Apesar de serem processos diferentes, ambos ddo origem ao
anion superdxido (02) (RAJLIC et al., 2023).

Nesse contexto, de modo a manter a homeostasia oxidativa, 0 organismo faz uso de
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos para neutralizar os radicais livres gerados, sendo as
enzimas mais importantes a superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase
(GPX). (BATTY; BENNETT,; YU, 2022; GIANAZZA et al., 2021). Com isso em mente, 0 O
gerado a partir da mitocondria e do NOX é extremamente reativo e instavel, sofrendo
dismutacdo pelas enzimas SOD2, presente na matriz mitocondrial, e SOD1, presente na
intermembrana mitocondrial, dando origem ao peroxido de hidrogénio (H202) (BATTY;
BENNETT; YU, 2022; GIANAZZA et al., 2021).

Apesar do H202 ndo ser reativo o suficiente para causar danos, ele é capaz de atravessar
membranas bioldgicas, interagir com ions de metais de transicdo, e dar origem ao radical
hidroxila (OHe*), sendo esse altamente reativo com lipideos, proteinas, acidos nucleicos e
carboidratos. Dessa forma, a catalase e a GPX convertem o H202 em &gua (H20) e oxigénio
(02), sendo ambos utilizados novamente no processo de respiragdo celular (BATTY;
BENNETT; YU, 2022; GIANAZZA et al., 2021).

Contudo, quando ocorre um desequilibrio entre a formacdo e a neutralizacdo dessas
espécies reativas pelos antioxidantes, da-se origem ao estresse oxidativo (EO) (JOMOVA et
al., 2023).

Dessa forma, o EO é um processo patolégico que pode desencadear danos ao DNA,
aumentar a inflamacéo celular, promover a peroxidacdo de membranas lipidicas e ocasionar a
disfuncdo mitocondrial, estando associado ao desenvolvimento de diversas patologias
neurodegenerativas, cardiovasculares e tumorais. (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW,
2020; KLRAN; OTLU; KARABULUT, 2023).

O estudo de Rajlic et al (2023) corrobora com esses dados, ao identificar que o estresse
oxidativo tem grande relacdo com a patogénese da diabetes mellitus (DM), através da
estimulacgdo de processos apoptoticos que levam a morte das células-p pancreaticas, obstrucao
de fatores de transcricdo envolvidos na expressao de genes relacionados a insulina e reducédo da
neogénese de células-pB. Ademais, 0 aumento da glicose sérica na DM estimula a producéo de
ERO pelas mitocéndrias e por macréfagos, desencadeando danos ao DNA e modificacbes
proteicas e lipidicas, causando o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV).

As DCV sdo a principal causa de morte globalmente, apresentando um desenvolvimento
multifatorial. Apesar disso, 0 EO participa ativamente no seu processo de patogénese, causando
disfuncéo e danos endoteliais, inflamacdo vascular e a geracdo de LDL oxidado nas artérias,
desencadeando a formacédo da aterosclerose, hipertensdo e hipertrofia cardiaca. Ademais, a
disfuncdo mitocondrial gerada pelo aumento de glicose sérica na DM ou pelo EO causado por
outros meios, como 0 NOX, induz a apoptose de cardiomiocitos (COJOCARU et al. 2023).

A partir disso, 0 uso de antioxidantes exdgenos que sejam capazes de reestabelecer a
homeostasia se torna essencial. Os polifenois sd&o um exemplo dessas moléculas, estando



naturalmente presentes em diversas plantas e apresentando uma vasta quantidade de efeitos no
organismo. Contudo, eles sdo principalmente utilizados devido a sua capacidade de neutralizar
radicais livres e regular vias de sinalizagdo antioxidantes (LI et al., 2023; YAN et al., 2023).

Dentre essas vias de sinalizacdo, o fator nuclear eritroide 2-relacionado ao fator 2 (Nrf-
2) € um regulador de sistemas antioxidantes que atua por meio da regulacdo da biossintese,
utilizacdo e regeneracao de mais de 250 enzimas antioxidantes como SOD, catalase e GPX,
além de modular a produ¢do mitocondrial das ERO e da atividade da NADPH. (ALONSO-
PINEIRO et al., 2021; HUANG et al., 2022).

Dessa forma, o estudo de possiveis alimentos ricos em polifendis e outras moléculas
antioxidantes que possam ser administrados a pacientes para prevencdo ou tratamento de
patologias relacionadas ao estresse oxidativo se torna essencial.

2.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Em 1999, os alimentos funcionais foram definidos pelo European Commission on
Functional Food Science in Europe (FU.FO.S.E), como alimentos que, além do seu valor
nutricional, sdo capazes de reduzir o risco de doencas e promover o bem-estar e a melhora da
salde. Atualmente, esses alimentos sdo classificados em alimentos convencionalmente
utilizados, alimentos modificados e prebidticos. Os alimentos convencionalmente utilizados sdo
aqueles que nao sofreram nenhuma modificacdo, como vegetais, peixes e graos, enquanto 0s
alimentos modificados ou fortificados sdo aqueles enriquecidos com calcio, folato, 6mega-3 e
outros micronutrientes de modo a suprir a sua falta (ESSA et al., 2023; GIUFFRE; GIUFFRE,
2024).

A fortificacdo dos alimentos foi implementada de forma obrigatoria em 143 paises,
abrangendo os alimentos mais consumidos por determinadas populagdes. De modo que o
alimento fortificado ofereca seus beneficios, é necessario que o produto final contenha pelo
menos 15% do valor de referéncia de nutrientes (VRN) por 100 g ou 100 ml no caso de produtos
ndo liquidos, ou 7,5% no caso de bebidas (PIMENTA-MARTINS et al., 2024). Entre os
exemplos mais comuns de alimentos fortificados, as formulas infantis, especialmente as
enriquecidas com ferro, apresentaram melhora dos pardmetros sanguineos e até mesmo
contribuicdo na desparasitacdo de criancas infectadas por parasitas (COZER et al., 2024).

Por outro lado, os prebi6ticos sdo alimentos, ingredientes ou substratos ndo-digestiveis
que seletivamente estimulam o crescimento ou atividade de certas bactérias que compdem a
microbiota, melhorando a salde do organismo. Esses prebi6ticos ndo necessariamente devem
ser administrados oralmente, podendo ser administrados diretamente em outros locais
colonizados por bactérias, como o canal vaginal e a pele (BEVILACQUA et al., 2024).

Apesar disso, a maior parte destes prebidticos é utilizado oralmente, com o intuito de
regular a microbiota intestinal, sendo a inulina e a oligofrutose os mais presentes. A
oligofrutose, por exemplo, é fermentada no intestino, dando origem a acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), acido butirico, acido acético e acido propidnico, sendo esses, produtos de
fermentacdo que apresentam diversos efeitos na salde, como melhora cognitiva,
imunomodulagéo, reducdo dos niveis séricos de lipideos, aumento de biodisponibilidade
mineral e atividade antioxidante (BEVILACQUA et al., 2024; ESSA et al., 2023).

Baker et al. (2022) concluem em seus estudos que o interesse do publico quanto a
insercdo de alimentos funcionais na dieta e a demanda por esses alimentos tem aumentado
significativamente. Existem diversos fatores que influenciam severamente nessa aceitagéo,
estando ndo somente relacionadas ao produto, mas também nas caracteristicas psicolégicas,
fisicas, socio-demograficas e comportamentais do comprador.

Outra classe de alimentos funcionais que tem ganhado atengdo sdo os probidticos,
microrganismos ndo-patogénicos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,



conferem beneficios a salide. Dentre esses microrganismos, os Lactobacillus e Bifidobacterium
sdo 0s mais utilizados, podendo ser incorporados em alimentos, como o kimchi, ou em bebidas,
como o kefir, sendo o consumo de, aproxidamente, 10° unidades formadoras de col6nia
(UFC)/dia necessario para que haja os seus efeitos. Diversos estudos ja comprovaram os efeitos
beneficos da incorporacdo de probidticos na dieta, como prevencdo de bactérias patogénicas,
modulacédo da microbiota intestinal, aumento da biodisponibilidade de micro e macronutrientes,
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e anticancerigena (FIJAN, 2023; LATIF et al., 2023,;
ROE et al., 2022).

2.3 KEFIR

O kefir € uma bebida fermentada e naturalmente gaseificada, com pH acido (cerca de
4,5) e baixo teor alcodlico. Ela € produzida através da fermentacdo de diferentes substratos
utilizando uma matriz conhecida popularmente como “grao de kefir”, que ¢ composta por uma
combinacdo de bactérias e leveduras. Os substratos para a producdo do kefir podem ser leite
animal, &gua e acucar, agua de coco, suco de roma, suco de uva, entre outros, podendo ser uma
alternativa viavel para pessoas que apresentam intolerancia a lactose (DE SOUZA et al., 2024).

Os grdos de kefir (Figura 3) sdo pequenos e de formato irregular, apresentando
composicdo microbioldgica variada, sendo essa variagdo ocasionada por diversos fatores, como
o0 tipo de substrato e as condi¢des de fermentacdo. Contudo, 0s principais microrganismos
presentes sdo leveduras, bactérias do acido acético (BAA) e bactérias acido-lacticas (BAL),
tendo Lactobacillus sp, Lactococcus sp., Leuconostoc sp e Acetobacter sp como principais
representantes. Ja as espécies de leveduras mais encontradas sao o Saccharomyces sp., Candida
kefyr e Kluyveromyces sp (SALEEM et al., 2023; SOUZA et al., 2024).

Milk Kefir Vs Water Kefir

Figura 3: Comparacdo entre o kefir de leite e de 4&gua (SALEEM et al., 2023)

O processo de fermentacdo do kefir é ocasionado pelas BAL, por meio da
homofermentacéo, que converte glicose em acido lactico, e da heterofermentacao, que produz
acido aceético, &cido lactico, etanol e didxido de carbono. Por outro lado, as leveduras convertem
glicose em etanol e dioxido de carbono, enquanto as BAA oxidam o etanol gerado, tanto pelas
BAL quanto pelas leveduras, por meio da fermentacdo acética, resultando em &cido acético
(GIUFFRE; GIUFFRE, 2024).

Dessa forma, o kefir é capaz de prevenir o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos no substrato em que sdo fermentados, devido ao pH acido da solucéo e a producao
de peptideos antimicrobianos e acidos organicos. Essa capacidade antimicrobiana também esta



presente in vivo, onde o kefir é capaz de prevenir a aderéncia de bactérias patogénicas no
intestino ao competir pelos sitios de ligacdo, estimular a imunomodulacdo e promover a
integridade da mucosa intestinal (LATIF et al., 2023; SALEEM et al., 2023;).

Diversos estudos ja elucidaram os efeitos benéficos do kefir, principalmente os
relacionados a fatores de risco cardiovascular, como a redugdo hepética e sérica de TGR,
colesterol total e LDL, além de reduzir a expressdo de genes relacionados a adipogénese,
lipogénese e citocinas pro-inflamatorias. A reducdo de outros pardmetros, como os relacionados
a diabetes mellitus e a hipertensao também foram demonstrados, sendo essa diminuicéo causada
pela reducdo da glicose sérica, da relacdo TNF-o/IL-10, da resisténcia a insulina e da hipertrofia
cardiaca, tornando o kefir um alimento funcional com vastas aplicacbes (APALOWO et al.,
2024; CULPEPPER, 2022; EGEA et al., 2022).

Nesse contexto, o kefir é capaz de restringir ou até mesmo prevenir o desenvolvimento
da placa aterosclerotica, por meio da sua capacidade de reduzir certos parametros indutores,
como LDL, moléculas de adesdo (ICAM-1 e VCAM-1) e citocinas pro-inflamatérias, como IL-
8, TNF- a e IL-17a (APALOWO et al., 2024; HIJOVA, 2023). Ademais, o kefir apresenta uma
marcante atividade antioxidante, atuando direta ou indiretamente na neutralizacdo de EROs.
Essa atividade apresenta varias origens, incluindo o substrato fermentado (como sucos, leites,
frutas), o exopolissacarideo da matriz do kefir, os produtos gerados pela fermentacdo e as
alteracOes na atividade enzimatica do organismo, seja por regulacdo ou estimulacdo de enzimas
antioxidantes (COUTO et al., 2023; EGEA et al., 2022; GENTRY; CAZON; O’BRIEN, 2023;
SEO et al., 2022).

O kefiran € um exopolissacarideo hidrossoltvel e ramificado composto por quantidades
iguais de galactose e glicose, sendo um dos componentes primarios dos gréos de kefir. Ele é
secretado por BAL do género Lactobacillus, em especial Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum, Lactobacillus parakefir e Lactobacillus kefir.
Estruturalmente, o kefiran atua como uma forma de protecdo aos grdos, sendo também
responsavel por conferir a textura caracteristica ao produto fermentado. Diversas pesquisas
apontam que esse exopolissacarideo apresenta efeitos na salde, como imunomodulador,
antioxidante, redutor de pressdo arterial e anti-inflamatério (COUTO et al., 2023;
CULPEPPER, 2022; GENTRY; CAZON; O’BRIEN, 2023; LIAO et al., 2023).

Atualmente, muitos estudos estdo se direcionando a matrizes vegetais, sendo essas de
grande importancia devido a crescente necessidade de alimentos veganos, seja por questdes
pessoais ou devido a intolerancias. Um desses substratos é a soja, pelo qual o kefir é capaz
hidrolisar suas proteinas em aminoacidos, pequenos peptideos e analogos de peptideos
bioativos, enquanto as saponinas e os flavonoides glicosilados sdo hidrolisados em suas
respectivas agliconas, garantindo um alto teor antioxidante e alta capacidade de inibir a enzima
conversora de angiotensina-1 (ECA), tendo como um dos seus efeitos a reducdo da pressao
sanguinea e o melhor controle de crises hipertensivas (AZl et al., 2021).

Assim, o estudo aprofundado de outros substratos, principalmente os de origem vegetal,
com o intuito de potencializar os seus efeitos antioxidantes, anticancerigenos, anti-
hipertensivos ou antilipémicos, ¢ uma abordagem essencial de ser realizada, de modo a
descobrir novos substratos e efeitos resultantes da fermentacao.

2.4 SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merrill] ¢ uma planta herbacea da familia Fabaceae, originaria
da Asia, especificamente da China. Sua introduc&o no Brasil ocorreu no ano de 1901, quando
comegaram os cultivos na Estagdo Agropecuaria de Campinas e a distribuigdo de sementes para
os agricultores paulistas, com sua expansao nos anos 1970, quando a industria de 6leo comeca



a ser expandida e devido ao aumento da demanda internacional. Posterior a 2005, foi
regulamentada definitivamente o plantio e comercializacdo de espécies transgénicas no Brasil,
aumentando ainda mais sua producédo (APROSOJA BRASIL, 2023; EMBRAPA, 2021).

De acordo com os levantamentos da safra 2023/2024, realizados pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), foram produzidos 395.91 milhGes de
toneladas de soja no mundo. Desse total, 147.35 milhdes de toneladas (cerca de 37,21%) foram
produzidos pelo Brasil, enquanto 113.34 milhdes de toneladas (cerca de 28,62%) foram
produzidos pelos Estados Unidos. Ademais, conforme dados disponibilizados pelo Ministério
da Economia, em 2023, o Brasil produziu 209.363 milhdes de toneladas de soja, sendo 126.677
milhdes de toneladas exportadas, gerando uma receita de $67.914 milhdes, comprovando a
importancia deste grdo para a economia brasileira.

A soja apresenta diversos macro e micronutrientes, como proteinas, fibras, gorduras,
carboidratos simples, potéssio, sodio, calcio, ferro, magnésio e isoflavonas. Dentre 0s seus
componentes, as proteinas presentes na soja sao de extrema importancia, principalmente devido
ao seu escore de aminoacidos corrigido pela digestibilidade da proteina (PDCAAS) de 1.0,
indicando ser proxima de proteinas de origem animal, além de conter uma grande gama de
aminoacidos essenciais (DAVY; VUONG, 2022; QIN; WANG; LUO, 2022).

Contudo, diversos estudos se voltam para a analise da isoflavona presente na soja. A
isoflavona é um flavonoide produzido principalmente pelas plantas da familia Fabaceae que
apresenta diversas propriedades no organismo, como antioxidante, antienvelhecimento, anti-
inflamatoéria, antibactericida e anticancerigena (CHEN et al., 2021; PRADO et al., 2022).

Apesar disso, os potenciais efeitos da isoflavona sdo dependentes, em grande parte, da
forma bioativa em que ela foi transformada por meio da microbiota intestinal. De acordo com
um estudo realizado por Langa et al. (2023), algumas espécies de lactobacilos sdo capazes de
transformar as formas metiladas e glicosiladas das isoflavonas em agliconas, que apresentam
maior biodisponibilidade, sendo que essas agliconas podem ser transformadas em compostos
com uma atividade biologica ainda maior, como a o-desmetilangolensina (O-DMA),
dihidrogenisteina (DHG) e a dihidrodaidzeina (DHD).

Dessa forma, o processo de fermentacdo estd associado ao metabolismo e
biotransformacdo de componentes presentes na soja. Prado et al. (2022) concluem em seu
estudo que as agliconas genisteina e daidzeina, estdo presentes em maior quantidade posterior
a fermentacdo, sendo ambas responsaveis por efeitos antioxidantes.

Em modelos animais, um estudo demonstrou que o leite de soja fermentado com kefir,
quando utilizado por ratos wistar p6s treino aerébico, foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica
e a formacdo de produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP) e aumentar a atividade de
SOD, indicando redugdo do estresse oxidativo gerado pelo musculo esquelético durante
treinamento, sendo também responsavel pela reducdo da fadiga apresentada pelos ratos
(GOMES et al., 2021).

Azizi et al. (2021) ao administrarem uma bebida fermentada de leite de soja a ratos
submetidos a uma dieta hipercalérica, identificaram inibicdo da atividade das enzimas a-
amilase intestinal e pancreatica em 26 e 31%, respectivamente, reduzindo a glicose sérica em
36%, demonstrando o seu potencial uso na diabetes mellitus ou na hiperglicemia.

Ademais, estudos indicam que a genisteina (Figura 4) produzida posterior a fermentacao
da soja reduz significativamente os niveis séricos de TGR, LDL e pressao sistdlica, sendo que
a administracdo por mais de 6 meses apresenta um maior efeito na reducdo do colesterol e da
pressdo sistolica e diastolica (AMERIZADEH et al., 2024). A genisteina também é capaz de
aumentar o substrato do receptor de insulina (IRS) 1, a quinase N-terminal c-JUN e o
transportador de glicose (GLUT), além de estimular a SOD, reduzir danos mitocondriais e
peroxidacao lipidica, influenciando positivamente na reducéo dos fatores de risco relacionados
a DCV (DWIVEDI et al., 2024).



Por outro lado, a daidzeina, também produzida posterior a fermentagdo, estimula os
IRS1 e GLUT4 nos adipdcitos, aumentando a absorcdo de glicose em resposta a insulina
(DWIVEDI et al., 2024).
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Figura 4: Influéncia dos bioativos de produtos de soja fermentados nas DCV (DWIVEDI et al., 2024)

2.5 BATATA YACON

A batata yacon (Figura 5) (Smallanthus sonchifolius) é uma planta perene da familia
Asteraceae, originaria da Cordilheira dos Andes. Diferentemente de outros tubérculos, a yacon
armazena os carboidratos na forma de frutooligossacarideos (FOS) e inulina, sendo ambos
polissacarideos ndo-digeridos pelo organismo, atuando como fibras e, com maior importancia,
como prebioticos, além de ser rica em polifenadis, fitoalexinas e acidos fenolicos, apresentando
atividade antioxidante (ELSHAGHABEE; ROKANA, 2022; MARQUES et al., 2024).

N e 5 e AN
Figura 5: Batata yacon (CABI, 2022)

Os prebidticos sdo carboidratos ndo-digestiveis que atuam como substrato para as
bactérias presentes no intestino, estimulando seu crescimento ou metabolismo. Dessa forma, 0s
prebioticos presentes na yacon apresentam diversos efeitos fisiologicos, como a melhora da
absorcdo de minerais, diminuicdo do colesterol, TGR e fosfolipideos, estimulo do sistema
imune e reducéo do risco de DCV (SALES et al., 2023; YOU et al., 2022).

You et al. (2022) identificam em seu estudo que o uso de prebidticos associado a
probidticos é uma estratégia que pode aumentar a efetividade do probidtico ao aumentar o
numero de bactérias presentes. Ademais, o grau de polimerizacdo e dosagem do prebidtico esta
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fortemente relacionado com a atividade do probi6tico, sendo observado um aumento maior no
numero de Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. no grupo que utilizou FOS quando
comparado ao grupo que utilizou inulina. Contudo, a atividade e efeitos da inulina estdo
fortemente relacionados ao seu grau de polimerizacao (GP), sendo a inulina de baixo GP mais
eficaz do que a de alto GP.

Nesse contexto, Li e colaboradores (2024), ao utilizar camundongos submetidos a uma
dieta rica em gorduras, concluiram que a inulina foi capaz de reduzir os niveis séricos de
lipideos, incluindo colesterol, TGR e LDL, por meio da reducao da sintese de lipideos, reducéo
da absorcéo intestinal e melhora da microbiota. Ademais, a inulina foi capaz de reverter o
declinio da L-arginina, sendo ela substrato e precursora na sintese de oxido nitrico e, por reduzir
a expressdo de endotelina-1, atua como antioxidante e regula a permeabilidade endotelial,
apresentando atividade antiaterosclerdtica.

Em relacdo aos FOS, Nobre et al. (2021) concluiram que esses prebioticos estdo
relacionados a diversos beneficios como a reducdo do risco de osteoporose, cancer e DCV,
estimulo do sistema imune, melhor resposta a crises alérgicas e diminui¢do dos sintomas
relacionados a doenca de Crohn e a sindrome do intestino irritdvel. O estudo de Gomes et al.
(2023), que administrou uma bebida fermentada de yacon em ratos, indica que a yacon, sendo
uma fonte de FOS, € beneficial no tratamento da obesidade, ao reduzir a ingesta de alimentos,
ganho de peso e adiposidade. Ademais, a fermentagcdo do FOS pela microbiota esta associada
a uma maior biodisponibilidade de minerais no intestino, especialmente do Ca?*, por meio da
reducdo do pH intraluminal e do efeito osmotico da inulina.

Dessa forma, a yacon se torna um possivel substrato para a fermentacdo. Peng e
colaboradores (2022), ao fermentar o xarope de yacon com Lactiplantibacillus plantarum,
concluiram que o processo de fermentacdo aumenta a atividade antioxidante e, possivelmente,
garante a capacidade de inibir a a-amilase e a a-glicosidase, estando essa inibicéo relacionada
ao 4-hexioloxifenol formado pds-fermentacdo. Tanto a a-amilase quanto a a-glicosidase estao
relacionadas ao processo de metabolismo dos carboidratos, sendo responsaveis pela hidrolise
do amido e da glicose, respectivamente, sendo os inibidores dessas enzimas usados de modo a
modular a hiperglicemia p6s-prandial (CISNEROS-YUPANQUII et al., 2023).

Cruz et al. (2021) ao administrar uma bebida probiotica utilizando o yacon como
substrato, concluiram que a fermentacdo do FOS e da inulina presente na batata libera
metabolitos, como o butirato e acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que estimulam a
proliferacdo de células saudaveis. Além disso, esse mesmo estudo demonstra que houve
reducdo de TNF, aumento de IL-2 e IL-4, reducédo da permeabilidade intestinal e do estrese
oxidativo, sendo esses efeitos atribuidos a presenca de flavonoides, compostos fendlicos,
AGCC produzidos p6s fermentacéo e da atividade do probiético no organismo.

2.6 CACAU

O cacaueiro (Figura 6) (Theobroma cacao) é uma arvore de pequeno porte da familia
Malvaceae, nativa das florestas tropicais das Américas Central e do Sul, que tem o cacau como
fruto. No Brasil, o cultivo ocorre nas regides Norte e Nordeste, lentamente se expandindo para
as regides Sudeste e Centro Oeste, sendo 95% da producdo nacional realizada na Bahia e no
Para (BRASIL, 2024; UFRJ, 2024).

Economicamente, o cacau apresenta grande importancia ao Brasil, ocupando, em 2020,
a posicédo de 6° maior produtor mundial. Em 2022, o Brasil exportou 84 mil toneladas de cacau,
sendo 36 mil toneladas de chocolate e 48 mil toneladas de derivados do cacau, arrecadando
$340 milhdes de dolares. Por outro lado, em 2023, o Brasil produziu 296.145 mil toneladas de
cacau, com um valor de produgdo de R$ 4.63 bilhGes, novamente demonstrando a sua
importancia na economia nacional (BRASIL, 2022; IBGE; 2023).
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Figura 6: Arvore, fruto e flor do cacaueiro (

O cacau, ao longo da histéria, foi utilizado como alimento, bebida sagrada e moeda de
troca, apresentando grande importancia para 0os povos amazoénicos, de onde é originario. Apesar
disso, atualmente a maior parte do cacau € utilizado na producdo de chocolate, com fins
econdmicos. Contudo, desde as Grandes Navegacdes, esse fruto ja era estudado quanto as suas
propriedades medicinais, tendo sua primeira mencao realizada na Memoria | sobre o cacao, de
Roseier, que cita o uso do 6leo ou manteiga de cacau no tratamento de hemorroidas e no uso
dermatoldgico (FREITAS; PIRANI; COLLI-SILVA, 2023; MOISES, 2023).

Com isto em mente, diversos estudos atualmente se voltam para as aplicacfes
medicinais do fruto, principalmente aquelas relacionadas aos antioxidantes e
antienvelhecimento. Dos constituintes presentes nos graos de cacau, cerca de 12 a 18% séo
compostos por polifendis, especialmente flavonoides, sendo predominantemente representados
pela epicatequina. Apesar disso, outros fitocompostos também foram detectados nesses graos,
como a teobromina, catequina, &cido cafeico e derivados da epicatequina (RAMOS-
ESCUDERO et al., 2021).

Destes, a teobromina é uma metilxantina presente em alguns outros frutos, como o
guarand e a noz-de-cola, com o cacau apresentando cerca de 3.3% desse alcaloide, estando em
maior quantidade na pasta torrada e moida. Diversos estudos apontam que a teobromina atua
como um antagonista ndo-seletivo dos receptores de adenosina, sendo esses receptores
relacionados a patogenesia de diversas doencas, incluindo a diabetes mellitus tipo Il, DCV e
condicBes neuroldgicas. Ademais, ela também atua como inibidor da enzima poli (ADP-ribose)
polimerase-1 (PARP-1), podendo essa propriedade estar relacionada com a acao
imunomoduladora da teobromina, visto que ela apresenta atividade anti-inflamatéria em
diversos tipos celulares, como macrofagos e condrocitos (ZHANG et al., 2024).

Em relacdo a epicatequina (Figura 7), muitos estudos indicam que parte dos beneficios
gerados pela ingestdo do cacau e do chocolate estdo relacionados as suas atividades. A partir de
estudos clinicos, a administracdo oral de epicatequina esta associada a reducdo de fatores de
risco para DCV, como a reducdo de TGR em pacientes que apresentam hipertrigliceridemia e
a reducdo da hiperglicemia pos-prandial em pacientes obesos (HID et al., 2022, QU et al.,
2022).

O estudo de Dicks et al. (2022) corrobora com os estudos previamente citados. De
acordo com o seu estudo, a epicatequina reduz a inflamagéo e o EO presente nos tecidos e
aumenta a secre¢d@o de insulina e incretinas, atuando no controle da hiperglicemia. Ademais,
ela modula a expresséo de fatores de transcrigdo relacionados a sintese de TGR e colesterol, e
ativa a proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), aumentando as taxas de
B-oxidacéo, estimulando o catabolismo de lipideos e glicose (HID et al., 2022).
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Figura 7: Principais efeitos fisiologicos gerados pela epicatequina (QU et al., 2022)
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Para o preparo das bebidas fermentadas, os gréos de kefir utilizados foram gentilmente
cedidos pela professora Célia L. L. F. Ferreira da Universidade Federal de Vigosa — UFV, a
soja e a batata yacon foram adquiridos in natura em estabelecimentos comerciais da Grande
Vitoria e as sementes de cacau secas e torradas foram fornecidas pela INCAPER-ES.

3.2 PREPARO DAS BEBIDAS FERMENTADAS

As bebidas fermentadas de soja, yacon e cacau foram feitas de acordo com o0s
delineamentos experimentais de Box-Behnken de Heringer (2020), Moraes (2020) e Kalil
(2021), respectivamente.

3.2.1 Soja

A bebida fermentada de soja foi preparada utilizando o grédo de soja inteiro, seco e
maduro. Um quilograma desses grdos foi encharcado em &agua destilada e mantido em
temperatura ambiente por 8h, havendo troca da agua a cada 2h.

Para o preparo da bebida fermentada, utilizou-se uma concentracdo de 20% de leite de
soja e 6% de grédos de kefir. A fermentacéo foi realizada por 24h a 25°C em incubadora BOD
(Biochemical Oxygen Demand, TECNAL TE-391, SP, Brasil), definido a partir de testes
preliminares. Em seguida, os grdos foram retirados e o filtrado resultante foi refrigerado
(aproximadamente 5°C) por mais 24h.

3.2.2 Batata yacon

Inicialmente, as batatas foram lavadas, descascadas e cortadas em fatias de
aproximadamente 0.5 cm, com a posterior adi¢do de acido citrico 0.1% (p/p) em relacdo ao
conteddo de yacon, para prevenir a oxidacdo e consequente escurecimento (VASCONCELOS
et al., 2015). Em seguida, as fatias foram trituradas em um processador (Britania, Diamante
800, SC, BR) até a formacdo de um suco homogéneo.

Para o preparo da bebida fermentada, utilizou-se uma concentracéo de 82.7% de suco
de yacon e 2% de gréaos de kefir. A fermentacdo foi realizada por 24h a 35°C em incubadora
BOD (Biochemical Oxygen Demand, TECNAL TE-391, SP, Brasil), definido a partir de testes
preliminares. Em seguida, os grdos foram retirados e o filtrado resultante foi refrigerado
(aproximadamente 5°C) por mais 24h.

3.2.3 Cacau

As sementes de cacau previamente trituradas em um processador de alimentos (Britania,
Diamante 800, SC, BR), foram pesadas e adicionadas ao Vegan Milk Machine (Polishop, SC,
Brasil), junto de 1 litro de agua destilada, sendo trituradas sob aquecimento por 30 min.
Posteriormente, o leite de cacau resultante foi filtrado.

Para o preparo da bebida fermentada, utilizou-se uma concentracéo de 16% de leite de
cacau e 5% de grdos de kefir. A fermentagéo foi realizada por 24h a 30°C em incubadora BOD
(Biochemical Oxygen Demand, TECNAL TE-391, SP, Brasil). Em seguida, os graos foram
retirados e o filtrado resultante foi refrigerado (aproximadamente 10°C) por mais 24h.
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34 CARACTERIZAC}AO DA BEBIBA FERMENTADA EM CADA MATRIZ
3.4.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de cada uma das bebidas foi determinada por meio do método
ABTS, de acordo com Re et al. (1999) modificado. Primeiramente, a solucdo de ABTS (Sigma-
Aldrich, EUA) foi dissolvida em &gua até a concentracdo de 7 mM, seguida pela reacdo dessa
solugdo com persulfato de potassio 2,45 nM. Essa reacdo deu como resultado, a solucdo de
ABTS+, que foi mantida no escuro, em temperatura ambiente por 12 a 16 horas, de modo a
formar os radicais ABTS. Posterior a esse periodo, a solugédo foi armazenada em geladeira, na
temperatura de 2 a 8°C. Para a realiza¢do das analises, a solu¢do foi mantida em temperatura
ambiente ¢ posteriormente diluida (1250 ul de solugdo-mée em 50 ml de etanol:agua 50%) até
atingir um valor de absorbancia de 1,0 £ 0,02 a 734 (Leitor de Microplaca Filter Max F3/F5
Multimodo). Uma curva padrao foi elaborada para cada bebida, sendo elas diluidas com agua
deionizada, em 5 ou mais concentragdes decrescentes que variavam de 45 a 0.5% (v/v) da
amostra original.

Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 270 uL de solucédo diluida de ABTS e 30
uL de cada amostra e, ap6s 6 minutos de repouso no escuro, foi realizada a leitura a 734 nm em
espectrofotdmetro leitor de microplacas, usando etanol como branco (Leitor de Microplaca
Filter Max F3/F5 Multimodo).

As curvas foram consideradas aceitaveis quando R? > 0.98. Os resultados foram
expressos em ICso e calculados a partir de uma curva de calibragdo na faixa linear, plotando a
concentracdo final da bebida versus o indice de reducdo correspondente. O IR foi calculado
para determinar o indice de reducédo dos radicais, a partir da seguinte formula: IR (%) = [(AbsB
- AbsT) / AbsB] x 100, onde AbsB se refere a absorbancia do branco e AbsT se refere a
absorbancia do teste (GUIDONI et al., 2019).

3.4.2 Determinagéo do pH

A determinacéo do pH foi realizada por meio de pHmetro digital (KASVI, K39-1014B).
O eletrodo foi imerso diretamente na amostra, com a leitura sendo realizada apés a estabilizacao
do valor (BRASIL, 2019).

3.4.3 Determinacao de compostos fendlicos totais

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi feita por meio do reagente de Folin-
Ciocalteu, segundo Karou et al. (2005). Inicialmente, os extratos de polifendis foram
preparados de acordo com Vinson et al. (2001). As amostras foram misturadas com a solugédo
extratora, sendo essa formada por metanol (Neon, SP, Brasil) a 50% e &cido cloridrico (Neon,
SP, Brasil) a 1.2 M, e entdo incubadas em banho-maria a 90°C por 3h. Em seguida, metanol
puro (Neon, SP, Brasil) foi adicionado as amostras, sendo subsequentemente centrifugadas a
41939 (5000 rpm) por 5 minutos (Revan, 14000A, SP, Brasil).

Posteriormente, foi feita a adi¢do da solucdo de Folin (1:1) ao extrato. Apds 5 minutos
de reagdo, uma solugéo de carbonato de sodio (Dinédmica, SP, Brazil) 20% foi adicionada e o
volume completado com agua deionizada. A solucdo foi deixada em repouso por 30 minutos e
entdo foi feita a leitura da absorbancia em 750 nm (SpectraMax 190 Microplate Reader,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA). O total de polifendis foi determinado a partir da curva
padréo de acido galico (Sigma-Aldrich, EUA), com concentracGes variando de 3.0 a 40.0 pg/ml,
sendo os resultados expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por ml de amostra.
3.4.4 Teor de flavonoides totais
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O teor de flavonoides totais foi realizado de acordo com Yang, Martinson e Liu (2009),
com modificagdes propostas por Fawole, Opara e Theron (2012). Inicialmente, 250 uL das
amostras foram misturadas com 75 pL de solucdo de nitrito de sdédio 5% (Dindmica, SP, Brasil),
150 uL de cloreto de aluminio 10% (Dindmica, SP, Brasil), 500 uL de hidroxido de sédio
(Neon, SP, Brasil) (1 mol/L) e 775 uL de agua destilada. A absorbancia foi medida a 510 nm
(Leitor de Microplaca Filter Max F3/F5 Multimodo). A curva padréo de quercetina foi tracada
a partir da plotagem das absorbancias geradas pela quercetina (Sigma-Aldrich, EUA), em 5
concentragdes variando de 0.25 a 5.0 mg/ml. O total de flavonoides foi calculado ajustando a
curva padrao com um equacao linear (parametros de ajuste: y = 0,0281x + 0,0317, R2=0,9985).
Os resultados foram expressos em equivalentes de quercetina (Eq Q) por ml de amostra.

3.4.5 Anédlise microbioldgica

A anélise microbioldgica foi inicialmente feita pela diluicdo das amostras em solucéo
salina. Posterior a isso, as amostras foram adicionadas a placas com seus respectivos meios de
cultura, Man, Rogosa e Sharpe Agar (MRS) para Lactobacillus sp.; Plate Count Agar (PCA)
para bactérias totais; Sabouraud Dextrose Agar (SDA) para a contagem de leveduras. O meio
MRS foi incubado a 37°C por 24 a 72h, enquanto os meios PCA e SDA foram incubados
aerobicamente a 37°C por 48 horas. Apds o periodo de incubacdo, as placas com 30 a 300
colonias para PCA e 15 a 150 coldnias para MRS e SDA foram contadas e os resultados
expressos em unidades formadoras de colénia por ml de amostra (UFC/ml) (DEMIR, 2020;
LEITE et al., 2013).

3.4.6 Avaliacdo da toxicidade in vivo utilizando o organismo modelo Caenorhabditis
elegans

3.4.6.1 Manutengdo e sincronizagao

Os ensaios in vivo foram realizados em cepas de Caenorhabditis elegans N2 (selvagem),
cedidas pelo Laboratério de Toxicologia (LATOX), Departamento de Analises, Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil.

A manutencdo dos nematoides foi feita em placas de meio de crescimento para
nematoides (NGM), inoculadas com Escherichia coli OP50 e incubadas a 20°C (BRENNER,
1974). A sincronizacao, realizada com o intuito de uniformizar todos os nematoides no estagio
L1, foi feita por meio do isolamento dos ovos de vermes gravidos (RANGSINTH et al., 2019).
Para isso, 0s nematoides foram transferidos para falcons, aos quais foram adicionados a solucéao
de lise, composta por 1% NaOCI (Neon, SP, Brasil) e 0,25 M NaOH (Neon, SP, Brasil). Os
tubos foram agitados vigorosamente e manualmente e, em seguida, centrifugados.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com &gua estéril, sendo
novamente centrifugado, esse processo foi repetido uma série de vezes, com o intuito de
concentrar os vermes. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os ovos sedimentados foram
ressuspensos com solucéo tampédo M9, sendo essa composta por 0,02 M KH2PO4, 0,04 M Na2
HPO4, 0,08 M NaCl e 0,001 M MgSO4 (Neon, SP, Brasil) e colocados em placas contendo o
meio NGM inoculado previamente com E. coli OP50, sendo levados para incubagéo durante
16 horas para eclosdo dos ovos (AUGUSTI et al., 2017; CHARAO et al., 2015; RANGSINTH
etal., 2019).
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3.4.6.2 Tratamento

Os vermes previamente sincronizados, em estdgio L1, foram expostos as bebidas
fermentadas (KPS, KY e CK, respectivamente) e ndo fermentadas (PS, Y e CC,
respectivamente) de soja, yacon e cacau por agitacdo constante por 30 minutos a 20°C. Os
vermes tratados com solucdo tampéo M9 e tampédo M9 mais 50ul de levamizol 2,25% foram
usados como controles negativo (CN) e controle positivo (CP), respectivamente. Pds-
exposicao, os nematoides foram lavados 3 vezes com tampédo M9 para remover o0s tratamentos
e, em seguida, transferidos para placas NGM previamente inoculadas com E. coli OP50, sendo
esses vermes usados nas analises de mortalidade e desenvolvimento (AUGUSTI et al., 2017).

3.4.6.3 Mortalidade e desenvolvimento

De modo a realizar a anélise de mortalidade, as placas, previamente tratadas, foram
mantidas em uma incubadora B.O.D (Biochemical Oxygen Demand, TECNAL TE-391, SP,
Brasil) por 24 horas a 20°C. Posterior ao periodo de incubacdo, os nematoides sobreviventes,
presentes nas placas, foram contados (AUGUSTI et al., 2017; CHARAO et al., 2015), por meio
de um microscopio o6tico (LEICA DM 500).

Por outro lado, a anélise de desenvolvimento foi realizada 48h posterior ao tratamento,
por meio da medida da area corporal (um?) dos nematoides adultos em microscopico (LEICA
DM 500). As placas contendo os vermes pos-tratamento foram lavadas com agua autoclavada,
sequido por transferéncia desses para eppendorfs, que foram mantidos em repouso de modo a
decantar os vermes. Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado. Esse processo foi
repetido até a obtencdo de uma solucdo limpida. Posteriormente, 15 ul da solu¢do com os
nematoides foram depositados sobre uma lamina coberta por agarose e adicionados 30 pl de
Levamisol 2,25%, de modo a “imobilizar” os vermes. Esses foram fotografados, com o intuito
de medir o contorno corporal dos mesmos (10 medi¢Ges em cada placa), realizado por meio do
software AxioVision versdo 4.8.2 (AUGUST I et al., 2017; CHARAO et al., 2015)

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar os parametros in vitro utilizados na caracterizagcdo das bebidas, foi
realizado o teste t ao nivel de 5% de probabilidade. Em relacdo a analise de toxicidade por meio
do C. elegans, os dados foram submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), ajustado
para multiplas comparacgdes, e para resultados significativos (p<0,05) as médias foram
comparadas pelo teste post-hoc de Tukey, na mesma probabilidade. A analise dos dados foi
realizada pelo software SAS (Sistema de Andlise Estatistica - SAS Institute Inc., North
Carolina, EUA 1989) verséo online. Os resultados foram expressos como média, mais ou menos
0 erro padrdo da média (E.P.M) com significancia aceita acima de 5% (p<0,05).



17

4. RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
No presente estudo, foi verificada diferenca estatistica (p<0,05) na atividade

antioxidante de todas as bebidas fermentadas quando comparadas as suas respectivas bebidas
nédo fermentadas, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1: Valores do ensaio antioxidante ABTS obtidos por cada bebida pré e pés fermentacdo.

Bebida ABTS (1Cs09%)
PS 8,50 £ 0,45
KPS 6,24 + 0,99*
Y 250+0.12
KY 1.88 £ 0.10*
CC 25,31 +2.10
CK 876 £1.74*

Os dados estfio expressos como média + E.P.M. ABTS: Acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico);
KPS: Bebida fermentada de soja; PS: Bebida ndo-fermentada de soja; KY: Bebida fermentada de yacon; Y: Bebida
ndo-fermentada de yacon; CK: Bebida fermentada de cacau; CC: Bebida ndo-fermentada de cacau. ICso:
concentragdo em que 50% dos radicais livres foram reduzidos. *Os valores foram considerados significantes para
p<0,05

4.2 POLIFENOIS TOTAIS, FLAVONOIDES E PH

Os resultados referentes a quantificacdo de polifendis totais, flavonoides e da medicéo
do pH das bebidas fermentadas e ndo fermentadas estéo presentes na tabela 2.

Tabela 2: Valores de pH, polifendis (Eq acido galico/ml) e flavonoides (Eq quercetina/ml) apresentados pre e pos
fermentacdo

Bebida pH Polifendis Flavonoides
PS 6,64 £ 0,06 14.65 + 0.64 2.36 +0.31
KPS 4,59 £+ 0,04* 13.94 £ 0.49 8.69 + 0.29*
Y 4.58 +0.09 27.30 £ 2.77 3.22+0.90
KY 415+0.17* 47.41 + 1.69* 4.05 +0.68
cC 5,91+ 0,02 4,41 +0,18 1,79+£0,23
CK 3,96 £ 0,04* 5,51 +0,23* 1,72+0,01

KPS: Bebida fermentada de soja; PS: Bebida ndo-fermentada de soja; KY: Bebida fermentada de yacon; Y: Bebida
ndo-fermentada de yacon; CK: Bebida fermentada de cacau; CC: Bebida ndo-fermentada de cacau. Os dados estdo
expressos como média £ E.P.M. *Os valores foram considerados significantes para p<0,05

Em relacdo aos polifendis, apenas a bebida fermentada de soja ndo diferencou
estatisticamente (p>0,05) da sua respectiva bebida ndo fermentada. Por outro lado, tanto a
bebida fermentada de cacau quando a de yacon ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05)
quanto a quantidade de flavonoides.

4.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

Na tabela 3 estdo apresentadas as contagens microbioldgicas das bebidas fermentadas
(KPS, KY, CK) e néo fermentadas (PS, Y, CC) de soja, yacon e cacau, respectivamente.
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Tabela 3: Quantidade de unidades formadoras de coldnia (UFC/ml) nas bebidas de soja, yacon e cacau
fermentadas ou ndo por gréos de kefir

Microrganismos

(UFC/ml)  Tempo KPS  PS KY Y CK cc
CBT 48h >800 - 1.95x 10" 2.19x10° 2.3x10° >800
Leveduras 48h 2.5 x 108 - 1.3x10* 7.63x10° 3x10° >800
24h 5.9 x 108 - 5.08x 108 <10 - -
BAL 48h 1.73 x 107 - - - - -
72h - - - - 1.3x10° >800

CBT: Contagem bacteriana total; BAL: Bactéria acido-lactica; KPS: Bebida fermentada de soja; PS: Bebida ndo-
fermentada de soja; KY: Bebida fermentada de yacon; Y: Bebida ndo-fermentada de yacon; CK: Bebida
fermentada de cacau; CC: Bebida ndo-fermentada de cacau.

Observa-se que todas as bebidas fermentadas apresentaram uma contagem
microbiologica maior posterior o processo de fermentagéo, sendo que a bebida ndo fermentada
de yacon e a de cacau também apresentaram crescimento, demonstrando suas a¢des prebidticas
guando comparadas a bebida ndo fermentada de soja.

4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE IN VIVO

A figura 8 apresenta as analises referentes aos testes de sobrevivéncia e
desenvolvimento dos nematoides, demonstrando que todas as bebidas, quando utilizadas no
verme C. elegans, ndo apresentaram toxicidade, assim como foi apresentado no controle
negativo (p>0,05).

Apenas o controle positivo (Levamisol) diferiu estatisticamente (p<0,05), 0 que era
previamente esperado, considerando que esse medicamento é um agente toxico ao C. elegans.
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Figura 8: Dados de toxicidade dos produtos fermentados (KPS, KY e CK) ou ndo (PS, Y e CC) usando o
organismo modelo C. elegans. CN: controle negativo; CP: controle positivo; KPS: Bebida fermentada de soja; PS:
Bebida ndo-fermentada de soja; KY: Bebida fermentada de yacon; Y: Bebida ndo-fermentada de yacon; CK:
Bebida fermentada de cacau; CC: Bebida nao-fermentada de cacau.. A: Dados de toxicidade por andlise de
sobrevivencia. B: Dados de toxicidade por analise de desenvolvimento. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M. *Os valores foram considerados significantes para p<0,05
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5. DISCUSSAO

Diversos autores concluiram que os grdos de kefir apresentam uma composicao
microbiologica simbiotica formada principalmente por bactérias do acido acético, bactérias
acido-lacticas e leveduras (SALEEM et al., 2023; SOUZA et al., 2024). Com base nas analises
microbiologicas realizadas, verificou-se que houve aumento na contagem de microrganismos
de todas as bebidas fermentadas. Staniszewski e Kordowska-Wiater (2021) reportam em seu
estudo que para que um produto seja considerado probiotico, é necessario que ele apresente
uma concentragdo minima de 10° UFC/mL. Dessa forma, todas as bebidas fermentadas testadas
alcancaram valores viaveis para serem classificadas como probidticos.

Inesperadamente, tanto a bebida ndo fermentada de yacon quanto a bebida néo
fermentada de cacau também apresentaram crescimento significativo de BAL e leveduras,
estando esse crescimento possivelmente associado as suas propriedades prebioticas. Em relacdo
a yacon, Prpich e colaboradores (2023) reforcam essa hipotese ao utilizar suco de yacon
suplementado com peptona e fosfato dipotassico como meio de cultura para crescimento de
Lactobacillus sakei e Staphylococcus vitulinus, identificando crescimento em todas as 3
concentrag0es do suco e forte influéncia da sua concentragdo no meio com a densidade
bacteriana total. Da mesma forma, Kaewarsar et al. (2023) obtém resultados semelhantes ao
utilizar meios de cultura MRS suplementados com inulina, FOS e galactooligosacarideos
(GOS) para avaliar os efeitos da adicdo de prebidticos no crescimento de probioticos,
constatando aumento significativo no crescimento de bactérias nesses meios.

Por outro lado, a atividade prebiotica do cacau esta associada aos seus polifendis, sendo
esses capazes de modular a diversidade microbioldgica ao promover a proliferacdo de certas
bactérias, especialmente Lactobacillus e Bifidobacterium, e inibir o crescimento de espécies
patogénicas, principalmente as Clostridium sp. (SORRENTI et al., 2020).

Em relagéo ao pH, assim como no estudo de Asadi Touranlou et al. (2023), todas as
bebidas fermentadas apresentaram pH &cido, sendo essa caracteristica atribuida ao processo de
fermentacdo realizado pelas bactérias do acido acético e bactérias acido-lacticas presentes nos
grdos de kefir. Esse processo de acidificacdo é essencial de modo a prevenir o desenvolvimento
de bactérias patogénicas e manter a estabilidade dos compostos fendlicos gerados durante a
fermentacdo (GIUFFRE; GIUFFRE, 2024).

Cao et al. (2021), concluem que o pH é o principal fator que influéncia na estabilidade
dos polifendis em frutas e vegetais, sendo esses compostos mais estaveis em pH abaixo de 5,
ndo demonstrando sinais de degradacdo. Calvo et al. (2021) agregam a essa conclusdo,
concluindo que as enzimas peroxidase e polifenol oxidase, responsaveis por oxidar os
polifendis, apresentam atividade méxima em pH 5 a 5.5 e 7, respectivamente, reforcando a
importancia do pH acido na preservacdo de compostos bioativos.

Os polifendis sdo, em grande parte, divididos em dois grupos principais, os flavonoides
e os nao-flavonoides. Apesar de apresentar significativa atividade bioldgica, esses compostos
apresentam baixa meia-vida e biodisponibilidade quando consumidos oralmente. Contudo,
durante o processo de fermentagdo, microrganismos fermentadores liberam enzimas capazes de
promover a biotransformacao dos compostos fenolicos em moléculas menores e liberar acidos
fenolicos que estdo ligados aos polissacarideos da parede celular, aumentando tanto a
guantidade quanto a diversidade de fendis livres, potencializando sua bioatividade e
biodisponibilidade (YANG et al., 2023). Esses achados sdo coerentes com 0 aumento na
quantidade de compostos fenolicos observado nas bebidas fermentadas de yacon e cacau. Por
outro lado, a bebida fermentada de soja, apesar de ndo demonstrar aumento nesses Compostos,
ndo apresentou reducdo significativa, possivelmente devido ao pH abaixo de cinco mantido
durante a fermentacéo.
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Lasinskas et al. (2023) identificaram em seu estudo que, ao realizar fermentagéo
aerobica em fase solida da Chamerion angustifolium, ocorre reducéo de flavonoides totais em
meio aerébico e aumento em meio anaerdbico. Huynh et al. (2014) agregam a esse achado,
concluindo que o processo de fermentacdo ndo necessariamente aumenta todos 0s compostos
fendlicos, sendo o tipo de microrganismo, as condi¢des e o tempo de fermentacdo essenciais
nesse processo. Esses achados estdo de acordo com a presente pesquisa, visto que as bebidas
fermentadas de yacon e cacau, apesar de apresentarem aumento dos polifendis totais, ndo
demonstraram diferenca significativa quanto aos flavonoides, possivelmente indicando que os
polifendis foram convertidos a outros compostos.

Em relacdo a soja, Lodha, Das e Hati (2023), identificaram uma reducéo significativa
na quantidade de polifendis durante todo o periodo de fermentacdo de bebidas a base de soja,
sendo essa diminuicdo atribuida a acdo de microrganismos, possivelmente Lactobacillus,
produtores da enzima &cido fendlico descarboxilase (PAD). Chan et al. (2024) corroboram com
essa informacdo, destacando que a discrepancia entre aumentos e reducGes em compostos
fendlicos e atividade antioxidante em produtos & base de soja fermentados por BAL dependem
diretamente da cepa probidtica utilizada.

Apesar disso, a literatura amplamente documenta o aumento de flavonoides durante a
fermentacdo de produtos a base de soja. Segundo Prado et al. (2022), as formas nativas de
isoflavona apresentam baixa biodisponibilidade por estarem conjugadas a acucares,
minimizando sua absorcdo intestinal. Durante o processo de fermenta¢do, a enzima [-
glicosidase, produzida por microrganismos, converte as isoflavonas glicosiladas em agliconas,
como a genisteina e a daidzeina, que sdo formas mais biologicamente ativas. Em produtos
fermentados a base de soja, essa conversdao pode alcancar entre 40 a 100%, justificando o
aumento significativo de flavonoides na bebida fermentada de soja desenvolvida no presente
estudo.

Estudos recentes demonstram que a atividade antioxidante de matrizes vegetais esta
fortemente relacionada aos mecanismos de acdo dos polifendis e flavonoides. Esses compostos
bioativos apresentam grupos hidroxila (-OH) capazes de neutralizar os radicais livres que, em
grandes quantidades, causam o estresse oxidativo. Além disso, alguns desses compostos sdo
capazes de inibir ou regular as proteinas quinase ativadas por mitégeno (MAPKS) e o fator
nuclear-kB (NF-kB), sendo ambos relacionados ao desenvolvimento de estresse oxidativo, ou
estimular a atividade de enzimas antioxidantes, como SOD e GPX (LV et al., 2021).

Por outro lado, Céco et al. (2023) concluiram que os graos de kefir apresentam forte
atividade antioxidante, por meio da reducdo intracelular de EROs e modulagdo NADPH oxidase
2, sendo parte dessas acOes relacionadas aos peptideos presentes nos gréos. Papadopoulou et
al. (2024) corroboram com esses resultados, indicando que o kefir é capaz de aumentar a
expressdao de SOD e CAT e a biodisponibilidade de compostos fenolicos e flavonoides
presentes em seus substratos. Esses achados estdo de acordo com a acdo sinérgica que foi
apresentada nas bebidas fermentadas do presente estudo, por meio do aumento da atividade
antioxidante (ABTS), demonstrando que o kefir atua em conjunto da sua matriz para
desencadear suas acdes benéficas no organismo.

Devido a sua facil cultura, curto ciclo de vida e baixa manutencdo, o Caenorhabditis
elegans (C. elegans) é um nematoide amplamente utilizado como organismo modelo em
diversas pesquisas. Além disso, por apresentarem um genoma cerca de 60 a 80% homologo aos
dos seres humanos, enzimas antioxidantes e isoenzimas comparaveis e grandes similaridades
fisioldgicas e metabolicas, esses vermes sdo particularmente uteis no estudo de propriedades
antioxidantes, tdxicas e relacionadas a sindrome metabdlica (LIN et al., 2023; PANG et al.,
2024).

Zhang et al. (2024) identificam em seu estudo que muitas das vias de sinalizagdo
classicas que regulam a fisiologia intestinal sdo similares entre humanos e o C. elegans.
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Ademais, esses nematoides compartilham muitas semelhangas morfoldgicas e funcionais com
as células epiteliais e intestinais humanas, permitindo utilizar esse organismo modelo para
compreender os efeitos de substancias toxicas na fungéo intestinal.

Em relacdo a fermentagdo, Skowron et al. (2022) concluem que ela é um processo que
apresenta a capacidade de eliminar diversos tipos de compostos toxicos presentes no material
in natura, como alguns polifendis, taninos e fitatos. Contudo, esse mesmo processo apresenta
a possibilidade de influenciar a quantidade de micotoxinas presentes em alimentos, sendo essas
toxinas letais para a saude devido as suas atividades carcinogénicas, mutagénicas, citotoxicas e
neurotoxicas.

Nesse contexto, Ragoubi et al. (2021) constatam que as BAL produzem metabdlicos
antifungicos que causam reducdo no crescimento de fungos e reducdo na sintese de
micotoxinas. Além disso, outro fator responsavel por essa diminuicdo € a competicéo pelo nicho
ocupado e por nutrientes necessarios para o seu crescimento (SKOWRON et al., 2022). Esses
achados estdo de acordo com o presente estudo, ndo havendo toxicidade ou alteracdo no
desenvolvimento do C. elegans em todas as bebidas fermentadas, podendo-se inferir que elas
sdo consideradas seguras na alimentacéo.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que a fermentacdo dos substratos presentes nesse estudo (soja, yacon e
cacau) aumentam a sua atividade antioxidante, capacidade probiodtica, ao promover o
desenvolvimento de bactérias cido-lacticas e leveduras, e ndo apresentam toxicidade ao
organismo modelo C. elegans. Ademais, foi possivel identificar o potencial prebidtico das
bebidas ndo fermentadas de yacon e cacau por meio do maior crescimento de bactérias pre-
fermentacdo quando comparadas a soja. Dessa forma, essas bebidas fermentadas se tornam
possiveis alimentos funcionais ndo-lacteis que podem ser direcionados a consumidores
vegetarianos, veganos, intolerantes a lactose ou alérgicos as proteinas do leite. Contudo, estudos
clinicos mais aprofundados devem ser realizados com o intuito de avaliar a eficiéncia dessas
bebidas na prevencdo e tratamento de doengas cronicas e progressivas relacionadas ao estresse
oxidativo.
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