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Resumo

A busca por alimentos funcionais aumenta constantemente, e nessa procura,
também cresce a oferta das industrias que buscam produzir e comercializar
suplementos, como é o caso de probidticos comercializados livremente em farmacias
e supermercados. Esses produtos costumam utilizar rotulagem apelativa e induzir o
consumidor a adquirir esses probioticos, 0s quais, por muitas vezes, ndo oferecem o0s
beneficios descritos na embalagem. Visto o grande numero de alimentos com apelo
probidtico e suplementos comercializados sem a necessidade de prescricdo
nutricional ou médica, este estudo surgiu com o intuito de avaliar a viabilidade de
células de cinco probidticos comerciais, por meio de simulagdo gastrointestinal in vitro.
Os resultados encontrados mostram que apenas duas amostras possuem
concentracdo minima de 6 log UFC g, que é a contagem minima para alimentos
probiéticos para conferir os beneficios esperados. Os produtos probidticos necessitam
de maior fiscalizacdo e rigor para a producdo e comercializacdo, visto a baixa
concentracdo de células vivas encontradas nas amostras avaliadas.

Palavras-chave: Alimentos funcionais. Probibticos. Suplemento. Simulagéo
gastrointestinal.

Fundamentacé&o/Introducao

Nas Ultimas décadas a busca por alimentos funcionais aumentou
consideravelmente, uma vez que os alimentos passaram a ser vistos hdo somente
como uma fonte de nutrientes, mas também como um promotor de bem-estar e saude,
devido a reducéo do risco de doencas (ROUXINOL-DIAS et al., 2016). Com isso,
existe o interesse no desenvolvimento de suplementos alimentares que promovam
beneficios a saude (OZOGUL; HAMED, 2016).

O consumo de suplementos probidticos vem ganhando destague nos ultimos
anos, sendo comercializados no formato de cépsulas ou em p6 (sachés) em
farmécias. A administracdo oral desses microrganismos resulta em uma grande perda
da viabilidade, devido a passagem pelo sistema gastrointestinal, sendo injuriados pela
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elevada acidez do estdbmago e a presenca de sais biliares ao alcangar o intestino
(COOK et al., 2012).

O beneficio a saude associado ao uso do probibtico deve estar claramente
identificado e refletir da forma mais adequada o conjunto de evidéncias apresentadas.
Nos produtos adicionados de probiéticos, o beneficio deve ser comunicado por meio
da alegacao de propriedade funcional ou de salude aprovada para a linhagem, exceto
quando houver disposicdo em contrario em regulamento técnico especifico. O
beneficio alegado pode ter carater geral ou especifico, levando em consideracédo a
totalidade e o nivel das evidéncias disponiveis (BRASIL, 2018; BRASIL, 2019).

Sao considerados alimentos funcionais os alimentos que além do seu valor
nutritivo, inerente a sua composicdo quimica, possam afetar beneficamente
determinadas func¢des do organismo, contribuindo, para a manutencéo do bem-estar
e da saude (ZHANG et al., 2019). A Resolucdo n° 2 de 07 de janeiro de 2002, da
ANVISA, descreve alimento funcional como “todo alimento ou ingrediente que, além
das func¢Bes nutricionais basicas, quando consumido na dieta usual, produz efeitos
metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo
sem supervisdo médica” (BRASIL, 2002). Os prebidticos e os probidticos séo
atualmente os principais aditivos alimentares que compdem esses alimentos
funcionais.

Indmeros beneficios a saude tém sido atribuidos a ingestdo de probiodticos,
porém, é importante ressaltar que tais beneficios somente ocorrem se 0S mesmos
estiverem totalmente viadveis nos produtos onde serdo incluidos, ou seja, que
sobrevivam durante seu processamento e condicdes de armazenamento, sendo
assim ingeridos em quantidades adequadas, alcancando um nuamero viavel de
microrganismos (108 - 107 UFC g1) (SOHAIL et al., 2011; TRIPATHI; GIRI, 2014). No
Brasil, a legislacdo recomenda 10% — 10° UFC/100g na recomendacdo diaria do
produto pronto para consumo (BRASIL, 2008).

Com aintenc¢éo de conhecer o potencial probidtico de produtos comercializados
com o apelo probidtico e a viabilidade durante a passagem pelo trato gastrointestinal,
buscou-se realizar um estudo com suplementos probiético comercializados em
farmacias.

Objetivos

O objetivo desse estudo foi avaliar a viabilidade probiética, por meio de
simulacdo gastrointestinal in vitro, de probitticos comercializados como compostos
funcionais, na forma de suplementacéao.

Delineamento e Métodos

Foram avaliados cinco probidticos comerciais adquiridos em farméacias. A
contagem de células probidticas viaveis foi realizada antes da simulacdo da digestédo
dos produtos, ou seja, no momento em que as embalagens eram abertas; e em cada
etapa da passagem pelo trato gastrointestinal do experimento in vitro.

Para proceder a analise, foram transferidas aliquotas de 1.0 g em diluigbes
adequadas, em triplicata, para placas de Petri descartaveis. Para as espécies
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus realizou-se plagueamento por
profundidade em &agar MRS (Kasvi®), e para determinar a concentracdo de
Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium animalis foi adicionado 0.5% de solucdo A
(dicloxaxilina na concentracéo de 0.01%), 1% de solucéo B (cloreto de litio a 11%) e
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0.5% de solucdo C (cloreto de cisteina a 10%) em agar MRS (Kasvi®) e realizado
plagueamento por profundidade. Apdés a inoculacdo, as placas foram incubadas
invertidas em jarra de anaerobiose, em estufa bacteriologica a 37 °C por 72 h.

A viabilidade dos probiéticos comerciais frente as condi¢cdes gastrointestinais
foram avaliadas conforme descrito por Madureira et al. (2011). A viabilidade foi
avaliada sequencialmente em meios que simulam as diferentes sec¢des do trato
gastrointestinal (es6fago/estdbmago, duodeno e ileo). Foram utilizadas aliquotas de 1
g de amostra adicionadas de 9 mL de agua peptonada, sendo preparadas igualmente
em trés em erlenmeyers e todos submetidos as mesmas condi¢des para simulacéo
gastrointestinal.

Previamente foram preparadas e autoclavadas uma solucao acida (HCI 0.1 N)
e uma solugéo béasica (NaHCOs 0.1 M) para ajuste do pH das amostras ao longo da
simulacédo gastrointestinal. Inicialmente, o pH foi ajustado a 6.9, para simular a acidez
da boca, permanecendo por dois minutos nessa condicdo e partindo para proxima
etapa.

Na etapa esoOfago-estomago utilizou-se 25 mg mL?! de pepsina (Sigma®),
preparada em HCI 0,1 N, esta solucéo foi adicionada, em aliquotas iguais, durante
toda a fase gastrica, a uma quantidade de 0.05 mL mL"!, seguindo as seguintes etapas
de pH/tempo (minutos): 5.5/10°, 4.6/10°, 3.8/10°, 2.8/20°, 2.3/20’ e 2.0/20’ em uma
rotacdo de 130 rpm, adicionando a pepsina (0.05 mL mL™) e sendo o pH ajustado
utilizando HCI 0.1 N em cada etapa. Ao final desta fase, era retirado um dos
erlenmeyers e submetido imediatamente as analises de contagem de células
probiéticas viaveis correspondentes ao estdbmago.

Na etapa referente ao duodeno utilizou-se, a uma concentracédo de 0.25 mL mL-
1, uma solucdo contendo 2 g L* de pancreatina (Sigma®) e 12 g L de sais biliares
bovinos (Sigma®), preparada em NaHCOz 0.1 M, sendo o pH ajustado para 5.0 com
a adicdo da solucdo de enzimas pancreatina e bile (0.25 mL mL1) e permanecendo
por 20’ a 45 rpm, ao final, era retira o segundo erlenmeyer que correspondia a etapa
do duodeno e também submetido imediatamente as andlises de contagem de células
probidticas viaveis.

A etapa referente ao ileo foi realizada por um aumento do pH para 6.5,
utilizando uma solucdo de NaHCO3 0.1 M, permanecendo por 90’ em rotagédo de 45
rpm, e ao final era submetido as andlises para contagem de células probiéticas viaveis.

Todas as solucdes foram preparadas imediatamente no momento da utilizacao
e esterilizadas com membrana de poro 0.22 um (Minisart, Sartorius Stedim Biotech,
Alemanha), as enzimas eram armazenadas em temperaturas de — 18 °C.

A andlise foi conduzida em uma incubadora refrigerada tipo Shaker (TE-421,
Tecnal, Brasil) mantida a 37 °C, com o intuito de simular a temperatura do corpo
humano e a agitagdo mecéanica foi utilizada em paralelo para simular os movimentos
peristalticos intestinais, com intensidades semelhantes as alcancadas na secédo do
trato digestivo. Ao final de cada etapa, foram retiradas aliquotas para a contagem das
células probidticas viaveis, conforme descrito anteriormente.

Os dados obtidos em planilhas do Microsoft Office Excel®, foram analisados
conforme delineamento inteiramente casualizado, aplicando analise descritiva,
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para compara¢gdes multiplas entre
as médias, em um nivel de significancia de 5% (p<0.05). O programa estatistico
utilizado foi o SPSS® verséo 15.0.
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Resultados e Discusséo
Na Tabela 1 sdo apresentados os probioticos comerciais utilizados para os
testes in vitro.

Tabela 1 — Probi6ticos comerciais utilizados para a avaliagdo da viabilidade durante a
simulacdo gastrointestinal.

Amostra Composicao* Apresentacao* Indicagdo de .
armazenamento
Al L. acidophilus LA-14 Liofilizado Refrigeracao
A2 L. acidophilus LA 14 Cépsula Temperatura
ambiente
Frutooligossacarideo
L. acidophilus SD 5221 . Temperatura
A3 L. rhamrl?osus SD 5217 Liofilizado amFIz)iente
B. bifidum SD 6576
A4 B. animalis CNCM 1-2494 Liquido 1-10°C
A5 B. bifidum LA-14 Liofilizado Refrigeracdo

* Informacado conforme descrito na embalagem do produto.

As amostras Al e A5 ndo eram acompanhadas de modo de consumo, apenas
sendo informado que deveriam ser utilizadas junto a alimentos e bebidas. A amostra
A2 era indicada o consumo de 1 a 2 capsulas por dia. A amostra A3 é um simbidtico,
composto por probidticos e prebioticos, sendo indicado no rétulo o consumo de 1 a 2
sachés de 7 g por dia. A amostra A4 ¢é indicada o consumo de 200 mL por dia, sendo
dois frascos de 100 mL. Todas as cinco amostras foram armazenadas e submetidas
as condic¢des gastrointestinais simuladas conforme seriam consumidas.

Na Tabela 2, sdo expostos os resultados obtidos pelas andlises de simulacao
gastrointestinal.

Tabela 2 — Viabilidade probiética dos microrganismos comerciais antes e apés a
simulacdo gastrointestinal. Andlise realizada em 1g de amostra. Resultados expresso
em log UFC g2,

Lactobacillus sp.

Amostra Inicial Estdmago Duodeno fleo
Al 4.8+0.22 3.6+0.1° 3.3+0.1° 3.2+0.1°
A2 9.9+0.12 7.1+0.1° 7.1+0.3° 7.0+0.1°
A3 6.5+£0.22 4.4+0.2b 3.3+0.1° 2.920.1°
Bifidobacterium sp.
Inicial Estdmago Duodeno fleo
A3 7.7+0.123 3.3+0.1° 3.6+0.1° 3.5+0.1°
A4 8.0x0.12 6.7+0.2° 6.9+0.1° 6.9+0.2°
A5 4.3+0.12 3.5+0.1° 3.3+0.2 3.3+0.1°

Médias da experimentacao em triplicata seguidas + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam que houve diferenca estatistica significativa entre os resultados (p<0,05).

Os resultados mostram que apenas as amostras A2 e A4 chegaram ao intestino
com concentracdo viavel para ser considerado probidticos e contribuir com o0s
beneficios para flora intestinal. Todas as amostras mostraram reducao significativa da
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concentracdo probidtica inicial e apds a passagem pela simulacao gastrointestinal, o
que comprova que 0s acidos gastrointestinais agem sobre o0s microrganismos
ocasionando em reducéo na concentracao, prejudicando sua viabilidade.

Além disso, as amostras Al, A3 e A5, comercializadas como probiéticos ndo
apresentam a concentracdo minima de 8 log UFC g, que é a recomendacédo minima
para comercializacdo com o apelo probiético. Todas as amostras indicam no rotulo
conter uma concentragdo de 9 log UFC g1, porém somente a amostra A2 apresentou
a concentracdo indicada na embalagem, e apds a simulacao in vitro, houve reducao
de 2,9 log UFC g?. A amostra A3, que é um simbidtico, foi a que mostrou a maior
reducdo na concentracdo de microrganismos vivos ao final da simulagéo
gastrointestinal.

Para conferir os beneficios probioticos, os microrganismos devem chegar ao
intestino com uma concentracdo de células viavel minimas de 6 log UFC g-1, estando
em acordo somente as amostras A2 e A4. Shinde et al. (2019) analisando a eficacia
funcional de probio6ticos as condi¢gBes gastricas simuladas encontraram diminuicdo
significativa na contagem de L. acidophilus no final da fase gastrica, com queda
significativa na contagem de células de 1.03 log UFC/mL no final da fase intestinal,
pois 0s acidos que participam da digestdo contribuem para a reducdo de células
probidticas.

Sao diversos os suplementos e alimentos comercializados com potencial
probidtico, tanto em supermercados como em farmécias. Entretanto, muitos fatores
interferem na vida desses microrganismos, como a temperatura de armazenamento e
0 contato com calor. Além disso, a concentragao inicial de microrganismos precisa ser
elevada, acima de 9 log UFC g, para poder aumentar a expectativa de vida de
prateleira desses produtos, que jA& possuem um tempo utii menor, pela dificil
manutencdo em manter vivas as ceélulas probioticas e para sobreviver a passagem
pelo trato gastrointestinal. Muitos desses produtos ndo contém a concentracdo exigida
pela legislacdo, o que requer maior fiscalizacdo e controle para a comercializacao,
como os achados nesse estudo. A ANVISA, que é responsavel pela inspecéo e
comercializacdo desses alimentos, exigem a comprovacao probiética por meio de
analises (BRASIL, 2018) para comercializacdo como produtos probiéticos, porém,
evidencia-se a necessidade de maior rigor nas exigéncias para a producdo e
comercializacdo de produtos com o apelo probiético, principalmente os suplementos.

Conclusdes/Consideracdes Finais

Das cinco amostras avaliadas, trés ndo possuem potencial probioético ao chegar
no intestino. Fica evidente que os probidticos comercializados em farmacias podem
ndo apresentar potencial probiético, nem se consumidos em uma porcdo de, por
exemplo, 20 g/dia.
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