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RESUMO 

O presente trabalho realizou a análise bromatológica e avaliou as propriedades antioxidantes 

do suco pasteurizado de cupuaçu (Theobroma grandiflorum) fermentado por Lacticaseibacillus 

rhamnosus ATCC 9595. Os sucos foram pasteurizados (80 °C/10 minutos), para posterior 

fermentação com L. rhamnosus ATCC 9595 (inóculo de 108 UFC). Após 48h, foi analisado a 

viabilidade de L. rhamnosus, produção de ácidos orgânicos e resistência à lisozima e sais 

biliares. As amostras foram mantidas sob refrigeração durante 28 dias para análises 

bromatológicas. Os sucos foram submetidos à extração com acetato de etila para avaliação da 

atividade antioxidante, dosagem de compostos fenólicos e flavonoides. L. rhamnosus ATCC 

9595 cresceu no suco pasteurizado de cupuaçu (~9 Log UFC/mL), se mantendo estável durante 

os 28 dias (p>0,05). Todas as amostras estavam nos padrões microbiológicos estabelecidos 

pelas diretrizes brasileiras para sucos. De igual modo, não foram detectadas alterações 

significativas nos teores de Cinzas, umidade e B° nos períodos analisados (p>0,05). L. 

rhamnosus ATCC 9595 cultivado no suco ou MRS resistiu a ação da lisozima (100 mg/L) e 

sais biliares (0,5% e 1,0%). A capacidade antioxidante do suco de cupuaçu aumentou 

significativamente após a fermentação por L. rhamnosus ATCC 9595 e os teores de compostos 

fenólicos. As amostras de suco fermentados apresentaram valores de IC50 semelhantes durante 

o armazenamento, enquanto o extrato não fermentado apresentou variação a partir do 21º dia. 

Os resultados que a fermentação por L. rhamnosus ATCC 9595 é uma estratégia eficiente para 

aumentar as características antioxidantes do suco de cupuaçu. 

Palavras-chave: Fermentação, Suco de Fruta, Probióticos, Alimento Funcional, Radicais 

Livres. 

 

1. INTRODUÇÃO 

Os radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO) possuem papéis importantes na 

etiologia de patologias degenerativas (Mal de Parkinson, Doença de Alzheimer), câncer, 

diabetes, e desordens inflamatórias 1. Neste sentido, os organismos desenvolveram diversas 

estratégias visando o controle destes agentes que, em conjunto, compõe o sistema de defesa 

antioxidante formado por enzimas (como a superóxido dismutase e catalase) e proteínas 

(glutationa, tiorredoxina) 2. No entanto, em muitas situações este sistema não consegue lidar 
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com a superprodução de espécies reativas, gerando um estado denominado de estresse 

oxidativo, estando este, relacionado com as manifestações clínicas acima descritas 3,4. 

Uma forma alternativa de retardar os danos causados pelos radicais livres é uso de 

alimentos com propriedades antioxidantes que agem por diferentes mecanismos 1,5. As frutas 

são reconhecidas como excelentes fontes de compostos bioativos (como proteínas, vitaminas, 

carboidratos solúveis, flavonoides e outros compostos fenólicos) 6. Por exemplo, o suco e a 

polpa de cupuaçu (Theobroma grandiflorum) possuem compostos com propriedades 

antioxidantes, anti-inflamatórios, hipoglicemiante 7–9. 

Recentemente, foi relatado o desenvolvimento de um suco de cupuaçu potencialmente 

probiótico baseada na incorporação de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 (= 

Lactobacillus rhamnosus) 9. Esta linhagem foi selecionada devido às suas propriedades 

antimicrobianas e imunomoduladoras 10,11. A fermentação do suco de cupuaçu com L. 

rhamnosus ATCC 9595 causou alterações no perfil metabólito do suco de cupuaçu devido à 

biotransformação e aumento na concentração de alguns compostos bioativos 9.  

Adicionalmente, a fermentação por L. rhamnosus ATCC 9595 promoveu o aumento das 

propriedades anti-inflamatórias observadas em modelos murinos de endotoxemia induzida por 

lipopolissacarídeo 9. A fermentação com L. rhamnosus ATCC 9595 também foi empregada 

para a melhoria das características funcionais do suco de bacuri. O suco de bacuri (Platonia 

insignis) fermentado apresentou efeitos anti-infecciosos superiores aos observados para o suco 

não fermentado, prolongando a sobrevida de larvas de Tenebrio molitor infectadas por uma 

linhagem de Escherichia coli enteroagregativa 12.  

Diante do potencial biotecnológico de L. rhamnosus ATCC 9595 para produção de 

bebidas potencialmente probiótica, o presente trabalho realizou a análise bromatológica e 

avaliou as propriedades antioxidantes do suco pasteurizado de cupuaçu fermentado por L. 

rhamnosus ATCC 9595 armazenado por 28 dias.  
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Preparo dos sucos pasteurizados e fermentação com Lacticaseibacillus 

rhamnosus ATCC 9595 

Os frutos do Cupuaçu foram obtidos em São Luís (Maranhão, Brasil). A polpa dos frutos 

foi retirada manualmente e armazenada -20 °C até o seu preparo.  Em cada experimento, 

amostras (30 g) de polpa foram dissolvidas em 250 mL de água destilada (120 mg/mL) e o pH 

ajustado para 6,0. Em seguida, cada suco foi submetido à pasteurização (80 °C por 10 min). O 

suco foi transferido para recipiente com gelo, até atingir a temperatura ambiente, e 

posteriormente 1 mL de suspensão de L. rhamnosus ATCC 9595 (108 UFC/mL) foi adicionado. 

As culturas foram incubadas sob agitação (120 rpm). Após 48 h, as amostras foram diluídas em 

série utilizando solução salina tamponada com fosfato (PBS) e plaqueadas em Ágar MRS. As 

placas foram então incubadas a 37 °C por 48 horas, e as unidades formadoras de colônias (UFC) 

foram expressas em UFC/mL 9. 

 

2.2. Avaliação da estabilidade dos sucos durante armazenamento 

2.2.1. Viabilidade de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 no suco 

pasteurizado de Cupuaçu 

Amostras dos sucos fermentados e não fermentados foram armazenados a 8 °C. Após 

cada período determinado (7, 14, 21 e 28 dias de refrigeração), a viabilidade de L. rhamnosus 

ATCC 9595 foi analisada conforme descrito acima. 

 

2.2.2. Análise microbiológicas e físico-química  

A pesquisa de microrganismos patogênicos nos sucos armazenados foi realizada 

segundo a instrução normativa N° 60 de 2019 13. Durante o período de armazenamento foram 

analisadas possíveis variações na cor, cinzas totais, umidade e teores de açúcar 14. Cinco 

amostras por lote fabricado foram utilizadas para cada análise.  
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2.3. Simulação in vitro do trato gastrointestinal do Lacticaseibacillus rhamnosus 

ATCC 9595 no suco de Cupuaçu 

2.3.1. Resistência à lisozima  

Inicialmente, os microrganismos crescidos em 10 mL de caldo MRS a 37 °C foram 

centrifugados, lavados duas vezes e suspendidos em 2 mL com tampão fosfato (0,1 M, pH 7,0). 

Em seguida, 10% da suspensão bacteriana foi inoculada em uma solução eletrolítica estéril 

(SEE) (0,22 g/L CaCl₂, 6,2 g/L NaCl, 2,2 g/L KCl, 1,2 g/L NaHCO₃) na presença de 100 mg/L 

de lisozima (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Para controle, a suspensão bacteriana também 

foi inoculada em SEE sem lisozima. A taxa de sobrevivência foi expressa como porcentagem 

de UFC/mL após 30 min e 120 min comparando com a contagem determinada no tempo zero.  

 

2.3.2. Teste de tolerância aos sais biliares 

O teste de tolerância aos sais biliares foi realizado conforme método previamente 

descrito, com modificações 15. As soluções de meio MRS e suco não fermentado estéril, foram 

preparadas contendo sais biliares (Oxgall Sigma, EUA) a 0,5% ou 1,0% e pH 7,3. Numa placa 

de 96 poços foram adicionados 100 µL de cada solução e subsequentemente 10 µL do suco 

fermentado. A placa foi incubada por 3 horas a 37 °C e os resultados foram lidos no dispositivo 

espectrofotômetro de 630 nm. 

 

2.4.  Ensaios antioxidantes in vitro do suco de cupuaçu  

Amostras (100 mL) dos sucos fermentados e não fermentados foram submetidas à 

extração líquido-líquido utilizando acetato de etila (1:1; v/v). Após separação, o solvente foi 

removido por evaporação e os extratos foram armazenados a -20 °C. 

 

2.4.1. Ensaios de DPPH e ABTS  

As propriedades sequestradoras de radicais livres dos extratos foram mensuradas usando 

o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil; Sigma-Aldrich) e usando o radical ABTS (2,2’-

azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico), conforme métodos previamente descritos 16. 
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2.4.2. Dosagem de compostos fenólicos 

A dosagem de compostos fenólicos presente nos extratos foi realizada utilizando o 

reagente Folin-Ciocalteu. Amostras (200 μL a 1000 μg/mL) foram adicionadas a 1,0 mL de 

reagente de Folin-Ciocalteu (1: 1 v/v). Após 3 minutos, foram adicionados 800 μL de carbonato 

de sódio (20%). A mistura foi incubada à temperatura ambiente, ao abrigo da luz e em repouso 

durante 2 horas. A absorbância da mistura foi medida a 765 nm. O conteúdo de fenóis totais foi 

expresso em μg/mL de equivalentes de ácido gálico (EAG), utilizando uma curva de calibração 

obtida com a solução padrão de ácido gálico 16.  

 

 

2.5. Dosagem de Flavonoides  

Alíquotas das amostras (100 μL em diferentes concentrações) foram misturadas com 

100 μL da solução reagente (2 g de Cloreto de Alumínio diluído em solução de etanol a 2%). 

A mistura foi incubada à temperatura ambiente e ao abrigo de luz e após 60 min a absorbância 

foi medida a 420 nm. A quantidade de flavonoides calculou-se em μg/mL de Equivalente de 

quercetina (EQ), utilizando uma curva de calibração construída com solução padrão de 

quercetina 16. 

 

2.6. Análise de dados 

Os experimentos foram realizados em triplicata e em três ensaios independentes. Foi 

utilizado o Excel® para tabulação dos dados e o GraphPad Prism versão 8.1 para análise dos 

dados usando os testes t de Student ou Análise de variância de uma via (One-way-ANOVA) ou 

de duas vias (Two-way-ANOVA), dependendo do tipo de experimento. Todos os resultados 

estão expressos em valores médios dos grupos e analisados considerando o valor de p <0,05 

como estatisticamente significativo.  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Viabilidade de Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 no suco 

pasteurizado de cupuaçu durante o armazenamento 

Inicialmente foi analisado o crescimento de L. rhamnosus ATCC 9595 no suco 

pasteurizado de cupuaçu, sendo obtida uma população de aproximadamente 9 Log UFC/mL, 

que se manteve estável durante os 28 dias de armazenamento (p>0,05) (figura 1). O pH do suco 

após a fermentação foi de 4,2 ± 0,03, indicando a produção de ácidos orgânicos. Estes dados 

estão em consonância com os obtidos na fermentação do suco de cupuaçu esterilizado por 

autoclavagem 9. 
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Figura 1: Armazenamento por 28 dias do Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 em suco 

pasteurizado de Theobroma grandiflorum. p>0,05. Valores analisados pelo teste One-way-

ANOVA. 

 

A utilização de probióticos em produtos alimentícios no Brasil requer uma análise 

prévia da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que preconiza que a população 

de probióticos deve estar situada na faixa de 8 e 9 Log UFC/mL no produto pronto para o 

consumo 17–19. Neste contexto, o produto formulado nesta pesquisa atende a concentração de 

probióticos exigida pela ANVISA. Em adição, foi confirmado que o suco de cupuaçu é uma 

matriz adequada para propagação de bactérias probióticas, como demonstrado anteriormente 9. 

Apesar de ser mais frequentemente associada ao leite, a fermentação lática pode ser 

realizada utilizando matrizes vegetais, como polpas e leites de frutas, desde que contenham 

açúcares fermentáveis em suas composições 20. A incorporação de probióticos em bebidas de 
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origem vegetais aprimora o seu valor nutricional, intensificam ou adicionam características 

funcionais, além de prolongar a vida útil das bebidas 9,21.  

Ademais, o desenvolvimento de sucos de frutas e outros produtos vegetais com 

probióticos possibilita que pessoas com restrições ao leite (veganos, intolerantes à lactose e 

com alergia à proteína do leite de vaca) tenham acesso aos múltiplos benefícios do consumo 

desses microrganismos 21,22. Estudos recentes demonstram o consumo de probióticos é crucial 

para o equilíbrio da microbiota intestinal, melhorando a função digestiva e imunológica 23. 

Adicionalmente, a suplementação de probióticos têm efeitos benéficos na saúde mental e no 

tratamento de enfermidades infecciosas e crônicas 24,25.  

 

3.2. Análises microbiológicas 

As análises microbiológicas revelaram que as amostras de sucos pasteurizados de 

cupuaçu fermentadas ou não se encontraram nos padrões estabelecidos pelas diretrizes 

brasileiras para sucos 13, não apresentado nenhum dos seguintes patógenos de forma detectável 

ao longo dos 28 dias de armazenamento (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Análise microbiológica de sucos pasteurizados de cupuaçu (Theobroma 

grandiflorum). 

Patógeno (/mL) 
T0 T7 T14 T21 T28 

S/SF S/SF S/SF S/SF S/SF 

Bolores e Leveduras 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Enterobacteriaceae 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Salmonella 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Escherichia coli 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

S = Suco de cupuaçu; SF = Suco de cupuaçu fermentado   

 

3.3. Análises físico-químicas 

Durante o período de armazenamento também foram analisadas as possíveis alterações 

físico-químicas dos produtos. Não foram detectadas alterações significativas nos teores de 

Cinzas, umidade e B° (p>0,05) nos períodos analisados. Em relação ao pH, o suco não 

fermentado apresentou um aumento significativo ao final do período de armazenamento (p< 

0,05) (Tabela 2). 
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Tabela 2: Análises físico-químicas de sucos pasteurizados de cupuaçu (Theobroma 

grandiflorum). 

 Cinzas (%) Umidade (%) Brix (B°) pH 

 S SF S SF S SF S SF 

T0 
0,81 ± 0,04a,1 

0,86 ± 

0,06a,1 
96,92 ± 0,20a,1 

96,83 ± 

0,20a,1 
3a,1 3a,1 

5,16 ± 

0,05a,1 

4,2 ± 

0,03a,2 

T7 
0,81 ±0,04a,1 

0,72 ± 

0,10a,1 
96,66 ± 0,03a,1 

96,61 ± 

0,001a,1 
3a,1 3a,1 

5,26 ± 

0,05b,1 

4,4 ± 

0,03b,2 

T14 
0,78 ± 0,20a,1 

0,84 ± 

0,10a,1 
96,78 ± 0,002a,1 

96,75 ± 

0,03a,1 
3a,1 3a,1 

5,12 ± 

0,04a,1 

4,32 ± 

0,00c,2 

T21 
0,83 ± 0,20a,1 

0,83 ± 

0,08a,1 
96,56 ± 0,1a,1 

96,55 ± 

0,05a,1 
3a,1 3a,1 

5,00 ± 

0,01c,1 

4,27 ± 

0,01c,2 

T28 
0,81 ± 0,50a,1 

0,56 ± 

0,20a,1 
96,71 ± 0,01a,1 

96,60 ± 

0,00a,1 
3a,1 3a,1 

5,95 ± 

0,01d,1 

4,34 ± 

0,02c,2 

S = Suco de cupuaçu; SF = Suco de cupuaçu fermentado. Em cada coluna, valores com 

diferenças estatisticamente significativas estão indicados por letras sobrescritas (a,b,c) diferentes. 

Para cada parâmetro analisado em um determinado tempo (linhas), valores com diferenças 

estatisticamente significativas estão indicados por números sobrescritos (1,2) diferentes. Valores 

analisados pelo teste Two-way-ANOVA. 

 

3.4. Simulação in vitro do trato gastrointestinal de Lacticaseibacillus rhamnosus 

ATCC 9595 no suco de Cupuaçu  

Em seguida, foi avaliado a sobrevivência de L. rhamnosus ATCC 9595 no suco de 

cupuaçu em condições diversas encontradas no trato gastrointestinal (Figura 2). L. rhamnosus 

ATCC 9595 resistiu a ação da lisozima (100 mg/L) quando cultivado no suco de cupuaçu e no 

caldo MRS (Figura 2A). No entanto, foi possível observar uma maior resistência no suco de 

cupuaçu, nos dois tempos analisados (p<0,05). Estes dados foram semelhantes aos reportados 

para L. rhamnosus ATCC 9595 crescido em suco de bacuri 12. Semelhantemente, L. rhamnosus 

ATCC 9595 resistiu à exposição aos sais biliares (0,5% a 1,0%), obtendo variações semelhantes 

quando cultivado em MRS ou suco de cupuaçu (Figura 2B).  
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Figura 2: Teste de tolerância às condições simuladas do trato gastrointestinal. (A) teste de 

tolerância a lisozima. (B) Teste de tolerância aos sais biliares. *p<0,05; ****p<0,0001. Valores 

analisados pelo teste Two-way-ANOVA. 

 

3.5. Efeito da fermentação nas propriedades antioxidantes e teores de 

compostos fenólicos e flavonoides do suco de cupuaçu  

A capacidade antioxidante do suco de cupuaçu fermentado ou não por L. rhamnosus 

ATCC 9595 foi avaliada pelos ensaios de DPPH e ABTS (Figura 3). Foi possível observar que 

as propriedades antioxidantes do suco de cupuaçu aumentaram significativamente devido à 

fermentação por L. rhamnosus ATCC 9595. Na análise comparativa, foram observadas 

diferenças significativas em todas as concentrações no ensaio de DPPH, e nas concentrações ≤ 

250 μg/mL no ensaio ABTS. As amostras de suco fermentado submetidas ao armazenamento 

apresentaram valores de IC50 semelhantes ao do dia 0, enquanto o extrato não fermentado 

apresentou variação a partir do dia 21 (Figura 3C). 

Os resultados obtidos com a fermentação do suco de cupuaçu pasteurizado corroboram 

com diversos estudos que demonstram a eficácia da fermentação láctica por cepas de L. 

rhamnosus (isoladas ou em cocultura) no incremento das propriedades antioxidantes de sucos 

de frutas, como suco de laranja fortificado com urtiga 26 e suco misto de juçara e manga 27. 
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Figura 3: Avaliação das propriedades antioxidantes dos sucos pasteurizados de Theobroma 

grandiflorum. (A) Avaliação da atividade antioxidante pelo método DPPH. (B) Avaliação da 

atividade antioxidante pelo método ABTS; (C) Avaliação da atividade antioxidante pelo 

método DPPH de amostras obtidas durante o armazenamento. IC50= Concentração que inibe 

50% do radical; **** p < 0,0001. Valores analisados pelo teste Two-way-ANOVA. 

 

Na figura 4 estão apresentados os teores de compostos fenólicos totais e flavonoides das 

amostras de suco de cupuaçu fermentados ou não por L. rhamnosus. Foi observado que a 

fermentação significativamente aumentou os teores de compostos fenólicos totais (p<0,01), no 

entanto, não foram detectadas alterações no conteúdo de flavonoides. 
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Figura 4: Dosagem de compostos fenólicos totais (A) e flavonoides (B) dos sucos fermentado 

e não fermentado de cupuaçu. EAG: Equivalente de ácido gálico; EQ: Equivalente de 

quercetina. ** p < 0,01. Valores analisados pelo teste t de Student. 

 

Uma dieta rica em compostos fenólicos está relacionada à diminuição do risco de infarto 

do miocárdio, acidente vascular cerebral e diabetes, uma vez que melhora o perfil lipídico, a 

pressão arterial, a resistência à insulina e a inflamação sistêmica28. Em especial, os flavonoides 

são abundantes nas frutas, sendo responsáveis pela cor, sabor e cheiro. Devido às suas 

características antioxidantes e anti-inflamatórias, são importantes na prevenção e tratamento de 

doenças cardiovasculares, diabetes, distúrbios neurológicos e câncer 29. 

 

4. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste estudo reafirmam o potencial do suco cupuaçu no 

desenvolvimento de bebidas probióticas. As amostras de sucos (fermentados ou não 

fermentados por L. rhamnosus ATCC 9595) apresentaram-se segundo as diretrizes brasileiras 

mesmo após 28 dias de refrigeração. As amostras armazenadas dos dois sucos não apresentaram 

alterações significativas nos teores de Cinzas, umidade e B° nos períodos analisados; no entanto 

foi detectado aumento nos valores de pH apenas para o suco não fermentado. Importantemente, 

a população de L. rhamnosus ATCC 9595 se manteve estável durante o armazenamento. L. 

rhamnosus ATCC 9595 cultivado no suco de cupuaçu apresentou resistência às condições 

adversas simuladas pelo trato gastrointestinal. Adicionalmente, a fermentação com L. 
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rhamnosus ATCC 9595 aumentou significativamente as características antioxidantes do suco 

de cupuaçu, um achado relacionado ao aumento de compostos fenólicos totais. 

Neste contexto, sugere-se que a fermentação do suco de cupuaçu por L. rhamnosus 

ATCC 9595 é uma estratégica eficiente para aumento das propriedades antioxidantes. A bebida 

elaborada é um produto probiótico livre de lactose, interessante para o mercado vegano e para 

indivíduos com intolerância e alergia, além de ser um alimento funcional com o potencial de 

aliviar os danos patológicos induzidos pelos radicais livres. 
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