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RESUMO

O xique-xique (Pilosocereus gounellei) é uma espécie de cactdcea endémica da regido
nordeste do Brasil. Constitui um recurso natural, sendo utilizado pela populagdo do semiarido
para diversos fins, incluindo alimenticios e medicinais, representando uma importante fonte
de minerais, compostos bioativos e fibras. Neste estudo objetivou-se avaliar in vitro os efeitos
prebidticos do suco de xique-xique (denominado SX) frente a diferentes cepas probioticas de
Lactobacillus, a citar L. acidophillus LA-05, L. casei L-26 e L. paracasei L-10. O
crescimento e o numero de células viaveis das cepas de Lactobacillus foram monitorados em
caldo de Mann, Rogosa e Sharpe (MRS), contendo o SX 1% (10 g/L) e SX 2% (20 g/L),
glicose (20 g/L) e fruto-oligossacarideos - FOS (20 g/L), durante um periodo de 48 h.
Também foram avaliados alguns parametros relacionados a atividade metabodlica das cepas
probidticas ensaiadas quando cultivadas nos diferentes meios de cultura, como os valores de
pH, producdo de 4cidos organicos e o consumo de agUcares. Para cada cepa de Lactobacillus
ensaiada, foram observadas contagem similares de células viaveis nos diferentes meios de
cultivo, sendo alcancadas contagens entre 8.3 — 9.0 log UFC/mL e os valores de pH que
situaram-se entre 3,5 e 3,8, exceto dos caldos contendo SX, que ficaram entre 5,4 e 5,9 ao
final do cultivo de 48 h. O cultivo de todas as cepas de Lactobacillus em MRS contendo
glicose, FOS ou SX resultou em decréscimos de pH, producdo de acidos organicos (acético,
malico, succinico, tartarico e latico) e consumo de acucares (glicose, frutose e maltose) ao
longo do tempo de incubacdo avaliado, indicando intensa atividade metabdlica bacteriana. Em
geral, todas as cepas de Lactobacillus testadas apresentaram capacidade semelhante para
fermentar FOS e SX, embora algumas diferencas quantitativas relacionadas com a producao
de &cidos organicos e consumo de aglcares tenham sido detectadas. Observou-se através dos
resultados deste estudo que o SX possui potencial prebidtico frente a cepas de Lactobacillus.
Estes resultados podem agregar valor positivo ao desenvolvimento e utilizacdo desta cactécea,
proporcionando a insercdo de um novo produto para a industria de alimentos, além de
potencial uso como fonte de carbono em meios de cultivo.

Palavras-chave: suco de xique-xique, atividade prebidtica, Lactobacillus.



ABSTRACT

The xique-xique (Pilosocereus gounellei) is a species of cactus endemic to the northeastern
region of Brazil. It is a natural resource and has been used in the semi-arid population for
fauna purposes, including food and medicines, representing an important source of minerals,
bioactive compounds and fibers. The objective of this study was to evaluate in vitro the
practical effects of the xique-xique juice (denominated XJ) against several probiotic strains of
Lactobacillus, one to mention L. acidophillus LA-05, L. casei L-26 and L. paracasei L- The
total number of viable cells from the Lactobacillus strains was monitored in Mann, Rogosa
and Sharpe (MRS) broth, containing 1% XJ (10 g/L™) and XJ 2% (20 g/L™?), glucose (20 g/L
1y and fructo-oligosaccharides - FOS (20 g/L™) for a period of 48 h. In addition, the evidence
was conditioned to the metabolic activity of probiotic strains when culture forms were
cultivated, such as pH, bacterial production and sugar consumption. For each Lactobacillus
strain tested, similar concentrations of viable cells were observed in different culture media,
ranging between 8.3 - 9.0 log CFU/mL and pH values ranging from 3.5 to 3.8, except for
broths containing SX, which between 5.4 and 5.9 at the end of the 48h culture. The cultivation
of all strains of Lactobacillus in MRS with glucose, FOS or XJ, the production of organic
acids (acid acetic, malic, succinic and lactic) and the consumption of sugars (glucose, fructose
and maltose) over time incubation, binding to high bacterial metabolic activity. In general, all
tested Lactobacillus strains have similar capacity to ferment FOS and XJ, although some
quantities have been related to sugar production and sugars consumption have been detected.
Another way to make XJ present a prebiotic potential against Lactobacillus strains was
observed. The results obtained can add value to the development and utilization of this cactus,
providing an insertion of a new product for a food industry, as well as potential use as a
carbon source in the culture media.

Keywords: xique-xique juice, prebiotic activity, Lactobacillus.
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1 INTRODUCAO

A familia Cactaceae € uma das mais representativas do Nordeste brasileiro e possui
relevancia cultural e econdmica para os agricultores do semiarido (LUCENA et al., 2015).
Apesar de disponivel em todos os periodos do ano, a utilizacéo das cactaceas na alimentagéo
humana se restringe aos periodos de caréncia de alimentos, tornando-as subutilizadas, gerando
preconceitos e tabus a respeito da utilizacdo de espécies silvestres na alimentagdo (CHAVES;
BARROS, 2015).

Embora a utilizacdo das cactaceas na alimentacdo ainda ndo seja valorizada, estudos
demonstraram a importancia nutricional acerca deste género, como contetudo de acUcares

soluveis, fibras dietéticas, presenca de vitaminas como &cido ascorbico e carotenoides,
polifendis e betacianinas (SOUZA, 2014; FILHO et al., 2015). Além disso, sdo uma boa fonte
de minerais, em especial, célcio e potassio, 0s quais poderiam ser utilizados por populagdes
que apresentem deficiéncia destes minerais em sua dieta (RAMIREZ-MORENO et al., 2011).
Dentre as espécies de cactdceas mais utilizadas pela populacdo do Semiarido
brasileiro, o Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum. Bly. ex Rowl), conhecido
popularmente como xique-xique, constitui um recurso natural com importante contribuicédo
para a subsisténcia das populacfes locais e tem sido utilizada para diversos fins, incluindo
alimenticios e medicinais (MONTEIRO et al., 2015; SOUSA, 2018).

Além do consumo da fruta “in natura”, a polpa extraida do caule do xique-Xique tem
sido utilizada na elaboracgéo de diversos produtos como cocada, doces, farinha, cuscuz, geleias
e a polpa seca e transformada em pd pode ser incorporada ao trigo para a elaboracdo de
produtos de panificacdo (PEREIRA et al., 2013; BEZERRIL, 2017; ALMEIDA et al., 2007).

Nos ultimos anos, o estudo de componentes bioativos naturalmente presentes em
alimentos, incluindo-se os probioticos e prebidticos tem ganhado destaque (TURKMEN;
AKAL; OZER, 2019). Os probidticos compdem-se de um grupo de microrganismos que, por
meio de mecanismos de imunomodulagdo, conferem beneficios a saude de quem os ingere
(FAO/WHO, 2002; KAKELAR et al., 2019). Entre esses microrganismos, encontram-se
espécies do género Lactobacillus, que juntamente com outras espécies probidticas, sao
capazes de fermentar seletivamente ingredientes prebidticos, permitindo assim alteragdes
especificas, na composicdo e na atividade da microbiota do trato gastrointestinal (AL-
SHERAJl et al., 2013; FONTELES; RODRIGUES, 2018).

Os prebidticos caracterizam-se como componentes capazes de modular o crescimento

de microrganismos probidticos, e influenciar positivamente os seus efeitos sobre o organismo
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hospedeiro. Neste grupo de componentes, encontram-se os fruto-oligossacarideos, os quais
estdo presentes em uma grande variedade de frutos (GIBSON et al., 2017). O elevado teor de
carboidratos fermentaveis nos vegetais, em especial no Xxigque-xigue, o torna uma potencial
fonte de componentes com propriedades prebidticas (BEZERRIL, 2017).

Nesse contexto, o0 presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo nutricional,
bem como avaliar in vitro o potencial prebidtico do suco de xique-xique frente a
Lactobacillus spp. Desta maneira, acredita-se que a obtencao e a caracterizacdo desse produto,
possam agregar valor positivo ao desenvolvimento e utilizacdo desta cactacea, a qual esta
presente abundantemente na regido do Nordeste brasileiro, em todas as épocas do ano. Além
disso, mostra-se como uma proposta promissora, especialmente devido a escassez de estudos
tecnoldgicos com essa matriz, podendo proporcionar a insercdo de um novo produto, com

propriedades tecnoldgicas, terapéuticas e nutricionais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FAMILIA CACTACEAE

A familia Cactaceae € formada por plantas suculentas, geralmente dotadas de
espinhos, e que habitam principalmente ecossistemas aridos e semiaridos (MENEZES;
RIBEIRO E SILVA, 2015). E dividida em quatro subfamilias: Maihuenioideae,
Pereskioideae, Opuntioideae e Cactoideae (PINTO; SCIO, 2014). Os cactos sdo nativos do
continente Americano, com maior nimero e diversidade de espécies ocorrendo no México
(CACTUS, 2012) (Figura 1).

Figura 1 — Distribuicdo geogréafica da familia Cactaceae.
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FONTE: http://www.thecompositaehut.com/www_tch/webcurso_spv/familias_pv/cactaceae.html.

Os cactos sdo vegetais que possuem cerca de 130 géneros e 1500 espécies, sendo
nativos do Meéxico e encontrados principalmente nas regides aridas e semiaridas
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2011). No Brasil, ha cerca de 40 géneros e 200
espécies, sendo 24 géneros e 88 espécies presentes na regido Nordeste. As cactaceas
encontradas na regido Nordeste, sdo diferentes das cactaceas encontradas na regido Sul e
Sudeste, sendo o estado da Bahia o centro de disseminagdo (LUCENA et al., 2013).

A familia Cactaceae é uma das mais relevantes faner6gamas da Caatinga. Sendo
classificadas neste ambiente em espécies endémicas e “indicadoras da caatinga”. Dentre as
especies desta familia, destacam-se o Cereus jamacaru DC. subsp. jamacaru, Pilosocereus
gounellei (F.A.C. Weber.) Byles & G.D. Rowley subsp. gounellei e Pilosocereus pachyclauds
F. Ritter. subsp. pernambucoensis (F. Ritter) Zappi (DRUMOND et al., 2000; TAYLOR et
al., 2015; ZAPIl, 2008).


http://www.thecompositaehut.com/www_tch/webcurso_spv/familias_pv/cactaceae.html
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Algumas espécies, sdo aplicadas na medicina tradicional, como por exemplo Nopalea
cochenillifera e do mandacaru que atuam como agente anti-inflamatorio, diurético e
hipoglicemiante e em tratamento de Ulceras e bronquites respectivamente (NECCHI et al.,
2012; SILVA, 2015). As cactaceas sdo utilizadas na alimentacdo de bovinos, caprinos e
ovinos, em particular na época da estiagem e representam um papel importante na economia
rural do Nordeste, devido ao seu valor forrageiro (NUNES et al., 2015). No entanto, 0 uso
forrageiro € um dos mais citados na literatura brasileira sobre a utilizacdo desta familia,
enquanto no México é mais utilizado na alimentagdo humana e em Cuba que sua utilidade ¢é
predominantemente medicinal e ornamental (DAVET et al., 2009; LUCENA et al., 2015).

As cactaceas tém a caracteristica de se desenvolver em regides semiaridas, tal fato se
deve a sua adaptacdo morfoldgica e fisiologica a baixa precipitagdo. A sua estrutura fisica
permite 0o armazenamento de agua durante os periodos de estiagem, além de sua estatura e
folhas, as quais evoluiram em espinhos, e evitam a perda de agua por evaporagdo (LUCENA
etal., 2013).

Estudos demonstram, que mesmo estando disponivel em todos os periodos do ano, as
cactaceas sdo pouco ou mal utilizadas no Brasil, mesmo sendo tdo caracteristicas da regido do
Semiarido do nordeste brasileiro (SILVA, 2015). Pesquisas etnobotanicas com cactaceas
foram realizadas em paises como México, Cuba, Colémbia, EUA, Africa do Sul, Eti6pia e
india. Esta familia tem sido utilizada como fonte de micronutrientes na dieta de alguns paises,
principalmente nos que estdo em desenvolvimento, devido & presenca de alguns minerais
como calcio e potassio que, entre outros nutrientes, sdo encontrados em abundancia na
composicdo das cactaceas (BATISTA et al., 2003; MCCONN et al., 2004; RAMIREZ-
MORENO et al., 2011).

Considerando o Nordeste brasileiro, a familia Cactaceae é uma das mais
representativas e, segundo Chaves; Barros (2015), é um grupo dentro das angiospermas de
importancia econdmica relevante, visto que, algumas de suas espécies, sdo utilizadas como
forragem, alimento humano, medicinal e ornamental, além de realizarem interagdes
ecologicas com a fauna.

No Brasil, os estudos etnobotanicos realizados registraram varias potencialidades para
as cactaceas, dentre elas o uso como forragem, a exemplo de Cereus jamacaru DC, subsp.
Jamacaru, Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber) Byles & G.D. Rowley subsp. Gounellei e
Pilosocereus chrysostele (Vaupel) Byles & G.D. Rowley, uteis na alimentacdo de animais
como bovinos e caprinos (ANDRADE et al., 2006; LUCENA et al., 2012; 2012b; 2013;

NUNES et al., 2015). Ja na alimentacdo humana, Lucena et al. (2013) registraram 0 uso da
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polpa (miolo) de P. gounellei subsp. Gounellei em uma comunidade rural da microrregido do

cariri paraibano para fazer farinha e produzir cuscuz.

2.2 Pilosocereus gounellei ((A. Weber ex. K. Schum.) Bly. ex Rowl.)

O xique-xique é uma espécie da familia Cactaceae e o género Pilosocereus da
subfamilia Cactoideae, da tribo Cereeae. Sdo aproximadamente 34 espécies, distribuidas do
México ao Paraguai, apresentando vinte e seis espécies no Brasil, onde seis encontram-se no
estado de Pernambuco (MARTINS et al., 2007; ZAPPI, 1994). E apresentada como uma
cactacea bastante usual no Semiarido nordestino, de tronco ereto, com galhos laterais
afastados e que descreve suavemente uma curva ampla em dire¢cdo ao solo, armada de

espinhos fortes e de coloracdo verde opaca (BARBOSA, 1998) (Figura 2).

Figura 2— llustracdo do Pilosocereus gounellei (xique-xique) situado em Boa Vista — PB.

FONTE: Arquivo pessoal (2017).

Pode ser encontrado em solos pouco favoraveis a exemplo de solos rasos e sobre
rochas e é uma espécie endémica da regido Nordeste do Brasil, que tem distribui¢cdo nas
regibes semiaridas, com ocorréncia nos estados do Maranhdo até a Bahia. Ndo obstante ao
pouco conhecimento a respeito de sua constitui¢do fisico-quimica, o xique-xique é bastante
usado na elaboracédo de bolos, doces e biscoitos, pela populagéo rural. Sua polpa, retirada do
caule, apresenta uma consisténcia que, segundo Almeida et al. (2007), lembra 0 mamao verde.
Lucena et al. (2013) apontaram a utilizacdo da polpa (miolo) do xique-xique pela populagdo
do cariri paraibano na producdo de farinha e cuscuz. Pela medicina, € muito utilizada no
tratamento de infecgGes e inflamagbes (MACIEL et al., 2016).

Apesar do conhecimento medicinal de algumas espécies de cactos, os fundamentos
obtidos pela populacdo do semiarido sobre essas espécies sdo passadas de geracdo em
geracdo, a partir de informag6es obtidas através da experiéncia com 0 meio em que vivem.

Partes do xique-xique, como o caule, raiz, e as flores, sdo popularmente usados para tratar a
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inflamagdo da prostata, ictericia, hiperglicemia e lesdes, corroborando com estudos que
detectaram vestigios de cumarinas, flavonoides e saponinas na polpa do xique-xique (AGRA
et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2007; LUCENA et al., 2015; MEIADO et al., 2010;
ROQUE et al., 2010).

Nascimento et al. (2012), citam informacGes a respeito da utilizagdo do xique-xique
pela populagéo local do municipio de Soledade, localizado no estado da Paraiba, na utilizacao
do cladddio para obtencdo de farinha, assim como as familias locais de Bebedouro e Oitica
que fazem coletas dos frutos do xique-xique devido ao seu sabor palatavel, em comparacdo
aos demais frutos encontrados em época de seca. Na época de seca, nas regifes do nordeste
brasileiro o xique-xique é utilizado como recurso na alimentacdo animal, entretanto, apesar de
ser uma fonte estratégica nessas regides, o conhecimento a respeito desta cactacea € escasso,
necessitando-se um maior aprofundamento a respeito de seu valor nutritivo (SILVA et al.,
2005). Dessa forma, Monteiro et al. (2015), demonstraram em seus estudos, que o Xique-
xique possibilita fornecer a populacdo do semiarido nordestino, condi¢des de subsisténcia, por

ser utilizado como um importante recurso natural.

2.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS: PROBIOTICOS

Os beneficios trazidos pela ingestdo de alimentos funcionais, sobre a salde de quem o0s
ingere ja sdo conhecidos ha bastante tempo. A preocupa¢do com o aumento da expectativa de
vida, a busca por uma alimentacdo mais saudavel e que proporcione uma melhoria no
funcionamento do organismo, tem influenciado a comunidade cientifica a realizar pesquisas
com esse grupo alimentar (SABATER et al., 2019).

Os alimentos funcionais tém potencial para promover a salde por meio de
mecanismos ndo previstos pela nutricdo tradicional. Devem apresentar-se sobre forma de
alimentos convencionais, normalmente consumidos na dieta, porém devem normalizar
funcBes corporais de modo que auxiliem na protecdo contra doencas crénicas degenerativas,
como por exemplo, de hipertensédo e diabetes (FAZILAH et al., 2018). Esse grupo alimentar
oferece a utilidade de combinar produtos comestiveis a moléculas biologicamente ativas, com
a finalidade de reparar determinados disturbios metabolicos (TURKMEN et al., 2019).

Planejando seguir a acdo dos outros paises, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
— ANVISA lancou a Resolugdo n. 18 do ano de 1999, elucidando as diretrizes basicas para
comprovacdo das propriedades funcionais de um alimento (ANVISA, 1999). Esse
regulamento tem por objetivo propor que as alegacfes quanto a funcionalidade do produto
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seja comprovada cientificamente, a fim de garantir seguridade ao consumidor. O
englobamento e registro desses alimentos estdo previstos na Resolucdo n. 19, de 30 de abril
de 1999 e Resolucéo n. 2, de 07 de janeiro de 2002 (BRASIL, 2002).

Dentre os nutrientes e ndo nutrientes com alegacgdo de propriedades funcionais fazem
parte da lista da ANVISA: &cidos graxos eicosapentaenoicos (EPA) e docosaexaenoico
(DHA), carotenoides, luteina, zeaxantina, fibras alimentares, frutooligossacarideos, goma
guar parcialmente hidrolisada, inulina, lactulose, polidextrose, quitosana, fitoesterois,
probidticos e proteina de soja.

O termo probidticos foi introduzido em meados da década de 60 por Lilly e Stillwell
(1965), referenciando-se um fator de origem microbioldégica que impulsiona o
desenvolvimento de outros organismos. Nos dias atuais, sdo descritos como microrganismos
vivos, ndo patogénicos, que apresentam capacidade de atuar com efeito benéfico sobre a
salde de quem os consome, quando ingeridos em quantidade adequada (YANG et al., 2019).
Vaérias espécies compdem o grupo dos probioticos, no entanto, as linhagens mais importantes
comercialmente sdo as das bactérias &cido lacticas, sendo as de maior relevancia as
pertencentes ao género Lactobacillus e Bifidobacterium, visto que sdo cepas que podem ser
isoladas e produzidas industrialmente (SAARELA, 2019). Os principais beneficios
atribuidos a ingestdo de culturas probioticas sdo: modulacdo da microbiota intestinal,
equilibrio da microbiota intestinal ap6s o uso de antibidticos, promoc¢do da resisténcia a
colonizagdo intestinal por patégenos, reducdo da populacdo de patégenos por meio da
producdo de substancias com propriedades antimicrobianas, estimulo da digestdo da lactose
em individuos intolerantes a lactose, melhoria do sistema imune, atenuacdo da constipacéo, e
aumento da absorcdo de minerais e producdo de vitaminas (SAAD, 2012; DIAZ et al., 2017;
QUIGLEY, 2019). Porém, de acordo com a lista de alegacdes de propriedade funcional
aprovada pela ANVISA, a comprovacdo da eficicia para efeitos deve estar baseada em
evidéncias cientificas robustas construidas por meio de estudos clinicos randomizados. Além
disso, é fundamental a identificagdo da cepa e das quantidades testadas nos estudos utilizados
como referéncia (EFSA, 2012).

Para ser utilizado como probidtico, o microrganismo estudado, precisa ser reconhecido
internacionalmente, além de se enquadrar nos critérios de seguranca, tecnoldgicos e
funcionais. As consideragdes de seguranca incluem: ndo ter historico de patogenicidade, ndo
estar associadas a outras doencas, ser estaveis geneticamente e ndo apresentar genes
dominantes de resisténcia a antimicrobianos bem como transmiti-los (URNAU, 2012;
QUIGLEY, 2019). Tratando-se dos aspectos tecnologicos, as cepas devem possuir atributos
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sensoriais agradaveis, manter caracteristicas desejaveis e apresentar estabilidade durante
processamento e armazenamento do produto (SILVA; BORGES, 2019). Os critérios
funcionais que devem ser atendidos para o uso como probidtico sdo: estabilidade quando
expostos a pH &cido e aos sais de bile, capacidade de adesdo a mucosa intestinal, capacidade
de colonizagdo, ao menos temporariamente, do intestino, produgdo de compostos
antimicrobianos e manter-se metabolicamente ativo a nivel intestinal (KAKELAR et al,
2019).

Os provaveis mecanismos de acdo desses micro-organismos estdo relacionados as
alteracbes na microbiota intestinal. Os probidticos afetam as bactérias do intestino,
promovendo uma elevacao da quantidade de bactérias anaerdbias benéficas, simultaneamente
a reducdo das populacbes patogénicas. Essas alteracbes na microbiota intestinal incitam o
sistema imunolégico da mucosa e o ndo imunolégico através do antagonismo frente aos
patdgenos potenciais, resultando nos beneficios promovidos por tais microrganismos
(RINALDI, 2018). No entanto, os mecanismos pelos quais 0s probioéticos desempenham esses
efeitos ainda ndo sdo bem definidos. Acredita-se que envolvem altera¢Ges no pH, a producéo
de compostos antimicrobianos, competicdo com patdgenos pelos sitios de ligacdo e por
nutrientes, estimulagdo de células imunomoduladoras entre outras a¢des (KUMAR et al.,
2015).

2.4 COMPONENTES PREBIOTICOS

Os prebidticos sdo componentes ndo digeriveis, que fornecem fonte de carbono para o
crescimento de organismos probidticos no intestino. Estes substratos suportam o crescimento
da microflora probiética e limitam a proliferacdo de microrganismos prejudiciais a salde
(SABATER et al, 2019). Atualmente, os prebioticos sdo definidos como "substrato que é
seletivamente utilizado por microrganismos probioticos, que pode influenciar positivamente
0s seus efeitos sobre o organismo hospedeiro conferindo beneficios sobre o bem-estar e
saude" (GIBSON et al., 2017).

Os prebioticos mais conhecidos atualmente sdo carboidratos nao digeriveis, onde estdo
incluidos a lactulose, inulina e diversos oligossacarideos que fornecem carboidratos
fermentaveis pelas bactérias benéficas do cdlon, podendo ser encontrados em fontes naturais
como vegetais, raizes, frutas, leite e mel (FONTELES; RODRIGUES, 2018). Segundo Wang
(2019), ndo é o prebidtico em si, que é responsavel pelos efeitos benéficos, e sim as mudancas

induzidas na composi¢do da microbiota, considerando que esses efeitos estdo relacionados
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com o crescimento limitado de microrganismos, provocando uma mudanga seletiva na
microflora intestinal (especialmente no co6lon). Faz-se importante destacar que a definicédo de
prebioticos se sobrepbe de forma significativa com a definicdo de fibra dietética; com a
excecdo da sua seletividade para os varios géneros ou espécies de bactérias enddgenas
(FLOCH, 2018).

Os frutanos sdo resistentes a digestdo e absorcdo no intestino delgado humano, e
conseguem alcancar o célon, onde séo seletivamente fermentados por bactérias benéficas, tais
como bifidobacterium e lactobacillus (RUBEL et al., 2014). Os galactooligossacarideos
(GOS), fruto-oligossacarideos (FOS) e inulina sdo os prebidticos que mais se destacam. A
lactulose é um conhecido dissacarideo com excelente atividade prebidtica, sendo
principalmente consumido pelas bactérias do célon proximal (DELGADO; TAMASHIRO,
2018). Os GOS sdo carboidratos ndo-digeriveis, derivados a partir de lactose, que ocorre
naturalmente no leite de mamiferos, e sdo constituidos por cadeias de monémeros de
galactose (YOUNG, et al, 2019). Vérios destes compostos prebidticos fazem parte de uma
dieta comum. No caso dos frutanos, sdo encontrados em vegetais, incluindo, por exemplo,
alho-poro, cebola e alcachofra; enquanto a inulina € comercialmente disponivel, sendo
produzida a partir da raiz da chicéria. Com relagdo aos GOS, estes ocorrem naturalmente no
leite humano, enquanto betaglucanos ocorrem principalmente em gréos e cereais (RIEDER et
al., 2018).

A comunidade cientifica, nos ultimos anos, tem aplicado seus esforcos na busca de
novos ingredientes com potencial prebidtico. Em estudo realizado por Wichienchot,
Jatupornpipat e Rastall, (2010), foram avaliados oligossacarideos presentes na pitaya, que
foram capazes de fermentar lactobacillus e bifidobacterium. Yang et al., (2011), identificaram
as propriedades prebidticas de oligossacarideos presentes em molho de soja, frente a acdo de
cepas de L. bulgaricus e S. thermophilus. Um estudo realizado por Gullon et al. (2014)
detectaram efeitos prebidticos causados por um produto refinado contendo oligossacarideos
pécticos que atuaram na promocgdo do crescimento de bactérias benéficas, causando também
aumento das concentracOes de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Rodrigues et al.,
(2016) detectaram que extratos selecionados de algas marinhas e cogumelos promoveram o
aumento seletivo de bifidobactérias, além do aumento consistente na producdo total de
AGCC.

Atualmente, existe uma atencdo voltada ao uso de prebioticos como ingredientes de
alimentos funcionais com potencial de modulacdo da composi¢do da microbiota do colon

(RIEDER et al., 2018). Contudo, para que esses carboidratos ndo digeriveis possam ser
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classificados como prebioticos, devem atender alguns critérios, tais como: resisténcia a acidez
gastrica e enzimas digestivas e a capacidade de aumentar a viabilidade e/ou atividade de
microrganismos benéficos (SABATER et al., 2019).

Pesquisadores ainda sugerem que a presenca de carboidratos ndo-digeriveis, que s&o
seletivamente fermentados por bactérias benéficas, na dieta, favorece o chamado principio
prebidtico (SAAD et al., 201; LICHT; EBERSBACH; FROKIER, 2012). Segundo Gibson et
al. (2017), qualquer componente alimentar que atinge o cdlon integro é um prebiotico
potencial. No entanto, sdo necessarios estudos que comprovem o provavel efeito prebiotico de
determinados alimentos, tendo em vista o conhecimento de novas fontes alimentares com

potencial prebidtico.
2.5 UTILIZACAO DE CACTACEAS NA ALIMENTACAO HUMANA

No que se refere a utilizacdo de cactaceas como fonte alimentar pela populacdo da
regido do Semiarido Nordestino, ainda ha uma escassez de pesquisas que possam garantir a
seguranca alimentar e nutricional desse produto. A maioria dos estudos tem relacdo com o
género Opuntia, que de acordo com Morales et al. (2012) e Osorio-Esquivel et al. (2011), esse
género ocorre em maior amplitude em diversas regides da América Latina, com destaque na
culinaria Mexicana, na elaboracdo de doces, sucos e geleias. Ramirez-Moreno et al. (2011)
citam varios estudos que mostraram a importancia e a composicdo nutricional acerca deste
género, como contetido de acUcares solaveis, fibras dietéticas, presenca de vitaminas como
acido ascoérbico e carotenoides, polifendis e betacianinas, além de serem uma boa fonte de
minerais, em especial, calcio e potassio, 0s quais poderiam ser utilizados por populacbes que
possuem deficiéncia destes minerais em sua dieta.

Algumas espécies de cactdceas mostram-se também como fonte de fibra dietética. A
citar, espécies de Opuntia dilleni e Opuntia ficus indica estudadas por Mendez et al. (2015) os
quais obtiveram nos cladodios, 3,73 e 2,70 g/100 g de fibra alimentar total em base seca, e
através dos estudos acerca dos cladodios do xique-xique (Pilosocereus gounellei), os quais
apresentaram aproximadamente 46,19 g/100 g de fibra alimentar total, verificando-se que a
ingestdo de 54 g do cilindro vascular, poderia suprir as recomendacdes diarias de fibra
dietética recomendadas (25 g/dia) (BEZERRIL, 2017). Sobre esses aspectos, a utilizacdo de
cactaceas como ingrediente no desenvolvimento de novos produtos, pode suprir a demanda
por produtos com potencial funcional.

Na legislacéo brasileira ndo ha uma categoria para alimentos funcionais, entretanto, ha

a classificagéo para diversos tipos de alimentos, com base na alegacdo de propriedades
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funcionais ou de saude. Segundo a RDC n° 18 de 1999, alimentos com propriedades
funcionais podem ser definidos como aquele que exerca o papel metabolico ou fisioldgico
com o0 nutriente ou outros constituintes (substancias bioativas ou microrganismos) e
possibilitem o crescimento, manutengdo e outras fungdes normais do organismo humano
(BRASIL, 1999).

Os efeitos benéficos proporcionados pela ingestdo de fibras dietéticas, como a
prevencdo das doencas cronicas nao transmissiveis, tém despertado o interesse tecnoldgico e
nutricional (SALEHI et al., 2019). Em particular a fibra soltvel, a qual é evidenciada com um
elevado potencial prebidtico e de aplicacdo tecnoldgica (LOPEZ-VARGAS et al., 2013).
Dessa forma, os prebioticos podem ser classificados como fibras alimentares, que permitem o
crescimento dos microrganismos probioticos, mediantes seu consumo no intestino.

Contudo, as pesquisas acerca das caracteristicas do perfil quimico e nutricional do
suco de xique-xique, permitirdo um maior conhecimento acerca da sua utilizacdo, na
elaboracdo de novos produtos e auxiliardo a populacdo sobre o uso desta cactacea, fornecendo

melhorias no aproveitamento e valorizacdo desta espeécie.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Tecnologia de Alimentos—
Centro de Tecnologia, no Laboratorio de Técnica Dietética, Laboratorio de Bromatologia, no
Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica de alimentos, do Departamento de Nutricdo do
CCS, da Universidade Federal da Paraiba, Campus I, Jodo Pessoa — PB; no Laboratério
Experimental de Alimentos (LEA) do Departamento de Tecnologia de Alimentos do Instituto

Federal do Sertdo Pernambucano, Petrolina- PE.
3.1 MATERIA-PRIMA

A coleta dos cladodios de xique-xique (Pilosocerus gounellei) foi realizada em uma
area de cultivo particular, localizada no municipio de Boa Vista/PB — Brasil com coordenadas
de 07° 15' 32" S 36° 14' 24" O. A planta foi identificada pelo Prof°. Dr°. Leonardo Person
Felix do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba - (CCA/UFPB) e a
espécie certificada (15437) foi depositada no Herbario Prof°. Jaime Coelho Morais
(CCA/UFPB). As amostras de xique-xique seguiram para as analises conforme fluxograma

apresentado na figura 3.

Figura 3 — Fluxograma do delineamento experimental.
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https://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Boa_Vista_(Para%C3%ADba)&params=07_15_32_S_36_14_24_W_type%3Acity_region%3ABR_scale%3A75000
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3.2 OBTENCAO DO SUCO DE XIQUE-XIQUE

Os cladodios de xique-xique foram higienizados com agua corrente e sanitizados com
imersdo em &gua clorada a 10 ppm por 15 minutos, para posterior remogdo de suas cascas.
Para obtencdo do suco foi retirado o talo central e utilizado o cladédio do xique-xique e,
entdo, levado a despolpadeira horizontal da marca MecVal® (Paraiba, Brasil), constituida de
aco inoxidavel, com capacidade de extracdo de 50 Kg/hora, em seguida, foi filtrado em
peneira (20 mesh) e armazenado em garrafas de vidros estéreis a -20 °C para posterior
utilizacdo (Figura 4). Para a realizacéo dos ensaios de atividade prebidtica uma parte do suco
produzido foi liofilizado em liofilizador (LIOBRAS® L101- S&o Paulo, Brasil), onde
permaneceram em processo de secagem por 24 horas, em temperatura de condensador média
de -49 °C, a vécuo, até obtencdo das amostras livres de umidade aparente. O p6 obtido (SX -
Suco de xique-xique), foi embalado em frascos de polipropileno e armazenado a -20 °C. A

figura 5 ilustra o fluxograma do processo do suco de xique-xique.

Figura 4 — Cladddio do xique-xique utilizado para obtencéo do suco in natura.

Cilindro vascular

P B

s .
Talo central

(A) Exposicao do Talo central e Cilindro vascular; (B) Cilindro vascular (polpa); (C) Suco de Xique-xique.
FONTE: Arquivo pessoal.
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Figura 5 — Fluxograma de processamento do suco de xique Xxique.
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3.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

O suco foi submetido a analises para determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas,
de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (2016). Para tanto, foram realizados 0s
seguintes ensaios: determinacdo da acidez molar por meio de titulagdo; umidade e extrato
seco total por meio de secagem em estufa estabilizada a 105 °C até obtencdo de peso
constante; teor de cinzas, quantificado por meio de carbonizacdo, seguida de incineracdo em
forno mufla estabilizado a 550 °C; a quantificacdo do teor de proteina foi realizada pelo
método Kjedahl; na determinacdo dos teores de fibra solGvel e insolavel, foi utilizado o
método enzimatico-gravimétrico; a determinacdo de lipideos foi realizada pelo método de
extracdo a frio (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957). Os acucares foram determinados
conforme a descricdo apresentada no item 3.4.5.

3.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE PREBIOTICA

3.4.1 Microrganismos e preparacao do inoculo

Diferentes cepas de Lactobacillus com propriedades probioticas foram utilizadas neste
estudo, como segue: L. acidophilus LA-05, L. casei L-26 e L. paracasei L-10 (SANCHEZ-
ZAPATA et al., 2013; SOUZA et al., 2015). Estas cepas foram obtidas da Colecdo de Micro-
organismos da Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Catolica do Porto (Porto,
Portugal). As culturas estoque foram mantidas em caldo de Mann, Rogosa e Sharpe (CMRS;
Himedia, india) contendo glicerol (15 g/100 mL) a - 20 °C. Para a utilizagio nos ensaios, cada
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cepa foi inicialmente cultivada em CMRS a 37 °C durante 20 - 24 h (fase estacionéria de
crescimento), colhidas por meio de centrifugacao (4500 g, 15 min, 4 °C), lavadas duas vezes
em solucdo salina estéril (8,5 g/L) e ressuspensas em solucdo salina estéril para obter
suspensdes de células em que a leitura da densidade dptica a 625 nm (OD 625) foi de
aproximadamente 0,1 correspondendo a uma contagem de 10° UFC/mL.

As cepas Escherichia coli ATCC 11303 e E. coli ATCC 25922, foram fornecidas pela
Colecédo de Microrganismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude, Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil), sendo constituidas pelo in6culo
entérico misturado utilizado em ensaios para determinacéo de escores de atividade prebidtica.
As culturas em estoque foram mantidas em caldo M9 (HiMedia) contendo glicerol (150 g/L) a
—20°C. Antes da preparacdo do inoculo, essas cepas foram cultivadas no caldo M9 (HiMedia)
a 37°C por 18-20 h. Cada cultura foi entdo centrifugada a 4500 x g por 15 min a 4 °C, lavada
duas vezes em solucdo salina estéril (NaCl 8,5 g/L) e ressuspensa em solucdo salina estéril
para obtencdo de suspenséo celular com OD625 de 0,1 (10° UFC/MI). O indculo da mistura
entérica foi obtido misturando as duas diferentes suspensdes de E. coli na proporcéo de 1: 1.

3.4.2 Meio de cultura e condicdes de crescimento

O caldo MRS com modificacBes na sua composi¢cdo em relacdo a fonte de carbono foi
utilizado como meio basal para avaliar o efeito prebidtico do SX (SANCHEZ-ZAPATA et al.,
2013; SOUSA et al., 2015). A composicdo dos diferentes meios de cultivo foi a seguinte:
triptona 10 g/L, extrato de carne 8 g/L, extrato de levedura 4 g/L, fosfato de di-potassio de
hidrogénio 2 g/L, Tween 80 g/L, acetato de sodio 5 g/L, citrato de amonio tribasico 2 g/L,
sulfato de magnésio 0,2 g/L, sulfato de manganés 0,04 g/L, e a sua respectiva fonte de
carbono de 10 ou 20 g/L. Para monitorar o crescimento das estirpes probidticas, foram
preparados cinco caldos diferentes: CMRS sem fonte de carbono, CMRS contendo glicose 20
g/L (CMRS original), CMRS contendo fruto-oligossacarideos (FOS: um ingrediente
prebidtico bem conhecido - TUOHY et al., 2003; GIBSON et al., 2017) 20 g/L, CMRS
contendo X (1%) 10 g/L e CMRS contendo XJ (2%) 20 g/L. Além disso, foi monitorado o
crescimento bacteriano em agua destilada estéril contendo apenas o suco a 10 ou 20 g/L..
Todos os ingredientes utilizados na formulagdo do CMRS foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), com a excecao de FOS, que foi obtido a partir da Roval Itda (Paraiba,
Brasil).
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3.4.3 Monitoramento do crescimento bacteriano

A fim de verificar a capacidade das cepas de Lactobacillus em utilizar o suco de
xique-xique como Unica fonte de carbono, bem como para selecionar a concentragdo do suco
a ser utilizada em ensaios posteriores, o crescimento bacteriano foi avaliado primeiramente
utilizando-se um ensaio de monitoramento do crescimento bacteriano em microplaca
(SANCHEZ-ZAPATA et al., 2013; SOUSA et al., 2015). Para isso, o indculo de cada uma
das cepas testadas foi distribuido (2%, v/v) em uma microplaca de 96 pocos contendo 200 pL
do respectivo meio de cultivo. Logo apos, a microplaca foi incubada a 37 °C em
leitor/incubador de microplacas (EON, Biotek, EUA), para avaliagdo do crescimento
bacteriano (absorbancia - DO 655 nm) em diferentes intervalos de tempo de incubacéo (O -
logo apds a homogeneizacao, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 h).

3.3.4 Avaliacédo da viabilidade celular bacteriana

A viabilidade celular das cepas de Lactobacillus nos diferentes meios de cultura foi
avaliada utilizando-se o procedimento de contagem de células viaveis. Para tanto, aliquota de
suspensOes das cepas teste foram inoculadas (2%, v/v) em frascos estéreis contendo 10 mL
dos diferentes meios de cultivo. As misturas foram suavemente agitadas manualmente durante
30 s, e subsequentemente incubadas de forma estatica sob condi¢des de aerobiose a 37 °C.
Em diferentes intervalos de tempo de incubacdo (0 - apenas depois da homogeneizagao, 6, 12,
18, 24 e 48 h de pos-incubacdo), aliquotas de 100 pL de cada mistura foram diluidas
seriadamente em solucdo salina estéril, e, subsequentemente, aliquotas de 10 pL de cada
diluicdo foram adicionadas ao agar MRS, utilizando-se uma técnica de inoculacdo de
microgotas (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001), para contagem de células
viaveis. As placas foram incubadas aerobicamente a 37° C durante 24 - 48 h, e os resultados

foram expressos como log UFC/mL.

3.4.5 Parametros da atividade metabdlica dos probidticos

A atividade metabdlica das cepas de Lactobacillus foi avaliada através da
determinacdo dos valores de pH, acucares e acidos organicos nos meios de cultivo em
diferentes intervalos de tempo (0 - logo apds a homogeneizacdo e 6, 12, 18, 24 e 48 h pos-
incubacdo). Os valores de pH foram medidos usando um potenciémetro digital (modelo
Q400A5, Quimis, Sao Paulo-SP) seguindo um procedimento padrdo (AOAC, 2012). Acucares

(glicose, frutose e maltose) e acidos organicos (acético, succinico, latico e malico) foram
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medidos simultaneamente por HPLC usando um cromatografo Agilent (modelo 1260 Infinity
LC, Agilent Technologies, EUA), uma bomba de solvente quaternario (modelo G1311C),
desgaseificador, compartimento da coluna termostatica (modelo G1316A) e amostrador
automatico (modelo G1329B), acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD) (modelo
G1315D) e Detector de indice de Refracdo (RID) (modelo G1362A). As demais condigBes
analiticas foram as seguintes: uma coluna Agilent Hi-Plex H (7,7 x 300 mm, 8 p); fase mével
H2SO4 4 mM/L em &gua ultrapura; e taxa de fluxo 0,7 mL/min. Os dados foram processados
urilizando o software OpenLAB CDS ChemStation EditionTM (Agilent Technologies). Os
picos da amostra de HPLC foram identificados comparando os seus tempos de retencdo com
os dos padrdes de &cidos organicos e aglcares. As amostras foram filtradas em membranas de
0,45 micras e injetadas duplicadamente, e as areas médias dos picos foram usadas para
quantificacdo (BALL et al., 2011). Os padrdes de glicose e frutose foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA); a maltose foi obtida da Chem Service (West Chester, EUA); e 0s
acidos succinico, acético, latico e malico foram obtidos da Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), todos com pureza > 99%. A &gua ultrapura foi obtida a partir de um sistema
MilliQ® (EMD Millipore, EUA) e o acido sulfarico foi obtido da Merck (Darmstadt,

Alemanha).

3.4.6 Escore de atividade prebidtica

Para a determinacdo dos escores de atividade prebiotica, o in6culo de cada uma das
cepas de Lactobacillus testadas (2%, v/v) foi dispensado em frascos estéreis contendo 4 mL
de CMRS basal incluindo glicose, SX 1%, SX 2% ou FOS. Em paralelo, foram adicionadas
suspensdes de indculo da mistura entérica (Escherichia coli ATCC 11303 e E. coli ATCC
25922 a uma proporcao de 2%, v/v) ao caldo M9 (Sigma-Aldrich) contendo glicose, SX 1% ,
SX 2% ou FOS. As misturas foram suavemente agitadas manualmente durante 30 s e
subsequentemente incubadas estaticamente sob condigdes aerdbicas a 37° C, em dois
intervalos de tempo diferentes [0 (isto €, logo ap6s homogeneizacdo) e 48 h apds a
incubacgao], as aliquotas de 100 pL de cada mistura foram diluidas em série em solucdo salina
estéril e, posteriormente aliquotas de 10 uL. de cada diluicdo, foram inoculadas utilizando a
técnica da microgota, em agar MRS ou EMB para as cepas de Lactobacillus e a mistura
entérica, respectivamente. As placas foram incubadas aerobicamente a 37° C durante 48 h.
Apbs o periodo de incubacao, as células viaveis foram contadas (log UFC/mL). O indice de
atividade prebiotica do SX em relacdo a cada estirpe de Lactobacillus foi determinado usando

a seguinte equagao:
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E =(log de prob UFC'mL nopreba48 h —log prob UFCmL nopreba Oh) ___
(log prob UFC/mL em G a3 48 h — log prob UFC/ mL na Ga 0 k)]

(log ent UFC/mL no preb azs 48 h — log ent UFC'mL em pre a O h)
(logent UFCmL em Gas4Sh—logent UFC'mL em GaOh)

Onde:

E: escore de atividade prebidtica; Prob: probiotico; Preb: prebidtico; G: glicose; Ent:

entérico.

Uma pontuacdo positiva da atividade prebidtica é obtida se a cepa probidtica testada
cresce melhor (com base na contagem de células viaveis) no prebidtico do que na glicose e/ou
se 0 prebidtico tem um maior crescimento que a mistura entérica. Isso indica que o
ingrediente ¢ metabolizado tdo bem quanto, ou melhor que a glicose pelo probidtico e é

metabolizado seletivamente pelo probiotico, mas ndo por outras bactérias intestinais.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata, em trés experimentos distintos, e 0s
resultados foram expressos como médias, desvio e erro-padrdo. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey, utilizando um p < 0,05. Para isso,

foi utilizado o software Graphpad Prism 7.0.
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4 RESULTADOS

Os resultados e discussdo da presente dissertacdo estdo apresentados na forma de
artigo cientifico, original intitulado: In vitro evaluation of potential prebiotic effects of a
freeze-dried juice from Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum. Bly. Ex Rowl)

cladodes, an unconventional edible plant from Caatinga biome.

O referido artigo encontra-se publicado e formatado de acordo com as normas do

periodico 3 Biotech.
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Abstract

This study evaluated in vitro the potential prebiotic effects of a freeze-dried juice extracted from cladodes of Pilosocer-
eus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Bly. Ex Rowl, an unconventional edible plant from Brazilian Caatinga biome and
popularly known as xique-xique. Prebiotic effects of freeze-dried xique-xique cladode juice (XCJ, 20 g/L) were evaluated
by measurements of prebiotic activity scores and stimulatory effects on growth and metabolic activities of probiotic Lacto-
bacillus acidophilus LA-05, L. casei L-26 and L. paracasei L-10, which are beneficial species found as part of human gut
microbiota. XCJ showed positive prebiotic activity scores on all examined probiotics, indicating a selective stimulatory effect
on these microorganisms in detriment to enteric pathogens. Examined probiotics had high viable counts (> 8 log CFU/mL)
after 48 h of cultivation in media with XCJ (20 g/L), representing an increase of > 2 log CFU/mL when compared to viable
counts found on time zero. Cultivation of probiotics in media with XCJ resulted in decreased pH during the 48 h-incubation.
Contents of fructose and glucose decreased in media with XCJ inoculated with L. acidophilus LA-05, L. casei L-26 or L.
paracasei L-10 during the 48 h-cultivation, in parallel with an increase in contents of acetic and lactic acids. Measured effects
of XCJ on probiotics were overall similar to those exerted by fructoligosaccharides (20 g/L), a proven prebiotic ingredient.
These results showed that XCJ could exert selective stimulatory effects on different Lactobacillus species, which are indica-
tive of potential prebiotic properties.
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Introduction

Interest in rational explotaiton of plant biodiversity as a nat-
ural source of sustainable food products and health promot-
ing bioactive compounds has been growing due to its abun-
dance, safety and impacts in local economy (Maciel et al.
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investigations on its nutritional composition, bioactive com-
pounds and health-promoting properties (Monteiro et al.
2015; Sousa et al. 2018).

Early investigations on biological properties of xique-
xique have shown gastroprotective effects of ethanol
extracts from stem and roots (Sousa et al. 2018), antipyretic
activity of cladode saline extract (de Oliveira et al. 2018)
and intestinal anti-inflammatory and antioxidant effects
of xique-xique cladode juice in in vivo animal models (de
Assis et al. 2019). These biological effects have been pri-
marily linked to presence of a variety of phenolics and/or
high amounts of dietary fiber, especially of soluble fibers,
in xique-xique edible parts (de Assis et al. 2019; Sousa
et al. 2018).

Soluble fibers and phenolics have been associated with
prebiotic effects of plant-derived products (Danneskiold-
Samsge et al. 2019; de Albuquerque et al. 2020). Prebiot-
ics are substrates selectively utilized by microorganisms
forming the gut microbiota, causing a range of benefits
to host health primarily associated with their modulatory
effects on intestinal microbiota (Chlebowska-Smigiel
et al. 2017; Gibson et al. 2017; Massa et al. 2020). Cri-
teria considered for selection of prebiotics include non-
absorbability and fermentability by beneficial intestinal
microorganisms, besides to ability to stimulate the growth
and metabolism of probiotics in large intestine (Gibson
et al. 2017; Mohanty et al. 2018). Lactobacillus has been
the most common genera studied for probiotic use and
found as part of human intestinal microbiota (Chlebowska-
Smigiel et al. 2017; Das et al. 2020), in addition to be
ordinarily selected as test microorganisms in in vitro
investigations to evaluate prebiotic properties of foods
(de Albuquerque et al. 2020; Gomez et al. 2019; Massa
et al. 2020).

This study aimed to evaluate the potential prebiotic
effects of a juice extracted from Xxique-xique cladodes
through measurements of stimulatory effects on growth and
metabolic activities of different probiotic Lactobacillus iso-
lates using in vitro experimental models.

Materials and methods

Xique-xique collection and freeze-dried juice
preparation

Xique-xique (Pilosocerus gounellei) cladodes were col-
lected in a private cultivation area located at the municipal-
ity of Boa Vista (coordinates 07° 15’ 32" S 36° 14’ 24" O,
Paraiba, Brazil). The plant was identified by Prof. Dr. Leon-
ardo Person Felix (Center of Agricultural Sciences, Federal
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University of Paraiba, Bananeiras, Paraiba, Brazil) and a
certified voucher specimen (number 15437) was deposited
in Herbarium Prof. Jaime Coelho Morais (Center of Agricul-
tural Sciences, Federal University of Paraiba, Areia, Paraiba,
Brazil).

For juice extraction, xique-xique cladodes were washed
with running tap water and sanitized by immersion in
150 ppm chlorinated water for 15 min. Peel and central stem
were removed and remaining flesh was mashed in a pulp-
ing machine (MecVal®, Gambolo, Italy), sieved (20 mesh),
portioned in sterile screw-capped glass flasks and frozen
(— 181 °C). Prior to use in assays to evaluate the potential
prebiotic effects, frozen juice was lyophilized using a bench
top liophylizer (L-101 model, Liotop, S&o Carlos, Séo Paulo,
Brazil) for approximately 48 h (average condenser tempera-
ture: -49+2 °C, vacuum pressure: <138 puHg, freeze-drying
speed: 1 mm/h). Freeze-dried xique-xique cladode juice
(XCJ) was packaged in polypropylene bags and stored at
-20 °C.

Phyisicochemical characteristics of XCJ

Physicochemical characteristics of XCJ were determined
using standard procedures (AOAC 2016), to cite: molar
acidity measured by titration; moisture, ash and total dry
extract measured by drying up to reaching a constant
weight; and protein content measured by Kjeldahl method.
Lipid content was measured with a cold extraction method
(Folch et al. 1957). An enzymatic—gravimetric method was
used to measure soluble and insoluble fiber contents (Hor-
witz et al. 2005; Prosky et al. 1992). Sugar and organic
acid contents were measured using procedures described in
"Measurements of pH, organic acids and sugars in cultiva-
tion media".

Prebiotic activity assays
Microorganisms and inoculum preparation

Three isolates of different Lactobacillus species with well-
known probiotic properties were used, to cite: L. acidophilus
LA-05, L. casei L-26 and L. paracasei L-10 (Menezes et al.
2017; Sanchez-Zapata et al. 2013; Sousa et al. 2015). These
Lactobacillus species have been commonly reported as part
of human intestinal microbiota (David et al., 2014; de Albu-
querque et al. 2020; Sun et al., 2018). Stocks were kept in de
Mann, Rogosa and Sharpe (MRS) broth (HiMedia, Mumbai,
India) with glycerol (Sigma Aldrich, St. Louis, MA, USA,;
15 mL/100 mL) at—20 °C. Before use in assays, each isolate
was grown in MRS broth at 37 °C during 20-24 h, collected
by centrifugation (4500xg, 15 min, 4 °C), washed twice and
re-suspended in sterile saline (0.85 g/100 mL) to obtain a



3 Biotech (2020) 10:448

Page 30f9 448

cell suspension with an optical density reading at 625 nm
(OD625) of approximately 0.8. Each isolate was tested sepa-
rately in experiments (Duarte et al. 2017; Massa et al. 2020).
Escherichia coli ATCC 11,303 and E. coli ATCC
25,922 were used to prepare an enteric inoculum to deter-
mine the prebiotic activity scores. Stocks were kept on
Muller-Hinton (MH) agar (MHA; HiMedia) with glycerol
(15 mL/100 mL, Sigma Aldrich) at -20 °C. Before use in
assays, each isolate was cultivated in Brain Heart Infusion
(BHI) broth (HiMedia) at 37 °C for 18-20 h. Each culture
was collected by centrifugation (4500 x g, 15 min, 4 °C),
washed twice and re-suspended in sterile saline to obtain
a cell suspension with OD625 of approximately 0.1. The
enteric inoculum was obtained by mixing the two differ-
ent E. coli suspensions in a rate of 1:1 (Duarte et al. 2017;
Massa et al. 2020).

Measurements of prebiotic activity scores

A 0.2 mL-aliquot of examined probiotic suspension was
homogenized with 10 mL of MRS broth with glucose, FOS
or XCJ (20 g/L). In parallel, a 0.2 mL-aliquot of the mixed
enteric inoculum was homogenized with 10 mL of M9
broth (Sigma-Aldrich) with glucose, FOS or XCJ (20 g/L).
On time zero (just after homogenization) and after 48 h
of incubation (37 °C), a 1 mL-aliquot of each cultivation
medium was diluted (1:9) in sterile saline solution and a
100-pL aliquot of each dilution was plated on MRS agar
(HiMedia) or eosin methylene blue agar (HiMedia) for
probiotic and enteric mixture enumeration, respectively,
and incubated at 37 °C for 24 h. The viable counts (Log
CFU/mL) were enumerated at the end of the incubation
period and prebiotic activity score was determined with
the formula:

probiotic Iog% on prebiotic at 48 h—probiotic log % on prebioticatOh
m m

Prebiotic activity score =

mL

probiotic log £FY on glucose at 48 h—probiotic log ¥ on glucose at0 h

. &)

enteric log @Lon prebiotic at 48 h—enteric log ﬁLon prebioticatOh
m m

enteric log Y on glucose at 48 h —enteric log ™ on glucoseatOh

mL

mL

Cultivation media

A MRS broth modified in relation to the sole carbon source
was used as a basal medium to evaluate the growth and
metabolic activity of examined probiotic isolates (Sanchez-
Zapata et al. 2013; Sousa et al. 2015). Composition of dif-
ferent cultivation media used in experiments was: tryptone
10 g/L, meat extract 8 g/L, yeast extract 4 g/L, hydrogen
di-potassium phosphate 2 g/L, Tween 80 g/L, sodium acetate
5 g/L, tribasic ammonium citrate 2 g/L, magnesium sulphate
0.2 g/L, manganese sulphate 0.04 g/L and respective carbon
source 20 g/L. To measure the probiotic growth and param-
eters indicative of metabolic activities, three different media
were formulated: MRS broth with 20 g/L glucose (standard
MRS broth), MRS broth with 20 g/L fructooligosaccharides
(FOS, a proven prebiotic ingredient) (de Albuquerque et al.
2020; Gibson et al. 2017) and MRS broth with 20 g/L XCJ.
All ingredients used to formulate the cultivation media were
obtained from Sigma-Aldrich, with the exception of FOS
obtained from Galena Industrial (Campinas, S&o Paulo,
Brazil).

A positive prebiotic activity score indicates that exam-
ined cultivation media ingredient is metabolized as well
as or better than glucose by inoculated probiotic, besides
to the occurrence of selective stimulatory effects on exam-
ined probiotic growth in detriment to the enteric mixture,
which is characteristic of potential prebiotic activity
(Duarte et al. 2017; Zhang et al. 2018).

Measurements of probiotic viable counts

The inoculum of examined probiotic isolate was dispensed
(2 mL/100 mL) in sterile flasks with the respective cultiva-
tion media (100 mL; final viable counts of approximately
6.5 log CFU/mL). The mixtures were gently hand-shaken
for 30 s and incubated at 37 °C. At different incubation
times (0—just after homogenization and after 6, 12,
18, 24 and 48 h), a 100 pL-aliquot of each mixture was
diluted (1:9) in sterile saline solution, and, subsequently,
a 20 pL-aliquot of each dilution was plated on MRS agar.
Plates were incubated at 37 °C for 24 h and results were
expressed as log CFU/mL (de Albuquerque et al. 2020).
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Measurements of pH, organic acids and sugars
in cultivation media

Metabolic activity of probiotics was evaluated by measur-
ing the pH values and contents of sugars and organic acids
in cultivation media at different incubation time intervals.
pH values were measured (time zero—immediately after
homogenization and after 6, 12, 18, 24 and 48 h) with
a digital potentiometer following standard procedures
(AOAC 2016). Contents of sugars (glucose and fructose)
and organic acids (acetic and lactic acids) were simultane-
ously measured (after 12, 24 and 48 h) with HPLC—diode
array detector (DAD)—refractive index detector (RID)
using an Agilent chromatograph (model 1260 Infinity
LC, Agilent Technologies, St. Clara, CA, USA) equipped
with a quaternary solvent pump (G1311C model), degas-
ser, thermostatic column compartment (G1316A model)
and automatic auto-sampler (G1329B model), coupled
with a DAD (G1315D model) and RID (G1362A model)
according to a previously described method for simultane-
ous sugar and organic acid detection (Coelho et al. 2018).
The other analytical conditions were: an Agilent Hi-Plex
H column (8 um, 7.7 x 300 mm); mobile phase H2SO4
4 mMJ/L in ultrapure water; flow rate 0.7 mL/min; separa-
tion temperature 70 °C; and sample injection volume 10
pL. Organic acids were detected by DAD at 210 nm and
sugars were detected by RID. Data were processed with
OpenLAB CDS ChemStation EditionTM software (Agi-
lent Technologies). HPLC sample peaks were identified by
comparing their retention times with those of organic acid
and sugar standards. Samples were filtered in 0.45 micron
membranes and double injected. Mean peak areas were
used for quantification. Glucose and fructose standards
were obtained from Sigma-Aldrich; acetic and lactic acid
standards were obtained from Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil).

Statistical analysis

Experiments were done in triplicate in three different occa-
sions. Results were expressed as average + standard devia-
tion. Data were submitted to Student’s t test or analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s test, using p<0.05.
Statistical analyses were done with Graphpad Prism 7.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results
Results of physicochemical parameters of XCJ showed a low
acidic pH and high contents of ash (30.10 = 0.03 g/100 g)

and soluble fibers (14.4 + 0.02 g/100 g). XCJ had
low contents of proteins (7.59 £+ 0.06 g/100 g) and fat
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(2.35£0.01 ¢/100 g). Glucose (0.28 +0.05 ¢g/100 g) and
fructose (0.21+0.06 g/100 g) were found in XCJ (Table 1).

XCJ showed positive prebiotic activity scores
(0.9 £0.2-1.1 + 0.3) on L. acidophilus LA-05, L. casei L-
26 and L. paracasei L-10. Prebiotic activity scores found
for XCJ on examined probiotics were similar (p > 0.05) to
those found for FOS (0.9£0.3-1.3+0.2). XCJ showed simi-
lar prebiotic activity scores (p > 0.05) on three examined
probiotics (Table 2).

L. acidophilus LA-05, L. casei L-26 and L. paracasei L-
10 had high viable counts (>8 log CFU/mL) after 48 hof
cultivation in media with XCJ, glucose or FOS. Viable
counts of examined probiotics had an increase of > 2 log
CFU/mL in media with XCJ, glucose or FOS after 48 h of
cultivation when compared to viable counts found on time
zero. Examined probiotics had overall increased viable
counts up to 12 or 18 h of cultivation, followed for steady
viable counts up to 48 h of cultivation regardless of the car-
bon source in media. L. acidophilus LA-05 and L. casei L-26
had similar viable counts (p>0.05) after 48 h of cultivation

Table 1 Physicochemical parameters (mean + standard deviation,
n = 3) of juices extracted from xique-xique (Pilosocereus gounellei)
cladodes. Results are expressed under a dry matter basis

Parameters Values
Glucose (g/100 g) 0.28+0.05
Fructose (g/100 g) 0.21+0.06
Maltose (g/100 g) 0.05+0.02
Rhamnose (g/100 g) <LOD
Total dietary fiber (g/100 g) 16.23+0.03
Soluble fiber (g/100 g) 14.40 £0.02
Insoluble fiber (g/100 g) 1.83+£0.02
Ash (g/100 g) 30.10+0.03
Protein (g/100 g) 7.59+0.06
Lipid (g/100 g) 2.35+0.01
pH 5.02+0.02

<LOD: below the limit of detection

Table 2 Prebiotic activity scores (mean + standard deviation, n = 3) of
freeze-dried xique-xique (Pilosocereus gounellei) cladode juice (XCJ,
20 g/L) and fructooligossaccharides (FOS, 20 g/L) on different probi-
otic Lactobacillus isolates

Probiotics XCJ FOS

L. acidophilus LA-05 1.0+0.3 1.0+0.2
L. casei L-26 0.9+0.2 0.9+0.3
L. paracasei L-10 1.1+0.3 1.3+0.2

No significant difference (p > 0.05) among values found for XCJ or
FOS on different probiotic isolates, as well as for XCJ and FOS on
a same probiotic isolate, based on Tukey’s test and Students’ t test,
respectively



Time of incubation (h)

Fig. 1 Viable counts (1) of L. acidophillus LA-05 (a), L. casei L-26
(b) and L. paracasei L-10 (c) and pH values (2) in media with glu-
cose (20 g/L, - @ =), fructooligosaccharides (20 g/L, -m-) and

in media with XCJ, FOS or glucose, while L. paracasei L-10
had higher viable counts (p < 0.05) in media with FOS, fol-
lowed by media with glucose or XCJ. L. acidophilus LA-05,
L. casei L-26 and L. paracasei L-10 had similar viable
counts (p > 0.05) after 48 h of cultivation in media with a
same carbon source (Fig. 1al-c1).

Cultivation of probiotics in media with XCJ, glucose
or FOS resulted in lower pH after 48 h when compared to
time zero (p <0.05). Lowest pH values of cultivation media
were reached after 18 or 24 h of incubation, which did not
change (p > 0.05) up to 48 h. Cultivation media with glu-
cose or FOS had lower pH after 48 h (pH of approximately
4) when compared to cultivation medium with XCJ (pH of
approximately 5) regardless of the inoculated probiotic. No
difference (p > 0.05) in pH was found after 48 h of cultiva-
tion of a same probiotic in media with XCJ, glucose or FOS
(Fig. 1la2—c2).
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freeze-dried xique-xique (Pilosocereus gounellei) cladode juice (XCJ,
20 g/L,__w_) during a 48 h-cultivation (37 °C) (n=3)

Contents of glucose and/or fructose decreased (p < 0.05)
in media with XCJ, glucose or FOS inoculated with L. acido-
philus LA-05, L. casei L-26 or L. paracasei L-10 during the
48 h-cultivation. Glucose was the sugar found at the highest
contents after 12 h of cultivation in media with XJ regardless
of the inoculated probiotic, being rapidly depleted already
after 24 h of cultivation. Contents of acetic and lactic acid
increased (p<0.05) during the 48 h-cultivation in media with
XCJ regardless of the inoculated probiotic. Acetic acid was
found at higher contents than lactic acid during the 48 h-cul-
tivation in media with XCJ regardless of the inoculated probi-
otic. In most cases, contents of acetic and lactic acid increased
(p<0.05) during the 48 h-cultivation in media with glucose
or FOS inoculated with examined probiotics. Contents of
lactic acid were higher in media with glucose or FOS when
compared to media with XXJ during the measured cultiva-
tion period regardless of the inoculated probiotic. Contents
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Table 3 Contents of sugars and organic acids (g/L, n =3) in media with glucose (20 g/L), fructooligosaccharides (FOS, 20 g/L) or freeze-dried xique-xique (Pilosocereus gounellei) cladode
juice (XCJ, 20 g/L) inoculated with Lactobacillus acidophilus LA-05, L. casei L-26 or L. paracasei L-10 during a 48 h-cultivation (37 °C)

Parameters Time (h) L. acidophilus LA-05 L. casei L-26 L. paracasei L-10
Glucose FOS XXJ Glucose FOS XXJ Glucose FOS XXJ

Sugars

Glucose 12 7.87+0.07% 0.68+0.05"" 0.29+0.03° 7.81+0.0772 0.54+0.05"° 0.19+0.02° 4.46+0.077° 0.30+0.05"° 0.24+0.03°
24 3.21+0.0652 0.57+0.05"" <LOD 3.50+0.0652 0.42+0.05"° <LOD 0.89+0.0652 0.29+0.017° <LOD
48 0.03+0.01¢ 0.03+0.0152 <LOD 0.06+0.01¢° 0.39+0.017 <LOD 0.50+0.01¢® 0.25+0.05"° <LOD

Fructose 12 Nd 5.52+0.07% 0.04+0.03%°  Nd 3.61+0.06" 0.02+0.01"°  Nd 6.45+0.0772 0.05+0.017°
24 Nd 2.28+0.0652 0.03+0.01"°  Nd 2.18+0.0552 0.03+0.02"  Nd 0.60+0.0352 0.03+0.027°
48 Nd 0.08+0.01¢ <LOD Nd 0.45+0.02% 0.04+0.03"°  Nd 0.24+0.02¢ <LOD

Organic acids

Lacticacid 12 11.43+0.07°®  8.43+0.05°° 2.19+0.03%  9.75+0.07% 6.06+0.05%° 2.01+0.03%° 10.04+0.06%®  9.99+0.05% 1.55+0.03%
24 12.76+0.06%°  14.40+0.05%  2.83+0.03"°  14.75+0.06%%  14.11+0.05%°  1.96+0.035%¢  1835+0.07%%  11.04+0.05%®  2.50+0.035¢
48 18.34+0.01"%  16.52+0.07"°  2.46+0.03°°  22.17+0.01"*  14.80+0.05"°  1.86+0.03C°  22.22+0.07"*  21.58+0.07"°  3.40+0.03"¢

Aceticacid 12 2.44+0.065° 1.92+0.055¢ 3.30+0.03%  1.98+0.03% 1.42+0.07¢ 2.46+0.03%®  3.02+0.045¢ 3.31+0.04% 3.20+0.03%°
24 1.82+0.03%° 1.89+0.06%° 3.46+0.02%%  1.93+0.03% 1.92+0.065° 2.68+0.035%  3.24+0.04" 2.01+0.06%° 3.28+0.03%
48 3.20+0.03% 3.21+0.03% 3.95+0.04"°  2.37+0.03° 2.23+0.01%° 3.18+0.04%  2.58+0.04° 2.57+0.01%° 3.63+0.03"

A-C: different superscript capital letters in the same column for the same sugar/organic acid at different cultivation time for each tested isolated denote differences (p <0.05), based on Tukey’s
test; a—c: different superscript small letters in the same row and different measured sugars/organic acids for each isolate among media with glucose, FOS and XCJ denote difference, based on

Tukey’s test (p<0.05)

Nd not determined
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of acetic acid were higher in media with XXJ after 24 and
48 h of cultivation when compared to media with glucose or
FOS (Table 3).

Discussion

Positive prebiotic activity scores found for XCJ indicate
its capability of stimulating selectively Lactobacillus spe-
cies in detriment to enteric pathogens (de Albuquerque
et al. 2020; Duarte et al. 2017; Zhang et al. 2018). This
selective stimulatory effect is an important characteristic
for a prebiotic food because it could impose a competitive
advantage of Lactobacillus species on enteric pathogens
co-existing in intestinal environment (de Albuquerque
et al. 2020; Massa et al. 2020). Examined Lactobacillus
isolates had overall similar ability to increase their popu-
lations and reduce the pH over time in cultivation media
with XCJ or FOS, the main prebiotic ingredient in use by
food industry (de Paulo Farias et al. 2019; Gibson et al.
2017), which are indicative of intense stimulatory effects
on Lactobacillus growth and metabolism (Duarte et al.
2017; Massa et al. 2020).

These stimulatory effects could be related to a range of
nutrients available in XCJ for use as fermentable substrates
by Lactobacillus, particularly the contents of soluble fib-
ers. Specifically, soluble fibers are resistant to digestion and
absorption in human small intestine, reaching the colon
where they are selectively fermented, being characterized
as important energy sources for beneficial bacteria part of
intestinal microbiota (Franco-Robles and Lépez 2015; Wang
etal. 2019). Sugars (e.g., glucose and fructose) found in XCJ
could be also fermentable substrates for examined Lactoba-
cillus (Massa et al. 2020).

An early study identified different phenolics in XCJ (e.g.,
catechin, epicatechin, quercetin 3-glucoside, rutin, kaemp-
ferol 3-glucoside, gallic acid, caffeic acid, chlorogenic acid
and hesperidin) (de Assis et al. 2019), many of which have
been reported to exert stimulatory effects on probiotic Lacto-
bacillus (de Souza et al. 2019). Phenolics found in XCJ have
been reported to be metabolized in human colon by some
Lactobacillus species with production of secondary metabo-
lites with high bioactivity and bioavailability (de Sousa et al.
2018; Filannino et al. 2016; Shen et al., 2018). A previous
study found that fermentation of a cactus (Opuntia ficus-
indica L., Cactaceae) cladode pulp with Lactobacillus spe-
cies caused alteration in phenolic profile, which was directly
linked to enhanced in vitro bioactive properties found in
fermented pulp (Di Cagno et al. 2016).

Our results indicated that XCJ was metabolized by exam-
ined Lactobacillus isolates with fast consumption of glucose
and fructose to promote high viable counts and production
of acetic and lactic acids during the measured cultivation

period, which are positive results in investigations with can-
didates to be used as prebiotics (Gibson et al. 2017; Sanders
etal. 2019). Acetic and lactic acids were produced in cultiva-
tion media with XCJ regardless of the inoculated Lactobacil-
lus isolate. Acetic acid is an important metabolite produced
by lactic acid bacteria during fermentation of carbohydrates
in the colon, being a natural energy source for host organ-
ism. Lactic acid is one of the most important end-products
of glucose and fructose fermentation by lactic acid bacteria,
being the majority organic acid produced by metabolism of
carbohydrates by homofermentative Lactobacillus species
(Chlebowska-Smigiel et al. 2017; Gibson et al. 2017). The
intense metabolic activity of examined probiotics found in
media with XCJ are important results because the beneficial
effects of prebiotics on host health (e.g., increased nutrient
bioavailability and improved immunological and inflamma-
tory responses) have been linked to increased population
of beneficial microorganisms, decreased pH and increased
production of organic acids in colon (Gibson et al. 2017;
Saarela 2019). An early investigation found that consump-
tion of dehydrated cactus cladodes (Opuntia ficus-indica L.)
induced beneficial alterations in gut microbiota (including an
increase in population Lactobacillus species populations) of
rats fed a high fat and sucrose diet, which could support the
use of cactus cladodes as a prebiotic food (Sanchez-Tapia
etal. 2017).

It is noteworthy to cite that results obtained with in vitro
experiments revealing the potential prebiotic effects of XJC,
as indicated by its selective stimulatory effects on probiotic
Lactobacillus isolates, should have limitations to be extrapo-
lated to achievement of prebiotic effects under in vivo con-
ditions and outcomes on host health (de Albuguerque et al.
2020). Nevertheless, results of in vitro experiments, as those
found in this study, have been considered valuable evidence
of prebiotic properties in conventional and non-conventional
foods (Duarte et al. 2017; Massa et al. 2020; Gomez et al.
2019; Huang et al. 2019; Martinez-Gutierrez et al. 2017;
Zhang et al. 2018). Additionally, although few reports on
available literature have focused on bioactive compounds
and biological activities (e.g., anti-inflammatory, antioxi-
dant, antimicrobial and anti-hypertensive) of underutilized
edible plants from Brazilian biomes (de Almeida et al. 2007;
de Assis et al. 2019; Gadioli et al. 2018; Maciel et al. 2019;
Vieira et al. 2019), investigations on their potential prebiotic
properties are still scarce.

In conclusion, the results of this study showed that XCJ
could induce stimulatory effects on growth and metabolism
of different Lactobacillus isolates, which were indicated by
high viable counts, decreased pH values and increased sugar
consumption and organic acid production in media during
cultivation. Furthermore, these effects were similar to those
induced by FOS, a well-known prebiotic ingredient. These
results show that XCJ has potential prebiotic properties and,
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consequently, capability of exerting benefits to consumers.
Finally, these results should help to promote the valorization
of an unconventional and still few exploited edible plant
from Caatinga biome, which could be rationally exploited
as source of health-related bioactive compounds by food and
pharmaceutical industry.
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