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RESUMO

Neste estudo foi elaborada e caracterizada quanto as propriedades tecnologicas, nutricionais,
bioativas e prebioticas da farinha do cladédio do mandacaru (FM), bem como a sua viabilidade
tecnoldgica no processamento de iogurte caprino. A FM foi avaliada quantos aos parametros
microbioldgicos, tecnoldgicos, fisicos, fisico-quimicos, perfis de acglicares e de acidos
organicos e potencial antioxidante. Além disso, a FM digerida e liofilizada foi avaliada quanto
as propriedades prebidticas, a partir das medidas de efeitos estimuladores do crescimento e
metabolismo de cepas de Lactobacillus, bem como, sobre a composicao e atividade metabolica
da microbiota colonica humana in vitro. Por fim, foram elaboradas quatro formulagdes de
iogurte caprino adicionados de geleia de tamarindo (GT) e FM em diferentes concentragdes:
IC (iogurte controle, sem FM e GT); IG (iogurte adicionado de 10% de GT); IGF1% (iogurte
adicionado de 10% de GT e 1% de FM) e a formulacao IGF2% (iogurte adicionado de 10% de
GT e 2% de FM), que foram caracterizadas ap6s os tempos de 1, 14 e 28 dias de armazenamento
refrigerado (4 £ 1 °C). Os iogurtes foram avaliados quanto aos aspectos tecnologicos, fisicos,
fisico-quimicos, microbiologicos e antioxidantes. A FM se revelou um produto com auséncia
de contaminacdo por possiveis patogenos. O perfil granulométrico apresentou um tamanho de
particulas entre 20-60 pm. FM apresentou baixa atividade de agua (0,423) e teor de umidade,
alto teor de cinzas, proteinas e carboidratos totais e baixo teor de lipideos. Essa matriz mostrou-
se como excelente fonte de fibra alimentar insolivel e minerais, com destaque para o célcio.
No método cromatografico por HPLC foram identificados glicose, como o agucar
predominante e quatro acidos organicos, com destaque para o acido malico, seguido do citrico.
Foram detectados 18 compostos fenodlicos, destacando-se quantidades relevantes de
kaempferol, miricetina e resveratrol. O contetido de flavonoides totais representou 1,18% do
total de fendlicos presentes. A MF apresentou escores probidticos positivos e contagens de
células viaveis de Lactobacillus em diferentes meios de cultivo, que variou de > 6,2 (tempo 0)
— 7,24 (tempo 48) log UFC/mL, resultando em uma diminui¢dao do pH, aumento da producao
de acido lactico e acidos graxos de cadeia curta (acético e propidnico) e consumo de aglcares.
A FM causou alteragdo na abundancia relativa de microrganismos gram-positivos em
detrimento dos gram-negativos avaliados apds 48 h de fermentacdo coldnica. Os indices
prebioticos foram positivos apos 24 e 48 h de fermentacao coldnica in vitro, demostrando uma
intensa atividade metabdlica, com um aumento da produgdo de AGCG, diminui¢ao do pH e
consumo de agtcar. Quanto aos iogurtes caprinos, houve uma redugao da sinerese e viscosidade
aparente ao longo do armazenamento, com maiores reducdes para as formulagdes adicionadas
de GT e FM. Durante o armazenamento, observou-se redu¢ao do pH e do teor de aglicares com
concomitante aumento da acidez. Apds 28 dias de armazenamento refrigerado observou-se um
aumento na contagem de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus na
formulagao IGF2%. Os resultados dos conteudos totais de fendlicos, flavonoides ¢ ABTS
foram maiores na formulacao IGF2%, ap6s 28 dias de armazenamento. Os dados supracitados
demonstram que o Cereus jamacaru DC. é uma excelente matriz alimentar para o
desenvolvimento de farinha. Além disso, sugere-se que a FM ¢ um ingrediente potencialmente
prebidtico e constatou-se que o desenvolvimento de iogurte caprino adicionado da FM
apresentou-se como uma op¢do nutritiva para aplicagdes praticas da industria de produtos
lacteos caprinos.

Palavras-chaves: cactaceae; secagem; derivado lacteo caprino; bactérias acido-laticas;
composi¢ao nutricional.



ABSTRACT

In this study, was elaborated and characterized regarding the technological, nutritional,
bioactive and prebiotic properties of the Mandacaru cladode Flour (MF), as well as its
technological feasibility in the processing of goat yogurt. MF was evaluated in terms of
microbiological, technological, physical, physical-chemical parameters, sugar and organic
acid profiles and antioxidant potential. In addition, digested and lyophilized FM was evaluated
for prebiotic properties, based on measures of stimulating effects on the growth and
metabolism of Lactobacillus strains, as well as on the composition and metabolic activity of
the human colonic microbiota in vitro. Finally, four formulations of goat Yogurt were made
with Tamarind Jelly (TJ) and FM at different concentrations: CY (Control Yogurt, without
FM and GT); YJ (Yoghurt added 10% TJ); [JF1% (Yogurt added with 10% TJ and 1% MF)
and the formulation YJF2% (Yogurt added with 10% TJ and 2% MF), which were
characterized after the refrigerated storage times of 1, 14 and 28 days at (4 = 1 °C). Yogurts
were evaluated for technological, physical, physical-chemical, microbiological and
antioxidant aspects. MF proved to be a product with no contamination by possible pathogens.
The granulometric profile showed a particle size between 20-60 um. MF showed low water
activity (0.423) and moisture content, high ash, protein and total carbohydrates and low lipid
content. This matrix proved to be an excellent source of insoluble dietary fiber and minerals,
especially calcium. In the HPLC chromatography method, glucose was identified as the
predominant sugar and four organic acids, with emphasis on malic acid, followed by citric
acid. Eighteen phenolic compounds were detected, highlighting relevant amounts of
kaempferol, myricetin and resveratrol. The total flavonoid content represented 1.18% of the
total phenolics present. FM showed positive probiotic scores and viable Lactobacillus cell
counts in different culture media, which ranged from > 6.2 (time 0) — 7.24 (time 48) log
CFU/mL, resulting in a decrease in pH, increased production of lactic acid and short-chain
fatty acids (acetic and propionic) and consumption of sugars. MF caused a change in the
relative abundance of gram-positive microorganisms to the detriment of gram-negative
microorganisms evaluated after 48 h of colonic fermentation. The prebiotic indices were
positive after 24 and 48 h of in vitro colonic fermentation, demonstrating an intense metabolic
activity, with an increase in SCFA production, pH decrease and sugar consumption. As for
goat yogurts, there was a reduction in syneresis and apparent viscosity during storage, with
greater reductions for the formulations added with TJ and MF. During storage, there was a
reduction in pH and sugar content with concomitant increase in acidity. After 28 days of cold
storage, an increase in the count of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus
was observed in theYJF2% formulation. The results of the total contents of phenolics,
flavonoids and ABTS were higher in the YJF2% formulation, after 28 days of storage. The
aforementioned data demonstrate that Cereus jamacaru DC. is an excellent food matrix for
flour development. Furthermore, it is suggested that MF is a potentially prebiotic ingredient
and it was found that the development of goat yoghurt added to MF was presented as a
nutritious option for practical applications in the goat dairy industry.

Key-words: cactaceae; drying; goat milk derivative; lactic acid bactéria; nutritional
composition.
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1 INTRODUCAO

O estudo sobre compostos bioativos naturalmente presentes em alimentos, como
os probioticos e prebidticos, tem sido destaque nos Ultimos anos (CHUGH; KAMAL-
ELDIN, 2020; NERI et al., 2020; VERBEKE et al., 2017). Os probidticos sdo micro-
organismos que, quando administrados em quantidades adequadas, fornecem beneficios
a saude (FAO/WHO, 2001). Para que este efeito benéfico ocorra, esses micro-organismos
devem sobreviver a passagem pelo estdmago e colonizar o c6lon (CASAROTTI;
PENNA, 2015). Ja os prebidticos sdo componentes alimenticios utilizados seletivamente
por micro-organismos hospedeiros, ndo digeriveis pelo organismo humano, bem como
por enzimas digestivas de origem animal, mas fermentaveis, que estimulam a agdo de
bactérias benéficas existentes no organismo humano, bem como ofertando beneficios ao
hospedeiro (GIBSON et al., 2017).

Hé evidéncias que algumas bactérias acido-laticas (BAL) de frutas e vegetais
possuem potencial probidtico (GARCIA et al., 2018) e que essas matrizes sdo fontes de
fruto-oligossacarideos, carboidratos fermentaveis, que podem estimular a multiplicagao
de BAL (MASSA et al., 2020) e cuja constituicao em fibras e compostos fendlicos podem
potencializar o efeito protetor sobre BAL em processos biotecnologicos de secagem,
como a liofilizagdo (ARAUJO et al., 2020). Outros estudos apontam cacticeas como
fonte de grande diversidade de bactérias que vivem em associacdo e também com alto
teor de fibras soluveis e insoluveis, o que pode potencializar suas funcionalidades (LYRA
etal.,2013; SANCHEZ-ZAPATA et al., 2013). Dentre as espécies de cactaceas destaca-
se o Cereus jamacaru DC., popularmente conhecido como mandacaru (ABUD et al.,
2013), cujos estudos dessa magnitude com avaliagdo de efeito prebidtico especificamente
nessa matriz ainda sdo inéditos.

O Cereus jamacaru DC. ¢ um cacto colunar, multirramificado, provido de
espinhos ¢ flores brancas, seus frutos sao oblongos, com casca grossa ¢ vermelha, polpa
branca com inimeras sementes pequenas e pretas, suculenta, fridvel e igualmente doce ¢
comestivel (OLIVEIRA et al., 2015). Trata-se de uma cactdcea muito utilizada como
fitoterapico na medicina tradicional (DAVET et al., 2009; VATTA et al., 2011; SILVA
etal.,2015), com importancia econdmica e ambiental (SILVA; ALVES, 2009; LUCENA
et al., 2013) e que possui elevado valor nutricional, sendo uma potente matriz a ser

estudada quanto a sua viabilidade na industria alimenticia como ingrediente e/ou alimento
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funcional (LINA; ELOISA, 2018; ABUD et al., 2013). Muito embora alguns estudos ja
tenham evidenciado o potencial nutricional e bioativo do mandacaru (DUTRA et al.,
2019; MOREIRA et al., 2018; SANTOS NETO et al., 2019; SANTOS et al., 2020), a
sua alta perecibilidade na forma in natura, dificultam a sua comercializagao e uso pelos
consumidores, sendo necessario o emprego de tecnologias para o aumento de sua vida, a
exemplo de processos de desidratacdo. Nesse contexto, a utilizagdo de cactaceas pode ser
uma alternativa para a geracdo de possiveis aplicagdes tecnologicas agregadas de valor
funcional, pela presencga de compostos bioativos e ingredientes prebioticos.

A associagdo de matrizes lacteas fermentadas adicionadas de ingredientes com
potenciais bioativos, a exemplo da geleia de tamarindo e de farinha de cactacea, consiste
em uma inovagdo que a industria alimenticia vem investindo para atender a demanda do
mercado consumidor cada vez mais exigente, ndo s6 por produtos com tecnologia
diferenciada, mais que além de nutrir proporcione efeitos benéficos para a satide (BESSA
et al. 2020; DANTAS et al. 2022; FAZILAH et al., 2018). Nos ultimos anos, vem sendo
demonstrado o potencial do leite de cabra para elaboragdo de derivados fermentados por
bactérias acido laticas probidticas e ingredientes prebidticos comerciais com impactos
positivos sobre os aspectos de composi¢do nutricional, quimico, microbioldgico e
sensorial (BARBOSA et al., 2016; BEZERRA et al., 2016; BEZERRIL et al., 2020;
MACHADO et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2017), nao tendo sido
ainda avaliados os efeitos de uso de ingredientes vegetais alternativos com potencial
funcional nessa matriz, a exemplo do mandacaru.

Diante do exposto, considerando que o cladédio do mandacaru e o leite de cabra
sdo matrizes amplamente conhecidas na regido Nordeste do Brasil, e que possuem
importancia nutricional, econdmica, ambiental e medicinal para a populag¢do do Sertdo e
Semiarido Nordestino e que o interesse dos consumidores mundiais por alimentos
benéficos a saide vem aumentando. Neste estudo objetivou-se elaborar e caracterizar as
propriedades tecnologicas, nutricionais, bioativas e prebidticas da farinha do cladodio do
mandacaru (Cereus jamacaru DC.), bem como a sua viabilidade tecnoldgica no

processamento de iogurte caprino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS (PANC)

Dentre os diversos tipos de espécies vegetais, existe um grupo de plantas
comestiveis, espontaneas ou cultivadas, nativas ou exdticas, nao inseridas na alimentacao
habitual, que foi denominado em 2008, pelo bidlogo e professor Valdely Ferreira Kinupp,
como Plantas Alimentares Nao Convencionais (PANC) (LEAL et al., 2018; KINUPP,
2018).

As PANC dispdem de uma ou varias partes que podem ser usualmente utilizadas
na alimentagdo humana como hortaligas, raizes, talos, folhas, tubérculos, brotos, frutos,
flores e sementes (FAO, 1992). Sendo uma alternativa sustentavel da biodiversidade
(MAZON et al., 2020).

Para o crescimento e/ou desenvolvimento das PANC nao sdo utilizados aditivos
quimicos, ¢ quando inseridas na alimentacdo, trazem efeitos benéficos a satde (AZAM
et al., 2014). Essas plantas, sdo popularmente conhecidas como matos ou ingo ¢ se
desenvolvem espontaneamente na natureza (KINUPP, 2018) e sdo reconhecidas pelas
suas propriedades fitoquimicas (vitaminas, carotenodides, flavonoides e minerais),
medicamentosas e pela sua composi¢ao nutricional (MAZON et al., 2020; OLIVEIRA
etal.,2019).

Em estudos, algumas propriedades das plantas ndo convencionais e sua utilizagdo
foram avaliadas, constatando propriedades antioxidantes; podendo ser utilizadas como
conservantes naturais na industria alimenticia e farmacéutica (JARADAT et al., 2016),
de comercializacdo (NIDAL et al, 2015), como fitoquimicos constituintes e na
alimentacdo humana; em preparacdes como em saladas, sopas e tortas rusticas.
Consideradas espécies promissoras na area de tecnologia de alimentos, e utilizadas como
alimentos funcionais e nutracéuticos pelas suas caracteristicas inerentes (GUARRERA
etal.,2016; JACOB et al., 2020).

Dentre as PANC destacam-se as cactaceas, plantas com flor e seus embrides
apresentam cotilédones. Possuem cladddios (hastes) e sua familia ¢ composta por
aproximadamente 100 géneros e 1.500 espécies, amplamente distribuidas, encontradas
predominantemente em regides de clima seco (adaptaveis ao clima por possuirem tecidos

para estocarem agua) e em terrenos baldios, rocas secas, jardins, quintais, etc.

(BARTHLOTT; HUNT, 1993; COSTA, 1997).
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As cactaceas sao espécies adaptaveis em diversos habitats, arbustivas,
ramificadas, compostas de articulos, e pode alcangar alturas de até 10 m, didmetro de 60
cm, coroa larga, glabra, caules suculentos, afilos, cobertos por espinhos de diversas
formas, tamanhos e dimensdes (ABUD et al., 2010).

A espécie Cereus jamacaru DC., conhecida popularmente como mandacaru,
mandacaru-de-boi, ou cardeiro, ¢ uma planta tipica do Nordeste brasileiro, sendo bem
distribuida, com uma média de até 13,3 toneladas por hectare, encontrada principalmente
na Bahia, Piaui, Cear4, Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas e Sergipe (SCHEINVAR,
1985). Nasce em solos pedregosos, possui polpa porosa e com espinhos, que frutificam
nos meses mais chuvosos, entre fevereiro e maio, € podem atingir de 3 a 7 m de altura
(ROCHA; AGRA, 2002) (Figura 1). Utilizado principalmente na alimentagdo animal em
periodo de seca, ¢ também usada para fins ornamentais (BRAGA, 1960; DAVET et al.,
2009; MEIADO et al., 2010).

Figura 1- Foto do claddodio do Cereus jamacaru DC.

Fonte: Autores (2020).
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O mandacaru possui valor marcante na cultura, economia e apresenta um papel
importante na conservacdo da biodiversidade da caatinga. Utilizado como fonte de
alimentos e na medicina, na preven¢do de doencas; como em infec¢do urindria,
inflamagao renal e reumatismo (FABRICANTE et al., 2010; GUEDES et al., 2009;
LUCENA et al., 2013), além de apresentar elevado valor nutricional, contendo
carboidratos, fibras soluveis e insoluveis, vitaminas, compostos antioxidantes e
propriedade funcional (PEREIRA et al., 2013).

Destaca-se em sua composicdo, caracteristicas nutricionais marcantes de
alimentos funcionais, principalmente na quantidade de fibras alimentares soltveis e
insoliiveis que promovem saciedade, reducdo da absor¢do de gordura na dieta,
promovendo a perda de peso e controle da obesidade. No cdlon, as fibras soliveis sdo
fermentadas pelas bactérias intestinais, produzindo acidos graxos de cadeia curta
(acético, butirico e propidnico). As fibras insoluveis contribuem para o aumento do
volume do bolo fecal, redugcdo do tempo de transito intestinal, retardo da absor¢do de
glicose ¢ retardo da hidrélise do amido (GODARD et al., 2010; HERNANDEZ-
URBIOLA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013).

As pesquisas sobre a potencialidade e uso do cladédio do mandacaru sdo escassas,
ou sua fabricagdo pelo agronegocio. Além disso, ha necessidade de estudos cientificos
sobre a usabilidade pos-colheita, principalmente no que se refere ao escurecimento
enzimatico, fator limitante para a valoriza¢ao da cadeia produtiva dessa fruta. Isso sugere
que novos estudos devem ser incentivados sobre o uso sustentavel dessa espécie frutifera
tendo em vista sua valorizagao cultural do Nordeste e sua contribuicao de recursos extras

para a populag@o que vive na regido, principalmente em épocas de seca.

2.2 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O termo, alimentos funcionais, foi introduzido inicialmente no Japao na década
de 1980, referindo-se a alimentos inseridos em uma dieta normal que trazem beneficios
adicionais a saude. A inser¢do destes alimentos, teve como principio a reducao de gastos
com a saude publica e o aumento da longevidade (DOYON; LABRECQUE, 2008).

A alegacdo de propriedade funcional e/ou de satide, no Brasil, refere-se a nutriente
ou ndo-nutriente que exerce papel metabolico e/ou fisioldgico, atuando no crescimento,

desenvolvimento e manutencdo do organismo humano (BRASIL, 2004; LEAN, 2019).
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A portaria 398/99 define alimento funcional como todo o alimento ou nutrientes que traz
beneficios adicionais a saude humana quando consumidos na dieta usual (BRASIL,
1999).

Muitas substancias presentes nos alimentos potencialmente funcionais possuem
compostos bioativos, caracterizado como composto que traz atividade biologica e efeito
fisiol6gico no organismo vivo (FAZILAH et al, 2018). As frutas e os vegetais
naturalmente possuem nutrientes € compostos bioativos, tais como: flavondides,
antocianinas, taninos, betalainas, carotenoides, esterdis vegetais e glucosinolatos,
exercendo funcgdes especificas no organismo humano, efeitos fisiolégicos e celulares
(WALIA et al., 2019).

Os compostos bioativos das plantas sdo produzidos como metabdlitos
secundarios, podendo ter efeitos farmacoldgicos ou toxicologico em humanos e animais.
Tais efeitos, podem ser benéficos ou ndo, a depender do tipo de substancia, quantidade e
biodisponibilidade (BERNHOFT, 2010; OH; JUN, 2014). Esses compostos ativos
podem ser: as bactérias probidticas, substratos para o seu crescimento (prebidticos) e
metabolismo das bactérias (TOMASIK; TOMASIK, 2020).

Os alimentos funcionais instituem prioridade de pesquisa em todo mundo com
objetivo de demonstrar suas propriedades e os efeitos que estes produtos possuem.
Podendo atuar em diversas areas do organismo, tais como: sistema gastrointestinal,
sistema cardiovascular, metabolismo de substratos, crescimento e desenvolvimento, na
diferenciacdo celular, no comportamento das fungdes fisioldgicas e como antioxidantes
(REES et al., 2018).

Nesse contexto, estudos sobre compostos bioativos naturalmente presentes em
alimentos, como os probidticos e prebidticos tém sido destaque em pesquisas (GARCIA

etal.,2016; SCOTT et al., 2019).

2.2.1 Prebiotico

De acordo com a Associacao Cientifica Internacional de Probioticos e Prebidticos
(ISAPPO) a nova defini¢ao de prebiotico foi instituida em 2017 e caracteriza-o como um
composto que pode ser utilizado de forma seletiva por microrganismos e podem atuar de
forma benéfica a saude humana. Porém, desde seu surgimento em 1995, ocorreram
diversas mudangas, mesmo ndo tendo muitos prebidticos validados (GIBSON et al.,

2017).
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Os prebiodticos nao sdo digeriveis pelas enzimas digestivas de origem animal,
fermentéveis, estimulam a agdo de bactérias benéficas existentes no organismo humano,
ofertando beneficios ao hospedeiro. Estes ingredientes propiciam o crescimento e/ou
atividade seletiva de determinadas bactérias no c6lon, promovendo mudangas especificas
na composic¢ao e atividade da microbiota (SCOTT et al., 2019).

Os prebidticos podem ser encontrados naturalmente nas frutas, vegetais, e plantas
alimentares, como: tomate, alcachofra, banana, aspargo, frutas, alho, cebola, chicéria,
verduras, legumes, além de aveia, linhaca, cevada e trigo (CRITTENDEN; PLAYNE,
2008). Podendo também serem produzidos artificialmente, a exemplo da lactulose,
galactooligossacarideos, frutooligossacarideos, maltooligossacarideos, ciclodextrinas e
lactossacaros (JAKUBCZYK; KOSIKOWSKA, 2000). Ambos, reduzem o indice
glicémico de alguns alimentos, sendo potencialmente capazes de melhorar a absor¢ao de
calcio, ferro e magnésio (DUARTE et al., 2017).

Os prebioticos, naturais ou artificiais, atuam modificando potencialmente a
microbiota intestinal, estimulando o crescimento e a atividade de bactérias benéficas;
melhorando a funcionalidade intestinal, mediados por uma variedade de mecanismos,
incluindo alteragdes na composi¢ao do microbioma e niveis de metabolitos microbianos
(GIBSON et al., 2017).

O termo usado para componentes alimentares que nao sdo digeridos no trato
gastrointestinal € o de fibras prebidticas e dietéticas. A principal diferenca entre estes
termos encontra-se no fato dos prebidticos serem fermentados por grupos estritamente
definidos de micro-organismos, e a fibra alimentar ndo ¢ digerida no estbmago ou no
intestino delgado (GIBSON et al., 2017; ZAMAN et al., 2015).

Dentre aos principais beneficios associados ao consumo de prebidticos pode-se
citar: a melhora na biodisponibilidade de minerais e calcio, modulagdo do sistema imune,
modulacdo do pH intestinal, redu¢do da gravidade ou infec¢des do trato gastrintestinal e
reajuste de desordens do metabolismo, referente a obesidade e reducao do risco de cancer
(CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2011; SOCHA et al., 2002).

Ressalta-se que os prebidticos ndo sdo alergénicos e seu consumo a longo prazo
possui propriedades profilacticas, ndo possuindo efeitos adversos quando ingeridos nas
dosagens adequadas (CUKROWSKA, 2018).

Estudos realizados por Ribeiro et al. (2020) e Duarte et al. (2017) avaliando suco
liofilizado de cladddios de Pilosocereus gounellei e subproduto agroindustrial do caju

(Anacardium occidentale L.), respectivamente, evidenciaram efeitos prebioticos



25

potenciais, considerando ingredientes promissores na aplicacdo industrial. Araujo ef al.
(2020) demostraram efeito protetor dos subprodutos de frutas sobre cepas probidticas,
estabilidade durante o processo de liofilizacdo e armazenamento das cepas probioticas

testadas, indicando assim, efeito protetor sobre as BAL.

2.2.2 Bactérias acido-lacticas e Probidticos

As bactérias acido-lacticas (BAL) ou bactérias laticas fazem parte de um grupo
heterogéneo de micro-organismos Gram positivos, catalase negativos, anaerdbios
facultativos, ndo esporulados, com morfologia de cocos ou bastdes e produtores de acido
lactico como produto da sua fermentacao (KLEIN ef al., 1998).

De acordo com o seu metabolismo, as BAL podem se agrupar como
homofermentativas ou heterofermentativas, com base no produto final da sua
fermentagao. As homofermentativas produzem acido latico pela fermentagao da glicose
e as heterofermentativas, além da producao de acido latico, formam outras substancias,
como didxido de carbono, acido acético, e etanol, a partir da fermentacdo da glicose
(CARR et al., 2002).

Dentre os géneros de BAL mais importantes, tem-se os Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela,
Carnobacterium e Tetragenococcus (KLEIN et al., 1998). Os géneros de BAL
caracterizam-se por serem exigentes nutricionalmente e por demandarem moléculas
organicas complexas (BURGAIN et al., 2014).

As BAL se desenvolvem bem em plantas e vegetais, frutas, alimentos
fermentados e mucosas. S@o bactérias exigentes em termos de nutrientes, pois precisam
de meios ricos em carboidratos, vitaminas, aminoacidos e lipideos para seu crescimento
(DALLAL et al., 2017).

Evidéncias cientificas relatam o interesse da utilizagdo de novos isolados de BAL
para empregar como probidticos ou em outras aplicacdoes (GARCIA et al., 2016;
PUEBLA-BARRAGAN; REID, 2019). Além disso, evidenciam os beneficios a satde,
abrangendo fun¢ao imunomoduladora e na prevengao de diabetes, obesidade e cancer
(KANG et al., 2019; SHARMA et al., 2020).

O termo probidtico, ¢ de origem grega e significa ‘para a vida’, e tem sido
empregado ao longo dos ultimos anos. Tal termo, inicialmente proposto como descritivo

de compostos ou extratos de tecidos capazes de estimular o crescimento microbiano
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(LILLY; STILLWELL, 1965). Posteriormente, foi definido como organismos e
substancias que contribuem para o equilibrio microbiano intestinal. Embora o termo ¢ a
defini¢do de probiotico tenham origem nos anos 90, atualmente ainda ha interesse por
micro-organismos potencialmente benéficos a saide (PARKER, 1974; TOMASIK;
TOMASIK, 2020).

Os probidticos sdo caracterizados como micro-organismos vivos, capazes de
alcangar o trato gastrintestinal e alterar a composicdo da microbiota, produzindo
benéficos adicionais a satide quando consumidos em quantidades adequadas. Esses
efeitos estdo diretamente relacionados ao tipo da cepa utilizada, geralmente melhorando
a microbiota intestinal (AGOSTONI et al., 2004; FAO; WHO, 2001; LEBEER et al.,
2018).

A microbiota intestinal refere-se a microrganismos que colonizam todo o trato
gastrointestinal (DOGAN et al., 2019). Dentre os micro-organismos probioticos,
encontram-se bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium e
Enterococcus. Os micro-organismos mais utilizados na fermentagdo de produtos
probidticos sdo os pertencentes aos géneros Lactobacillus ¢ Bifidobacterium
(MUSTAFA et al., 2019).

No Brasil, os probidticos quando inseridos em alimentos sdo regulamentados pela
Anvisa e para serem utilizados devem ser avaliados quanto a sua identidade (género,
espécie e linhagens), seguranca e efeitos benéficos (BRASIL, 2019). O Decreto-Lei n.
986 de outubro de 1969, relata que os probiodticos ndo sdo atribuidos a efeitos terapéuticos
e/ou medicamentosos (BRASIL, 1969).

A utilizagdo das culturas probidticas no desenvolvimento de novos produtos,
atuam como agentes tecnologicos; melhorando as caracteristicas organolépticas dos
alimentos, trazendo beneficios a satide do consumidor (KANDYLIS et al., 2016). Para
que isso ocorra, ¢ necessario que o micro-organismo apresente algumas caracteristicas,
tais como: ser indcuo e manter-se viavel durante toda a passagem pelo trato
gastrointestinal, tolerando pH adverso do suco géstrico ¢ resistindo a ac¢ao da bile ¢ das
secrecdes pancredtica e intestinal; ndo transportar genes transmissores de resisténcia a
antibidticos; possuir propriedades antimutagénicas e anticarcinogé€nicas, assim como
resistir a fagos e ao oxigénio (KERRY ef al., 2018).

Diversas pesquisas referentes aos efeitos associados dos probidticos na prevengao
e promogao a saude vem sendo desenvolvidas, destacando: controle de infecgdes, efeitos

anti-inflamatério, melhora no funcionamento intestinal, alergias alimentares e no
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metabolismo de lactose, reducao do nivel de colesterol sérico, no estimulo da absor¢ao
de célcio, atua também, na digestibilidade de proteinas, na sintese de vitaminas, inibi¢ao
de patdgenos e na modulagdo do sistema imunolégico (AMARA; SHIBL, 2015; ATTRI
etal.,2021; JAMES; WANG, 2019).

Os efeitos benéficos dos probidticos tem repercutido no consumo, e,
consequentemente no desenvolvimento de novos produtos disponiveis no mercado.
Algumas fontes alternativas ndo lacteas, por serem mais baratas e apresentar mais
fitoquimicos como os legumes, frutas, leguminosas e cereais tem sido alvo de estudos,
embora represente um grande desafio (CASSANI et al., 2020; PANGHAL et al., 2018).

Para exercerem efeito probiodtico, os microrganismos adicionados em produtos
comercializados devem atender alguns requisitos, incluindo a sua sobrevivéncia,
atividade e estabilidade durante o armazenamento, sem afetar o sabor, aroma ¢ textura
dos produtos aos quais forem adicionados. Além destes requisitos tecnologicos, a
seguranga e funcionalidades destes micro-organismos devem ser avaliados no processo
de selecdo para sua aplicacdo (PIMENTEL et al., 2021).

As culturas probidticas sdo veiculadas em varios produtos alimentares, existindo
desafios na inser¢ao, o qual, destaca-se a viabilidade durante todo o trato gastrointestinal
(TGI) e as caracteristicas organolépticas e tecnologicas (KERRY et al., 2018). Para
desenvolver tecnologias adequadas, é importante pesquisas serem desenvolvidas no
ambito industrial, que possam levar em consideragao a viabilidade e da estabilidade dos
microrganismos envolvidos (SARAO; ARORA, 2017).

No ambito industrial, as culturas lacteas estdo comumente empregadas em
sistemas de fermentacdo, como por exemplo: leite fermentados, iogurtes e queijos, bem
como nos processamentos de vegetais, produtos carneos e bebidas. Atuam no
melhoramento das caracteristicas organolépticas do produto e na inibi¢do da competi¢ao
da microbiota deteriorante e de agentes patogénicos (CARR et al., 2002; CHARLIER et
al., 2009).

2.3 TAMARINDO (Tamarindus indica Linn)

O tamarindo (Tamarindus indica Linn) é um fruto tropical encontrado na Africa
e Asia, muito apreciado pelo sabor agridoce, devido a combinagao dos 4cidos e agticares
(OSORIO et al., 2018). Seus frutos apresentam baixa composicdo de agua, elevado teor

de proteinas, fibras, glicidios, aminoacidos, compostos bioativos como os antioxidantes,
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e elementos minerais: potéssio, fosforo, calcio, magnésio e ferro, e vitaminas C e E
(AMPODE; MINANGA, 2021; DEVI, BORUAH; 2020; SULIEMAN et al., 2015). Rico
em agucares, a polpa possui, também, quantidades de acidos organicos dos quais, grande
parte se constitui de acido tartarico, o qual confere a este fruto sabor azedo adocicado,
mesmo quando maduro (BANU, 2018; BOHRA, 2019).

Na medicina tradicional, o fruto ¢ utilizado na cicatrizacdo de feridas, contra dores
abdominais, diarreia, disenteria, infestagdo parasitaria, febre, malaria, anti-inflamatorio,
analgésico e problemas respiratorios. Também €, comumente, usado em paises tropicais
por causa de suas propriedades laxantes e afrodisiacas (BORQUAYE et al., 2020;
MENEZES et al., 2016).

Os frutos, ricos em sua composi¢cdo nutricional, podem ser utilizados para a
elaboracdo de produtos de confeitaria, picles, panificacio, ensopado, conservas, sorvetes,
bebidas, doces, molhos e geleias. Também, possuem potencial de producdo na elaboracio
de produtos industriais, como polpa de tamarindo em pd, concentrado de suco de
tamarindo, acido tartarico, tartaratos, pectina e alcool (ISRAEL et al., 2019; KOUR et
al.,2018; SILVA et al., 2020; YAMATOYA et al., 2020). Portanto, essa espécie requer
protecdo e conservacao, pelo grande potencial devido aos seus beneficios e utilizagao.

Devido a suas caracteristicas sensoriais e nutricionais, a geleia de tamarindo
apresenta-se como uma alternativa a ser inserida em iogurtes, pois melhora as

caracteristicas tecnologicas e sensoriais do produto final (BESSA et al., 2020).

2.4 IOGURTE CAPRINO

A industria de laticinios vem investindo no segmento de produtos funcionais, na
tentativa de se adaptar as mudangas ¢ exigéncias do mercado consumidor. Esses
alimentos tém incentivado as pesquisas e a industria alimenticia a buscar novos
componentes naturais, desenvolver novos ingredientes, permitindo a inovagdo em
produtos alimenticios e a criacdo de novas (BIMBO et al., 2017).

Ha interesse do consumidor em leite de cabra e produtos lacteos, devido aos
valores nutritivos e beneficios adicionais a satude, associados a esses produtos (NOORI
et al.,2017). Conforme Costa e Rosa (2016), este alimento pode ser considerado um dos
mais completos e com potencial funcional.

A qualidade nutricional do leite de cabra estd relacionada & sua composi¢ao

quimica, sendo constituida de proteinas de alto valor biologico e dcidos graxos essenciais,
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ressaltando-se também o seu contetido mineral. Entre os acidos graxos, destaca-se o dcido
linoléico conjugado (CLA), sendo considerado componente nutracéutico da gordura do
leite, por apresentar atividades anticarginogénica e antiteratogénica; habilidade para
reducdo de efeitos catabdlicos da estimulagdo imune; reducdo de reservas corporais de
gordura, e ainda, promocao de crescimento. Atua, também, sobre os efeitos secundarios
da obesidade e da diabetes. Logo, a importancia do leite de cabra na alimentacdo se deve
ao seu alto valor nutritivo, maior digestibilidade e as caracteristicas terapéuticas e
dietéticas (CLARK; GARCIA, 2017; GARCIA et al., 201; KUMAR et al., 2016).

O leite de cabra destaca-se também, por apresentar elementos importantes para a
nutricdo humana como matérias organicas e nitrogenadas; caseina ¢ albumina; gordura
insaturada; sais minerais e vitaminas; em soma a presenca de fermentos laticos, os quais
apresentam propriedades favoraveis a digestdo, bem como para defesa do trato
gastrointestinal contra a agdo de bactérias patogénicas (HODGKINSON et al., 2018;
YADAV et al., 2016;).

A partir dessa matriz, estudos vém sendo desenvolvidos na elaborac¢do de outros
produtos, tais como: iogurtes, queijos € bebidas lacteas, sendo utilizados processos
simples e acessiveis aos pequenos produtores, € uma alternativa para o aumento do
consumo, bem como, agrega¢do de valor a tais produtos (MACHADO et al., 2017,
MARTINS et al., 2018; MILAN et al., 2018).

O iogurte ¢ um dos lacteos mais consumido pela populacdo e de importancia
econdmica (NOORI et al., 2017). E o produto resultante da fermentacio do leite
pasteurizado ou esterilizado, realizada com cultivos proto-simbidticos de Lactobacillus
delbruekki subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, aos quais
se podem acompanhar, de forma complementar, outras bactérias acido-lacticas que, por
sua atividade contribuem para a determinagdo das caracteristicas do produto final
(BRASIL, 2000).

Constitui uma rica fonte de proteinas, calcio, fosforo, vitaminas e carboidratos. O
consumo deste produto estd relacionado a imagem positiva de alimento saudavel e
nutritivo, associado a suas propriedades sensoriais. Esse consumo também pode ser
atribuido aos beneficios que o iogurte traz ao organismo humano, tais como: facilitar a
acao das proteinas e enzimas digestivas, facilitar a absor¢ao de célcio, fosforo e ferro, ser
fonte de galactose — importante na sintese de tecidos nervosos e cerebrosideos em
criangas, além de ser uma forma indireta de se ingerir o leite (FERREIRA et al., 2001;

MACHADO et al., 2017, NOORI et al., 2017).
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A elaboragdo de produtos oriundos de leite de cabra e cladédio do mandacaru
apresenta-se como uma alternativa promissora para alimentacado, seja por seus elevados
valores nutricionais, econdmicos, ambientais € medicinais para a populagdo ou por suas
propriedades promotoras de saude, agregando beneficios tecnoldgicos, bioativos e
funcionais, além de contribuir para o crescimento e desenvolvimento econdmico das

regides semi aridas do Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAS-PRIMAS E LOCAL DE EXECUCAO

Os cladodios do mandacaru (Cereus jamacaru DC.) e tamarindos (Tamarindus
indica Linn) foram coletados durante trés dias ndo consecutivos, correspondendo a trés
lotes diferentes com 4 kg cada. Os cladédios foram obtidos na cidade de Cuité-PB
[6°29'46.0"S 36°09'34.7"W], com comprimento de aproximadamente 1 metro,
selecionados considerando sua integridade fisica. O material botanico (mandacaru) foi
cadastrado no Siste06ma Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e Conhecimentos
Tradicionais Associados (SISGEN) nimero A1FECDS. Os tamarindos, em estagio de
maturagdo proprio para consumo (apds a antese), foram adquiridos no Sitio Aroeira,
Parana-RN [6°25'15.4"S 38°15'49.6"W].

O leite de cabra da raga Toggenburg foi coletado de uma pequena producao
localizada na cidade de Nova Floresta-PB [6°27'33.2"S 36°12'04.6"W]. O actcar
refinado (Unido®™, Sdo Paulo, Brasil) e a cultura starter (Y 472, Sacco®, Lote C156109A,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) composta por Streptococcus salivarius subsp.
thermophillus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, foram obtidos
comercialmente. Foram utilizadas trés estirpes, nomeadamente Lactobacillus
acidophilus LA-05®, (Chr. Hansen, Hersholm, Dinamarca), Limosilactobacillus
fermentum 139 e L. fermentum 296. com potencial probiodtico utilizadas no experimento
para a avaliagdo do efeito prebiotico do cladodio do mandacaru. Os L. fermentum 139 e
296 foram previamente isolados e identificados por Garcia et al., (2016) e tiveram seu
potencial probidtico avaliado por Albuquerque et al., (2017), derivados de subprodutos
de macad e morango e depositadas no Banco de Cepas pertencente ao Laboratoério de
Microbiologia de Alimentos/CCS/UFPB, o Lactobacillus acidophilus LA-05® foi obtido
comercialmente. Escherichia coli ATCC 8739 e E. coli ATCC 11775, foram fornecidos
pela Cole¢do de Microrganismos de Referéncia, Instituto Nacional de Controle da
Qualidade em Satde, Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil), foram usados
para preparar o indculo entérico misto usado em ensaios para determinacdo de escores de
atividade prebiotica..

A farinha do cladoédio do mandacaru e os iogurtes caprinos foram elaborados no
Laboratoério de Tecnologia de Alimentos (LTA/CES/UFCGQG); as andlises tecnoldgicas
foram conduzidas no Laboratério de Bromatologia (LB/CCS/UFPB) e no Laboratério de
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Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas (LAPPA/UAEA/UFCG); as
analises fisicas, fisico-quimicas, determinacao de compostos fenolicos totais, flavonoides
totais e atividade antioxidante foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia dos
Alimentos (LABROM/CES/UFCG); a andlise de morfologia e de minerais foram
realizadas no Instituto Nacional de Tecnologia em Unido e Revestimento de Materiais
(INTM/UFPE) e as analises microbioldgicas (controle de qualidade e viabilidade) foram
executadas no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (LABMA/CES/UFCQG).

As anélises do efeito prebiotico do cladédio do mandacaru, em sua maioria, foram
realizadas no Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica de Alimentos (LMBA),
Departamento de Nutricao, Universidade Federal da Paraiba (UFPB) - Campus I, Jodo
Pessoa — PB.

A execucdo da determinacdo do perfil de aglcares, acidos organicos e perfil
fenolicos ocorreu no Laboratorio Experimental de Alimentos (LEA), Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Instituto Federal do Sertdo Pernambucano (IF Sertdo-PE),
Petrolina — PE. As andlises de quantificacdo de fibras foram realizadas no Laboratorio de
Bromatologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Na Figura 2 esta apresentado, de forma resumida, um fluxograma abrangendo o
desenho experimental que compde esse trabalho. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata, em dois experimentos diferentes.



33

Figura 2 - Desenho experimental do estudo.

Cladédio do Mandacaru
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-Componentes Bloativos e antioxidante
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Escore Prebiético Escore Prebiético
— —

Fonte: Autores, 2020. FM, Farinha do Cladédio do Mandacaru; CFM, Citometria de Fluxo
Multiparamétrica; FISH, Hibridizagao por Fluorescéncia in situ.

3.2 CARACTERIZACAO  FISICA, FISICO-QUIMICA E  POTENCIAL
ANTIOXIDANTE DO CLADODIO DO MANDACARU IN NATURA

Os claddédios do mandacaru in natura foram avaliados quanto as caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas, realizaram-se os seguintes ensaios: medida da atividade de 4gua
a 25 °C, por leitura direta no equipamento Aqualab (Meter®™, AquaLab Series 4TEV, Sdo
Jos¢ dos Campos, Sdo Paulo, Brasil); umidade por secagem em estufa a 105 °C até
obtengdo de massa constante; teor de cinzas (residuo mineral fixo — RMF) foi
quantificado por carbonizagdo seguida de incineragdo em forno mufla (modelo 0612,
Jung®, Blumenau - SP, Brasil) a 550 °C; para proteina utilizou-se o método de Micro-
Kjeldahl; a determinagdo de gordura foi pelo método Folch, Less e Sloane-Stanley
(1957); e carboidratos totais foi realizada segundo o método de redugdo de Fehling

(AOAC, 2016). Os conteudos de fibras totais, insoltivel e soluvel foram determinados
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usando um método enzimatico-gravimétrico (HORWITZ et al., 2005; PROSKY et al.,
1995)

Para a avalia¢@o do potencial antioxidante do cladddio in natura foram realizados
os ensaios de determinacgdo dos compostos fenolicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante. Inicialmente, foi realizada a obtencao dos extratos conforme metodologia
de Monteiro et al. (2020), com modificagdes. Para tanto, em um tubo de Falcon foi
pesado 1 g da amostra e adicionado 10 mL de metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) a
80%. Os tubos foram cobertos com papel aluminio e colocados em maceragio por 24 h
em temperatura de 23 +0,5 °C. Posteriormente, os extratos foram filtrados em papel de
filtro qualitativo com didmetro de 125 mm (Whatman®, GE Healthcare, Chicago, IL,
USA) e armazenados em frasco ambar a (-18 £ 0,5 °C) até o momento das analises.

Para determinar o teor de compostos fenolicos totais utilizou-se a metodologia
descrita por Liu ef al. (2002), com modifica¢des. Resumidamente, 250 nL do extrato foi
misturado em tubo de ensaio com 1250 pL do reagente Folin-Ciocalteau a 10%. As
solugdes foram agitadas por 30 s em Vortex (Logen Scientific, modelo LSM56-I1-VM,
Fortaleza, Ceara, Brasil) e armazenadas em temperatura ambiente (23 + 0,5 °C) na
auséncia da luz por 6 min. Apds, foram adicionados 1000 puL da solu¢do de carbonato de
sodio a 7,5%. A mistura foi levada ao banho maria (Novatecnica®, modelo NT232,
Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a uma temperatura de 50 +1 °C, durante 5 min. Em seguida,
a absorbancia foi medida a 765 nm utilizando espectrofotdometro (BEL Photonics®,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). Também foi realizado um branco com a auséncia dos
extratos para zerar o espectrofotometro. O contetido de compostos fendlicos totais das
amostras foi determinado utilizando uma curva padrdo preparada com acido galico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA). Os resultados foram expressos como miligramas
de equivalente de acido galico (EAG) por cem grama de amostra (mg EAG/100 g).

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método proposto
por Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999). Uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi
adicionada a 2 mL de dgua destilada em um tubo de ensaio. Em seguida, adicionaram-se
150 pL de nitrito de so6dio a 5%. Apds 5 min, 150 puL de cloreto de aluminio a 10% foi
adicionado e, apds 6 min, 1 mL de hidroxido de sodio a 1 M, seguido pela adi¢do de 1,2
mL de agua destilada. A absorbancia da amostra foi medida a 510 nm usando um
espectrofotometro (BEL Photonics®™) contra um branco na auséncia dos extratos. O teor

de flavonoides totais do extrato foi determinado usando uma curva padrao de equivalente
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de catequina (EC) (Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos como equivalentes
de catequina (EC) por 100 g de amostra (mg CE/100 g).

Dois métodos distintos foram empregados para avaliar a atividade antioxidante
do cladédio do mandacaru: FRAP (Ferric reducing ability of plasma) e ABTS (2,2-
azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid), cujas metodologias serdo descritas a
seguir.

Para determinagdo da atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro
(FRAP) foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), adaptada por
Pulido et al. (2000). O reagente FRAP foi preparado somente no momento da andlise,
através da mistura de 11 mL de solugao tampao acetato de sddio anidro a 0,3 M (pH 3,6),
1,1 mL de solugdo TPTZ (2,4,6-tris (2-pyridyl)-s-triazine) a 10 mM/L em uma solugdo
de HCl a 40 mM e cloreto férrico (FeCl3) a 20 mM. Para a analise, uma aliquota de 200
uL do extrato da amostra foi adicionado a 1800 puL do reagente FRAP em um tubo de
ensaio e levados ao banho maria (Novatecnica®) a 37 =1 °C por 30 min. A absorbancia
foi medida a 593 nm em espectrofotdmetro (BEL Photonics®). A curva padrio foi
realizada com Trolox 1 mM e ) e os foram expressos em micromoles de capacidade
antioxidante equivalente de Trolox (CAET) por 100 grama de amostra (pumol
TEAC/100g).

O método ABTS foi realizado de acordo com a metodologia de Surveswaran et
al. (2007), com algumas modificag¢des. Inicialmente, formou-se o radical ABTS™" a partir
da rea¢do de 5 mL de solugdo de ABTS"™ (2,2-azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline) -6-
sulfonic acid) a 7 mM com 88 pL de solucdo de persulfato de potissio 140 mM
(concentracdo final de 2,45 mM), que foram incubados em temperatura de 25 °C, na
auséncia de luz, durante 12-16 h. Uma vez formado o radical, o mesmo foi diluido em
agua destilada até obter o valor de absorbancia de 0,800 (+ 0,020) a 734 nm. A partir do
extrato foram preparadas quatro dilui¢des diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro
foi transferido para um tubo de ensaio uma aliquota de 100 pL das dilui¢des do extrato e
adicionado 500 pL do radical ABTS™". Apo0s, os tubos de ensaio foram mantidos em
repouso na auséncia de luz por 6 min. Em seguida, realizou-se a leitura da absorbancia a
734 nm em espectrofotdmetro (BEL Photonics®). Também foi feita uma solugio
“controle” que consistiu em uma aliquota de 100 pL do solvente extrator do extrato
adicionada de 500 pL do radical ABTS™. A solugdo “branco” foi o solvente extrator de

cada extrato, utilizada para zerar o espectrofotometro. Os resultados foram expressos
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micromoles de capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) por grama de
amostra (umol TEAC/g).

Também foi determinado o contetido de 4cido ascorbico pelo método de Tillmans,
foram pesadas 0,5 g da amostra e homogeneizada com 10 mL de acido oxalico 2% e com
40 mL de agua destilada e, esta solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50
mL. Uma aliquota de 10 mL dessa solucao foi titulada com solucdo de Tillmans e os

resultados foram expressos em mg/100g (AOAC, 2019).

3.3 ELABORACAO DA FARINHA DO CLADODIO DO MANDACARU (FM)

3.3.1 Processamento da FM e delineamento experimental

O fluxograma do processamento da FM ¢ apresentado na Figura 3. A farinha foi
preparada de acordo com o método descrito por Machado et al., (2021), com
modificagdes. Os cladddios do mandacaru in natura, foram higienizados com agua
corrente e sanitizados com hipoclorito de sédio (100 ppm/ 15 min), em seguida foram
tirados os espinhos com uma faca e descartados. Os cladodios sem espinho, foram
cortados em fatias de aproximadamente 1 cm de espessura com faca de aco inoxidavel
estéril. Apos, realizou-se a secagem das fatias em estufa com circulagdo forcada de ar
(Quimis, Q314M, Diadema, Sao Paulo, Brasil) a 55 £ 1°C até massa constante, o que
levou aproximadamente 26 h. Apos a secagem, o cladédio do mandacaru foi triturado em
um moinho de facas (Willey, Solab®, Piracicaba, Sao Paulo). A FM foi tamizada em
peneira com malha de 230 mesh em um agitador de peneiras (Bertel®, Caieiras, So
Paulo). Por fim, a FM foi embalada em saco de polipropileno e congelada -20 + 1 °C até

analises posteriores.

Figura 3 - Fluxograma de processamento da FM.

Higienizacdo e
N sanitizados, retirados os g
espinhos ¢ cortados
Cladodios
Embalagem e -« “ -
Armazenamento == -
Trituracdo + Tamizacdo Secagem (55 °C) /2

Fonte: Autores, 2020. FM, Farinha do Cladédio do Mandacaru.
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Apos processada em trés lotes diferentes e em experimentos separados, a FM foi
analisada, em triplicata, quanto aos aspectos tecnologicos, fisicos, fisico-quimicos,

microbioldgicos, perfil de agucares e de acidos organicos e potencial antioxidante.

3.3.2 Caracterizacio da FM

3.3.2.1 Controle de qualidade da FM

Para avaliacdo das condi¢des higiénico-sanitarias da farinha processada seguiu-se
a metodologia recomendada pela American Public Healh Association (APHA, 2001),
sendo determinado o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (NMP/g) e
termololerantes (NMP/g); contagem de bolores, leveduras, de Bacillus cereus, de
Staphylococcus coagulase positiva e de bactérias aerdbias e mesofilas, expressa em
Unidades Formadoras de Coldnias por g (UFC/g); e detec¢ao de Salmonella sp., de
acordo com Brasil (2019).

3.3.2.2 Caracterizagdo tecnologica, fisica e fisico-quimica da FM

A morfologia da FM foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Brito
et al. (2020). Para tal, uma camada nanométrica (40—50 nm) de ouro foi depositada sobre
a amostra, utilizando um metalizador (Quorum SC7620, Madri, Espanha) (20—-1000 um).
As imagens com diferentes ampliagdes (100x-4000x) foram obtidas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (TESCAN MIRA3, Brno, Republica Tcheca), ¢ o
tamanho das particulas foram aferidos.

Os pardmetros fisicos e fisico-quimicos foram determinados conforme
metodologia ja descrita no item 3.2.

Os minerais foram quantificados de acordo com a metodologia descrita por
Etienne et al. (2017), com modificacdes. O espectrometro de energia dispersiva (EDS)
(Oxford, Londres, Inglaterra) acoplado a um microscopio eletronico de varredura (MEV)
(TESCAN MIRA3, Brno, Republica Tcheca) foi operado a pressdes de alto vacuo. As
condi¢des operacionais utilizadas para a analise de EDS foram: Zoom (1000x), distancia
de trabalho (15 mm) e tensao de aceleracao (15 Kv). A composigao foi explorada, e entdo
os dados foram transferidos para os softwares MS Word e Excel, expressos em percentual

(%).
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3.3.2.3 Perfil de acucares e dcidos organicos da FM

Para a determinacao do contetido de agtcares (glicose, frutose, maltose e ramnose)
e de acido organicos (citrico, latico, malico, succinico, férmico, acético, butirico e
propidnico), inicialmente foi preparado o extrato aquoso da MF. Para tanto, 2 g da
amostra foram homogeneizados com 10 mL de 4gua ultrapurificada (Sistema de
Purificacao de Agua Integral Milli-Q®, EMD Millipore, Billerica, MA, EUA) por 10 min
em triturador/homogeneizador Turratec (TE-102 - Tecnal®, Piracicaba, Sio Paulo,
Brasil). A suspensdo foi centrifugada (4000 x g, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi
filtrado com um filtro de 0,45 pm (Millex Millipore, Barueri, SP, Brasil).

Posteriormente, foi realizada uma injecdo do extrato em sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com um sistema LC 1260 Infinity (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA) equipado com uma bomba de solvente
quaternario (modelo G1311C), desgaseificador, compartimento de coluna termostato
(modelo G1316A) e amostrador automatico (modelo G1329B) acoplado a um detector
de matriz de diodo (DAD) (modelo G1315D) e detector de indice de refragdo (RID)
(modelo G1362A). Durante a analise, a coluna Agilent Hi-Plex H (300 x 7,7 mm) com
tamanho de particula de 8,0 um e coluna de guarda PL Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent
Technologies) foram mantidas a 50 °C, o volume de inje¢do foi de 10 pL, vazao de 0,5
mL/min, fase movel H2SO4 a 4,0 mM em agua ultrapura e corrida de 20 min. Os dados
obtidos foram processados usando OpenLAB CDS ChemStation EditionTM (Agilent
Technologies). Os picos e as dreas médias de pico foram utilizados para quantificagdo de
amostras de CLAE comparando seus tempos de retencdo com os padroes de acidos
organicos e agucares (COELHO et al., 2018; PADILHA et al., 2017; BATISTA et al.,
2018; LIMA et al., 2019). Os resultados de agucares e acidos organicos foram expressos

como g por 100 g de amostra (g/100 g).

3.3.2.4 Potencial antioxidante da FM

Foi mensurado a partir dos ensaios de determinagdo do perfil de fenodlicos,
determinag¢ao do contetido total de fenolicos e flavonoides, dcido ascorbico e atividade

antioxidante pelos métodos de FRAP e ABTS, conforme ja descrito no item 3.2.
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3.4 AVALIACAO DO EFEITO PREBIOTICO DA FARINHA DO CLADODIO DO
MANDACARU DIGERIDA E LIOFILIZADA

3.4.1 Preparaciao da amostra

Inicialmente, a FM foi submetida ao processo simulado de digestao gastrintestinal
in vitro. Fol misturado, 10 g do da FM foi misturado com 50 mL de 4gua destilada
esterilizada e homogeneizados por 5 minutos. Uma mistura de a-amilase (20 mg) e 1 mM
de CaCl2 (6,25 mL, pH 7) foi adicionada a solugdo e mantida a 37 °C por 30 minutos sob
agitacdo (200 rpm). Apods esta etapa, o pH da mistura foi ajustado para 2-2,5 com HCI
1M, adicionado de pepsina (2,7 g em HCI1 0,1 M, 25 mL) e mantido a 37 °C durante 2
horas sob agita¢do (140 rpm). Em seguida, o pH foi ajustado para 6,5 - 7 com NaHCO3
a 1M e sais de bile (3,5 g) e pancreatina (560 mg) foram misturados com 125 mL de
NaHCO3 0,5M e incorporados a mistura, a qual foi mantida a 37 = 1 °C por 2 horas sob
agitacdo (60 rpm). Todas as enzimas e reagentes usados para realizagdo da digestdo
gastrointestinal in vitro foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Por fim, o material resultante do processo digestivo foi transferido para um tubo
de dialise de celulose regenerada com limite de peso molecular nominal de 1 kDa
(Spectrum, New Brunswick, EUA) e dialisada com NaCl 0,01 M a 5 £ 0,5°C para
remover monossacarideos. Apos 18 h, os fluidos dialisados foram substituidos e o
processo continuou por 2 h. MF digerida dialisada foi congelado (-18°C), liofilizado
(temperatura -50 £ 2°C, pressdo de vacuo 76 pHg, velocidade de liofilizagdo 1 mm/h)
por 28 h com um liofilizador (Liotop, Sao Paulo, Brasil), embalados em sacos de BOPP

metalizados e armazenados (4 + 0,5 °C).

3.4.2 Microrganismos e condi¢des de cultura

Trés isolados probidticos foram utilizados, nomeadamente Lactobacillus
acidophilus LA-05®, (Chr. Hansen, Hersholm, Dinamarca), Limosilactobacillus
fermentum 139 e L. fermentum 296. Cada estirpe foi cultivado duas vezes em caldo de
Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Hi-Media, Mumbai, India) a 37 °C por 20-24 h,
centrifugado (4500%g 15 min, 4°C; centrifuga MPW-351R, instrumentos médicos MPW,
Varsoévia, Polonia), lavada duas vezes e ressuspensa em solu¢ao salina estéril (NaCl 8,5

g/l; FMaia Ltd., Minas Gerais, Brasil) para obter suspensdes de células com densidade
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optica (OD; Espectrofotometro, Bel Photonics, Sdo Paulo, Brasil) a 655 nm de 0,6. Essas
suspensoes forneceram contagens de células viaveis de ~ 7 log unidades formadoras de
colonias (UFC)/ml quando semeado em agar MRS. Cada cepa probiodtica foi testada
como um Unico indculo.

Escherichia coli ATCC 8739 e E. coli ATCC 11775, fornecidos pela Colecao de
Microrganismos de Referéncia, Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude,
Fundagao Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil), foram usados para preparar o inéculo
entérico misto usado em ensaios para determinacao de escores de atividade prebiotica.
Essas cepas foram cultivadas duas vezes em caldo de infusdo cérebro-coragdo (BHI)
(HiMedia) a 37 © C por 18-20h. Cada cultura foi centrifugada (4500xg 15 min, 4°C),
lavada duas vezes e ressuspensa em solugdo salina estéril para obter uma célula suspensado
com uma leitura de OD de 0,05 a 655 nm (OD655). Essas suspensdes forneceram
contagens de células viaveis de ~ 7 log CFU/ml quando plaqueado em Agar BHI. O
in6culo da mistura entérica foi obtido pela mistura do duas suspensdes diferentes de E.
coli com uma proporgao de 1:1.

Os estoques de todas as cepas foram mantidos em caldo MRS ou BHI com glicerol
(150 g/1; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a -20 °C por um maximo de 4 semanas.
Caldo MRS e dgar MRS usados para cultivo de B. animalis foram sempre suplementados
com 0,5 g/l de L-cisteina-HCI (Fluka, St. Gallen, Suica) e incubados em condicdes
anaerobicas usando um gerador de gas anaerobico (AnaeroGen™, Oxoid,

Basingstoke,Inglaterra).

3.4.3 Preparacio de meios de cultivo

O caldo MRS com fonte de carbono modificada foi utilizado como meio basal
para avaliar os potenciais efeitos prebioticos da FM submetida a digestdo in vitro
(DUARTE et al., 2017). A composi¢ao dos caldos MRS modificados utilizados nestes
ensaios foram: triptona 10 g/L, extrato de carne 8 g/L, extrato de levedura 4 g/L,
hidrogenofosfato dipotassico 2 g/L, tween 80 1 g/L, acetato de sédio 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 20
g/L da respectiva fonte de carbono.

Para monitorar o crescimento das cepas probidticas testadas, quatro diferentes
caldos de cultivo foram preparados com base na unica fonte de carbono utilizada na sua

composicdo: 1) caldo contendo glicose (ingrediente ndoprebidtico - 20 g/L), 2) caldo
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contendo fruto-oligossacarideos (FOS, ingrediente prebidtico - 20 g/L e 3) caldo
contendo o FM liofilizado submetido a digestao in vitro: 20 g/L; e 4) caldo sem adicao
da fonte de carbono.

Todos os ingredientes utilizados para preparar os meios de cultivo foram obtidos
da Sigma-Aldrich, com exce¢do do FOS que foi obtido da Galena Ltd. (Campinas, SP,
Brasil).

3.4.4 Determinacio dos escores da atividade prebidtica

Uma aliquota de 0,2 mL da suspensao probidtica foi homogeneizada com 10 mL
de CMRS com glicose, FOS e MF digerida (20 g/L). Paralelamente, uma aliquota de 0,2
mL da mistura entérica foi homogeneizada com 10 mL de caldo M9 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) com glicose, FOS e MF digerida (20 g/L). No tempo zero (logo apds a
homogeneizagdo), e apds os tempos (6hs, 12hs, 24hs e 48 hs) de incubagdo (37 °C), uma
aliquota de 1 mL de meio de cultivo foi diluida em série (1:9) em solug¢do salina
estéril. Uma aliquota de 100 puL de cada dilui¢do foi semeada em MRS para enumeragao
da mistura probiotica e entérica, respectivamente, e incubada a 37 © C por 24 h. Os
resultados foram expressos como log UFC/mL

O indice de atividade prebidtica foi determinado segundo equagdo recomendada
por Zhang et al., (2018), correspondendo a férmula a seguir (Equagdo 1):
indice de atividade prebiética = {[log UFC probiética (BAL)/mL cultivada em meio com
a farinha no intervalo de 48 h] — [ log UFC probidtica (BAL)/mL cultivada em meio com
a farinha no intervalo de zero hora (populacao inicial)] / [log UFC probiotica (BAL)/mL
cultivada em meio contendo glicose no intervalo de 48 h] — [log UFC probiotica
(BAL)/mL cultivadas em meio contendo glicose no intervalo de zero hora (populagao
inicial)]} — {[log UFC E . coli/mL cultivada em meio com a farinha no intervalo de 48
h] — [log UFC E . coli/mL cultivada em meio com a farinha no intervalo de zero hora
(populagao inicial) / log UFC E . coli/mL cultivada em meio contendo glicose no
intervalo de 48 h] — [log UFC E . coli/mL cultivada em meio contendo glicose no

intervalo de zero hora (populagdo inicial)]} 1)

A obtencdo de valor de escore de atividade prebidtica positivo indica efeitos

estimuladores seletivos do componente examinado sobre o crescimento da cepa
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probidtica em detrimento da mistura entérica e, consequentemente, potencial atividade

prebiotica (ZHANG et al., 2018).

3.4.5 Determinacio de atividade metabdlica probiotica

3.4.5.1 Enumeracgdo de contagens de células viaveis

A andlise do crescimento das cepas probidticas testadas quando cultivadas nos
diferentes caldos ocorreram por meio da contagem de cé€lulas viaveis. Para tanto, 20 mL
da suspensao probidtica foi homogeneizada com 100 mL de CMRS com glicose, FOS,
MF digerida (20 g/L) e sem fonte de carbono, em diferentes intervalos de tempos (zero
hora, ou seja, logo apds a homogeneizagdo e apds 6, 12, 24 e 48 horas pds-incubagio),
aliquotas de 100 pL de cada mistura foram seriadamente diluidas em solugdo salina
esterilizada e, subsequentemente, 20 pL de cada diluicdo foram plaqueados em agar
MRS. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 — 48 horas. Os resultados das contagens
de células viaveis foram expressos como log UFC/mL (MASSA et al., 2020).

3.4.5.2 Avaliagdo dos parametros da atividade metabolica bacteriana

As andlises dos indicadores de atividade metabdlica nos diferentes sistemas de
cultivo propostos para avaliacdo da utilizacdo da MF como fonte de carbono foram
realizadas por meio da determinagdo de valores de pH, quantificagao de acidos organicos
e consumo de agucares nos tempos (Albuquerque et al., 2020).

O pH do meio de cultivo foi medido de acordo com metodologia ja descrita no
topico 3.2, no tempo zero (logo apos a homogeneizagdo) ¢ apds 6, 12, 24 ¢ 48 h de
incubacdo. Os teores de agucares e acidos organicos foram avaliados no tempo zero e

apods 24 e 48 h de cultivo, conforme ja descrito no item 3.3.2.3.
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3.5 AVALIACAO DOS EFEITOS PREBIOTICOS UTILIZANDO INOCULO FECAL

3.5.1 Preparacio das amostras fecais e pré-cultura

Os procedimentos experimentais foram aprovados por um comité institucional de
ética em pesquisa com seres humanos (Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
Brasil) e seguiu as orientagdes do Conselho Nacional de Satde (Resolucao 466, 2012).
As amostras fecais foram coletadas de quatro voluntarios adultos saudéaveis (dois homens
e duas mulheres, de 19 a 36 anos). Como critérios de inclusdo, os doadores seguiram uma
dieta onivora, sem precedentes de doeng¢a no intestino grosso, sem o uso de probidticos
ou prebidticos incluidos em alimentos ou concentrados apresentados na forma
farmacéutica, além de ndo ter feito uso de antibioticos ou qualquer outro medicamento
de uso controlado por, pelo menos, seis meses antes da coleta (Guergoletto et al., 2016).
As amostras fecais foram coletadas em tubos estéreis, dispostos em uma jarra com um
sistema gerador de anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e
transportadas para o laboratério. As amostras fecais foram verificadas em laboratorio
quanto a auséncia de parasitas e sangue, sendo utilizadas em até¢ 30 minutos apds a coleta,
para garantir uma microbiota fecal fresca. Amostras fecais frescas de voluntarios foram
misturadas (1:1:1:1, p/p), diluidas (1:10, p/v) em solu¢do tampao fosfato-salino estéril
(PBS; 0,1 mol/L; pH 7,4) e homogeneizadas por 2 min com agitacdo (200 rpm)
(Rodrigues et al., 2016). A mistura fecal (120 g) foi cultivada (37 + 0,5 °C) em condi¢des
anaerobicas (AnaeroGen) em um meio de pré-cultura formulado com 10 g de triptona, 5
g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, 5 g de glicose, 6 g de lactose e dgua destilada (1
L) previamente esterilizada em autoclave (121 °C, 1 atm, 15 min). Ap6s uma incubagio
durante a noite, a pré-cultura foi filtrada com uma gaze tripla esterilizada

(ALBUQUERQUE et al., 2021).

3.5.2 Preparaciao do meio de fermentacio

Para o processo de fermentacdo foi utilizado 1 L de meio de crescimento
esterilizado em autoclave (121°C, 1 atm, 15 min), com a seguinte composicao: 4,5 g de
NaCl, 4,5 g de KCl, 1,5 g de NaHCO3, 0,69 g de MgSQOy, 0,8 g de L-cisteina HCI, 0,5 g
de KH,POy4, 0,5 g K;HPO4, 0,4 g de sal biliar, 0,08 g CaCl,, 0,005 g de FeSOy4, 1 mL de
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Tween 80 e 4 mL de solugdo de resazurina (0,025%, como um indicador anaerdbico) e
agua destilada. A MF digerida foi submetida a fermentagdo com o pré-cultivo da
microbiota fecal humana. O volume final da fermentacdo foi de 40% do meio de
fermentacdo, 40% da pré-cultura fecal humana e 20% da MF digerida, incubados
anaerobicamente a 37 °C por 48 h (HU et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2021). Um
meio de fermentag¢do contendo FOS (20%) e sem substrato adicionado foram utilizados
como controle positivo e negativo, respectivamente, sendo submetidos aos mesmos
procedimentos citados acima. Os ingredientes usados para preparar o meio de

fermentagdo foram obtidos da Sigma-Aldrich.

3.5.3 Enumeracio bacteriana por fluorescéncia de hibridizacio in situ (FISH)

acoplado com citometria de fluxo multiparamétrica

A técnica de fluorescéncia de hibridizagdo in situ (FISH) usando sondas de
oligonucleotideos designadas para regides alvo especificas do gene 16S rRNA de
distintos grupos bacterianos em combinagao com citometria de fluxo multiparamétrica
(CFM) foram utilizadas para avaliar a capacidade da MF digerida em induzir mudangas
na composi¢ao da populagdo bacteriana colonica (CONTERNO et al., 2019; MENEZES
et al., 2020). Cinco diferentes sondas (Lab 158 especifica para Lactobacillus —
Enterococcus, Bif 164 especifica para Bifidobacterium, Bac 303 especifica para
bacteroides — Prevotella, Chis 150 especifica para Clostridium histolyticum e Erec 482
especifica para Eubacterium rectale — Clostridium coccoides) sintetizadas
comercialmente e marcadas com o fluor6foro Cy3 (Sigma-Aldrich) foram utilizadas
(Rodrigues et al., 2016; Menezes et al., 2020). O marcador SYBR Green (Molecular
Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi usado para enumerar a populacao total de
bactérias por meio da marcagao da fita dupla de DNA (CONTERNO et al., 2019).

No tempo zero (logo apds a homogeneizacdo dos componentes do meio de
fermentacdo) e ap6s 24 e 48 h de fermentagdo, aliquotas de 375 pL das culturas foram
fixadas overnight a 4 °C com 1125 pL de solucdo de paraformaldeido filtrada (4%, p/v)
para estabilizar a estrutura celular. Apds esse periodo, as aliquotas foram centrifugadas
(10000% g, 5 min, 4 °C), lavadas duas vezes (10000 x g, 5 min, 4 °C) com PBSa 1 M
esterilizado, ressuspensas em 300 pL. de PBS: etanol 99% (1:1 v/v), filtradas com filtro

de membrana tamanho de poro 0,45 pm (Whatman®) e armazenadas a -20 °C.
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Para a realizacdo da hibridizagdo in situ, 10 pL das células fixadas foram
ressuspensas em 190 uL de PBS 1x (Gibco®, Gaithersburg, EUA; pH 7.2), centrifugadas
(4000 x g, 15 min, 4 °C), descartado-se o sobrenadante, ressuspensas em 200 puL de
tampao Tris-EDTA (100 mM Tris-HCI1 e 50 mM EDTA; pH 8) e centrifugadas (4000 x
g, 15 min, 4 °C). As amostras foram tratadas com 200 pL de Tris-EDTA contendo
lisozima (1 mg/mL) e incubadas por 10 min no escuro em temperatura ambiente (25 +
0,5 °C), para permeabilizar as células que receberam as sondas Lab 158 e Bif 164,
seguindo por centrifugacao (4000 x g, 15 min, 4 °C). As amostras foram ressuspendidas
em 45 pL de tampao de hibridizagdo [0,9 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1% (p/v)
de dodecil sulfato de s6dio (DSS)] e com 5 puL de sonda oligonucleotidica fluorescente
(50 ng/uL) e mantidas sob temperatura dehibridizacdo apropriada para cada sonda (45
ou 50 °C) no escuro por 4 horas.

ApOs essa etapa, as amostras foram centrifugadas (4000 x g, 15 min, 25 °C),
ressuspensas em 200 pL de tampdo de hibridizagdo sem DSS e mantidas sob temperatura
de lavagem apropriada para cada sonda (45 ou 50 °C) no escuro por 30 min, para retirar
sondas nao ligadas. As amostras foram centrifugadas (4000 x g, 15 min, 25 °C),
ressuspensas em 200 pL de PBS 1x + 20 uL de SYBR Green (1:1000 solucao estoque
diluida em dimetil sulféxido >99.9%, Sigma-Aldrich), incubadas por 10 min no escuro
sob temperatura ambiente (25 £ 0,5 °C), centrifugadas (4000 x g, 15 min, 25 °C) e
ressuspendidas com 200 pL de PBS 1x.

Uma amostra em branco (sem a sonda oligonucleotidica e sem SYBR Green), e
uma amostra marcada somente com SYBR Green, foram preparadas para todas as
amostras, seguindo os mesmos passos das amostras hibridizadas, como um controle para
definir o limiar das comportas do citdmetro de fluxo (BD Accuri C6, New Jersey, EUA),
o que permite revelar a potencial autofluorescéncia das amostras, excluindo os falsos
positivos. Na analise de CFM, os sinais fluorescentes das células individuais passam
através de uma zona de laser, sendo coletados como sinais logaritmos. Os sinais
fluorescentes (mensuramento da area de pulso) foram coletados pelos canais FL1 (SYBR
Green) e FL2 (Lab 158, Bif 164, Bac 303, Chis 150 e Erec 482). A aquisi¢do das amostras
foi configurada para passar em um baixo fluxo, com nivel limite para dispersao direta
(FSC) ajustado para 30.000 e com total de 10.000 eventos coletados para cada amostra.
Os citogramas de emissdo de fluorescéncia froam gravados com o software BD Accuri
C6 (Becton Dickinson and Company). Os resultados foram expressos como abundancia

relativa (porcentagem) de células hibridizadas com cada sonda Cy3 especifica de grupo
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bacteriano (registrados como eventos fluorescentes) em relacdo ao total de bactérias
enumeradas com coloragdo SYBR Green (ALBUQUERQUE et al., 2021; CONTERNO
etal.,2019; MENEZES et al., 2021).

3.5.4 Determinacio de indices prebioticos

Para obter uma medida comparativa quantitativa geral do equilibrio entre
diferentes populagdes bacterianas nas amostras de fermentacao colonica, bem como para
comparar a influéncia da FM examinada na modula¢do microbiana seletiva durante a
fermentagdo colonica, um indice prebiotico foi calculado com dados obtidos na anélise
de FISH-CFM. A equacao usada foi daptada (OWOLABI et al., 2020; PALFRAMAN et
al., 2003), em que diferentes populacdes bacterianas foram enumeradas com cinco
sondas oligonucleotidicas usando a técnica de FISH-CFM. Apds o calculo da
abundancia relativa (porcentagem relativa), onde foi feita uma correlagdo com o nimero
total (abundancia, %) de bactérias enumeradas, a seguinte equagdo foi aplicada (Equagao

2):

fndice prebidtico = %Lab + %Bif — %Bac — %Chis — %Erec (2)

Onde: %Lab = abundancia encontrada para Lab ap6s 24 ou 48 h — abundancia
encontrada para Lab no tempo zero; %Bif = abundancia encontrada para Bif apos 24 ou
48 h — abundancia encontrada para Bif no tempo zero; %Bac = abundancia encontrada
para Bac apos 24 ou 48 h — abundancia encontrada para Bac no tempo zero; %Chis =
abundancia encontrada para Chis apos 24 ou 48 h — abundancia encontrada para Chis no
tempo zero; e %Erec = abundancia encontrada para Erec apos 24 ou 48 h — abundancia
encontrada para Erec no tempo zero.

A equagdo assume que um aumento na populagdo de Lactobacillus —
Enterococcus (hibridizado pela sonda Lab 158) e/ou Bifidobacterium (hibridizado pela
sonda Bif 164) é um efeito positivo, enquanto um aumento na populag¢ao de Bacteroides
— Prevotella (hibridizado pela sonda Bac 303), C. histolyticum (hibridizado pela sonda
Chis 150) e E. rectale — C. coccoides (hibridizado pela sonda Erec 482) ¢ um efeito
negativo. Mudangas na abundancia desses grupos sdo inseridas na equagdo em relagdo

aos seus niveis iniciais (abundancia). Se un grupo bacteriano mostra diferencgas negativas
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entre o tempo de fermentacdo e o tempo zero, o sinal (positivo ou negativo)
imediatamente anterior a essa sonda ¢ alterado na equacao. Isso permite normalizar o uso
da equagdo para um numero variado de sondas. A obtencdo de um valor de indice
prebiotico positivo indica um equilibrio benéfico dos grupos bacterianos identificados na
fermentagdo colonica induzida pelo substrato examinado e, consequentemente, uma
potencial atividade prebiotica. Por sua vez, a obtengdo de um valor de indice prebiodtico

negativo indica uma modulacdo indesejavel da microbiota pelo substrato examinado.

3.5.5 Monitoramento de indicadores de atividade metabdlica

A atividade metabolica da microbiota coldnica em meios com FM digerida e FOS
(controle positivo) e controle negativo (meio sem adicdo de fermento substrato) foi
avaliada com medidas de valores de pH, teores de acidos organicos, agticares, perfil de
fenodlicos e atividade antioxidante no tempo zero e ap6s 24 e 48 horas de fermentacao.

As andlises de pH, agucares e 4cidos organicos foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita no topico 3.2

A atividade antioxidante foi determinada pelo método ABTS e DPPH de acordo
com metodologia descrita por Shehata et al. (2021) e Lee et al. (2020), respectivamente.

O radical cation ABTS foi gerado pela reagdo de 5 mL de solucdo aquosa de ABTS
(7 mM) e 88 pL de 140 mM (concentragao final de 2,45 mM) de uma solucdo de
persulfato de potassio. A mistura foi mantida no escuro a 29 °C por 14 h antes de ser
utilizada e, em seguida, foi diluida com etanol para obter uma absorbancia de 0,7 + 0,02
unidades em 734 nm usando um espectrofotometro UV-vis. Extratos de casca (30 uL.) ou
substancias de referéncia (BHA), foram deixados para reagir com 3 mL da solucao de
radical ABTS azul-verde resultante em uma condi¢do escura. A diminuicdo da
absorbancia em 734 nm foi medida no ponto final de 6 min. A capacidade de eliminagdo
de ABTS do extrato foi comparada com a de BHA e a porcentagem de inibicao calculada
como:

Atividade sequestrante do radical ABTS (%) V4 [(Valor absoluto controle— Valor absoluto
amostra)]/ (valor absoluto)] x 100. Onde o valor absoluto controle ¢ a absorbancia do
radical ABTS p metanol; valor absoluto da amostra ¢ a absorbancia do radical ABTS b

extrato da amostra/padrao.
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A atividade sequestrante do radical DPPH foi medida usando um método
colorimétrico. No total, 0,03 mL de amostras foram reagidos com 0,4 mL de solugdo de
DPPH em metanol. A mistura de reagdo foi incubada no escuro por 25 min. A atividade
de eliminagdo de DPPH foi medida em um comprimento de onda de 517 nm. Os controles
foram preparados da mesma maneira usando etanol em vez de uma amostra. A atividade
de eliminagdo do radical DPPH (%) foi determinada da seguinte forma:

Atividade de eliminagdo do radical DPPH (%) = (1 - (absorvancia da amostra/absorvéancia

do controle)) x 100.

3.6  DESENVOLVIMENTO DE IOGURTE CAPRINO ADICIONADO DE GELEIA
DE TAMARINDO E FARINHA DO CLADODIO DO MANDACARU

3.6.1 Elaborac¢ao da geleia de tamarindo

A geleia foi processada com base na metodologia descrita por Bezerril et al.
(2021), com modificagdes. Os tamarindos (Tamarindus indica L.) foram higienizados,
em seguida foram descascados, retirada a polpa e descartadas as sementes.na propor¢ao
70:30 (tamarindo:agtcar), acrescentando-se 30% de agua potavel. Para tanto, a polpa do
tamarindo com a agua foi homogeneizada em liquidificador industrial (Spolu, SPL -
048W, Brasil) na velocidade 1 com a 4gua e, em seguida, o suco foi filtrado. O suco foi
acrescido do agucar e levado ao fogo baixo (180 =1 °C). A verificagdao do ponto de geleia
foi feita com base no teor de s6lidos soltiveis (BRASIL, 1978), empregando refratdmetro
digital (Hanna®, modelo HI 96801), até atingir o teor de 62 a 65%, p/p. Por fim, a geleia
foi envasada em pote de vidro hermético e estéril, seguido de armazenamento em
temperatura de refrigeracdo (4 +1°C) até analises posteriores.

Foram avaliados os parametros fisicos, fisico-quimicos ¢ potencial antioxidante
ao final do processamento da geleia de tamarindo, de acordo com metodologia descrita

no topico 3.2.

3.6.2 Elaborac¢ao dos iogurtes caprinos e delineamento experimental

O fluxograma iogurtes caprinos é apresentado na Figura 5, processados em dois

experimentos independentes conforme metodologia adaptada de Machado et al. (2017).
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Inicialmente, ao leite caprino pasteurizado (65 +1 °C/30 min) foi adicionado 10% de
sacarose, €, posteriormente, o mesmo foi submetido a um tratamento térmico (90 +1
°C/10 min). Em seguida, o leite foi resfriado a 45 +1 °C e a cultura starter, composta por
Streptococcus salivarius subsp. thermophillus ¢ Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus foi inoculada numa concentracdo de 0,4 g/L. A fermentacao foi realizada em
incubadora BOD (Marconi®, MA 415, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a uma temperatura
de 45 £1 °C/4 h. O ponto final da fermentacao do iogurte foi dado com base na verificagao
da firmeza do coagulo e determinagdo do pH, que atingiu no méaximo 4,5, por volta de 4-
6 hs. O produto, posteriormente, foi resfriado a 4 + 1 °C e, em seguida, o coagulo foi
quebrado mediante agitacdo manual com bastao de vidro. Procedeu-se, entdo, a adi¢ao
de 10% da geleia de tamarindo e de farinha do cladédio do mandacaru (FM), nas

concentragdes de 1 ou 2%, conforme delineamento descrito a seguir.

Figura 4 - Fluxograma de processamento dos iogurtes caprinos adicionados de geleia de tamarindo e

FM.
Pesagem dos Pasteurizacao do leite Adicao de agucar
ingredientes (65+1°C/30 min) |— > (10%)
Resfriamento Tratamento térmico
Cultura Starter :
O04gL) | @sec1°c) | Y| (90%1°C/10 min)
Fermentagio Refrigeracdo Homogeneizagio
(45+1°C/4h (4+1°0C) ’ (quebra do coagulo)
Envase ¢ Adigio de FM Adicio de 10% de
armazenamento | < (1% ou 2%) ¢ geleia de tamarindo
(4 £1 °C/28
dias)

Fonte: Autores (2022).

Foram processados, em duplicata, os seguintes tratamentos: sendo, IC - Iogurte

caprino controle, sem adicdo de geleia de tamarindo e FM; IG - logurte caprino
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adicionado de 10% de geleia de tamarindo; I1% - logurte caprino adicionado de 10% de
geleia de tamarindo e 1% de FM; e 12% - logurte caprino adicionado de 10% de geleia
de tamarindo e 2% de FM.

As amostras de iogurtes caprinos foram analisadas em triplicata apds os tempos

1, 14 e 28 dias de armazenamento refrigerado (4 = 1 °C).

3.6.3 Caracterizacdo tecnoldgica, fisica, fisico-quimica e microbiologica dos

iogurtes caprinos durante a vida de prateleira

A suscetibilidade a sinérese foi determinada pelo método de drenagem, onde 30 g
da amostra foi colocada sobre um papel filtro com didmetro de 125 mm (Whatman® n°
3) na parte superior de um funil acoplado a um Erlenmeyer de 100 mL. O indice de
sinérese foi avaliado apds 5 h de exposi¢ao do sistema a uma temperatura de 4 °C

(RIENER et al., 2010), calculando-se conforme a Equagdo 3:

SINERESE (%) =

[(massa do soro de leite, apés filtracao —massa da amostra de iogurte) x 100] 3)

A determinagdo da cor instrumental foi realizada em colorimetro (Konica
Minolta®, CR 400, Osaka, Japan), utilizando o sistema CIELAB (CIE, 1996). No espaco
colorimétrico CIELAB, definido por L*, a*, b* a coordenada L* corresponde a
luminosidade, a* e b* referem-se as coordenadas de cromaticidade verde(-)/vermelho(+)
e azul(-)/amarelo(+), respectivamente.

A viscosidade aparente em mPa.s foi determinada utilizando-se o viscosimetro
com geometria de cilindros concéntricos (Brookfield, DV-II+ Pro, Middleboro, USA),
acoplado a um banho termostatico para controle da temperatura (4 °C), usando o spindle
SC4-27 e sob uma velocidade de rotagao constante de 60 rpm.

As avaliagdes fisicas e fisico-quimicas das amostras envolveram analise dos
parametros de acidez em 4cido lactico, pH, extrato seco total, umidade, cinzas, proteinas
e acucares redutores, conforme metodologias recomendadas pela Association of Official
Analytical Chemist methods (AOAC, 2016) e a determinagdo de gordura foi pelo método
Folch, Less e Sloane-Stanley (1957).
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As andlises microbioldgicas constaram na avaliacdo da qualidade higiénico
sanitaria e na avaliagdo da viabilidade dos micro-organismos da cultura starter. Foram
realizados testes de controle de qualidade de contagem de E. coli, contagem total de
fungos e leveduras em UFC/g, bem como detec¢ao de auséncia de Salmonella spp./25 g
(APHA, 2015). Os testes de viabilidade de bactérias lacticas incluiram Streptococcus
salivarius subsp. thermophillus (APHA, 2015) e Lactobacillus subsp. bulgaricus (LIMA
et al., 2009). Os resultados foram expressos em log de unidade formadora de coldnias por

g de iogurte (log UFC/g).

3.6.4 Perfil dos acucares e acidos orgéanicos dos iogurtes caprinos durante a vida

de prateleira

Foi determinado conforme metodologia j& descrita no item 3.3.

3.6.5 Potencial antioxidante dos iogurtes caprinos durante a vida de prateleira

Foi mensurado a partir dos ensaios de determinacdo do perfil de fendlicos,
conforme metodologia ja descrita no item 3.3, determinacdo do contetdo total de
fenolicos e flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos de FRAP e ABTS,

conforme ja descrito no item 3.2.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e em dois experimentos distintos,
sendo os resultados expressos como média + desvio padrao. Os dados foram avaliados
pela anélise de variancia (ANOVA), sendo usado o teste de média de Tukey ao nivel de
5% de significancia (p < 0,05). Para realizagdao das analises estatisticas, foi utilizado o
software computacional GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).



52
REFERENCIAS

ABUD, H. F.; PEREIRA, M. D. S.; GONCALVES, N. R.; PEREIRA, D. D. S.;
BEZERRA, A. M. E. Germination and morphology of fruits, seeds and plants of Cereus
jamacaru DC. Journal of Seed Science, v. 35, n. 3, p. 310-315, 2013.

AGOSTONI, C.; AXELSSON, I.; BRAEGGER, C.; GOULET, O.; KOLETZKO, B.;
MICHAELSEN, K.F.; WEAVER, L.T. Probiotic bacteria in dietetic products for
infants: a commentary by the ESPGHAN Committee on Nutrition. Journal of
Pediatric Gastroenterology and Nutrition., v. 4, p. 365-374, 2004.

ALBUQUERQUE, T. M. R.; GARCIA, E. F.; ARAUJO, A. O; MAGNANI, M_;
SAARELA, M.; SOUZA, E. L. In vitro characterization of Lactobacillus strains
isolated from fruit processing by-products as potential probiotics. Probiotics and
antimicrobial proteins, v. 10, n. 4, p. 704-716, 2018.

AMARA, A. A.; SHIBL, A. Role of Probiotics in the health improvement, infection
control and disease treatment and management. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 23,
p. 107-114, 2015.

AMPODE, K.M.; MINANGA, R. Dietary effect of Tamarindus indica leaf meal on the
growth performance, cell-mediated immunity, carcass yield, and economic traits in
broiler chickens. Minanga R and Ampode KM, p. 152-163, 2021.

AOAC. Official methods of analysis of AOAC international. 20. ed. Washington:
AOAC International, 2016, 3100 p.

APHA. Compendium of methods for the microbiological examination of foods. 5th.
ed. Washington: Armer Public Health assn, 2015. 995 p.

AQUALAB. Analisador de atividade de agua para avaliar biodegradacao
(alimentos e farmacos): Modelo CX-2. Decagon Devices, Inc. 950 NE Nelson Court
Pullman, WA 99163 USA, 2001.

ARAUJO, C. M.; SAMPAIO, K. B.; MENEZES, F. N. D. D.; ALMEIDA, E. T. D. C.;
LIMA, M. D. S.; VIERA, V. B.; OLIVEIRA, M. E. G. Protective Effects of Tropical
Fruit Processing Coproducts on Probiotic Lactobacillus Strains during Freeze-Drying
and Storage. Microorganisms, v. 8, n. 1, p. 96, 2020.

ARRUDA, H. S.; PASTORE, G. M. Araticum (Annona crassiflora Mart.) as a source
of nutrients and bioactive compounds for food and non-food purposes: A
comprehensive review. Food research international, v. 123, p. 450-480, 2019.

ATTRI, S.; SINGH, N.; NADDA, A. K; GOEL, G. Probiotics and Their Potential
Applications: An Introduction. Advances in Probiotics for Sustainable Food and
medicine, p. 1-26, 2021.

AZAM, F. M. S.; BISWAS, A.; MANNAN, A.; AFSANA, N. A.; JAHAN, R,;
RAHMATULLAH, M. Are famine food plants also ethnomedicinal plants? An



53

ethnomedicinal appraisal of famine food plants of two districts of Bangladesh.
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v. 2014, p. 28, 2014

BANU, M.S. CHEMISTRY OF TAMARIND. Tamarind Science and Technology, p.
33,2018.

BARBOSA, 1. C.; OLIVEIRA, M. E.; MADRUGA, M. S.; GULLON, B.; PACHECO,
M. T.; GOMES, A. M.; QUEIROGA, R. C; BARBOSA, I. C.; OLIVEIRA, M. E;
MADRUGA, M. S.; GULLON, B.; PACHECO, M. T.; GOMES, A. M.; QUEIROGA,
R. C. Influence of the addition of Lactobacillus acidophilus La-05, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 and inulin on the technological, physicochemical,
microbiological and sensory features of creamy goat cheese. Food & function, v. 7, n.
10, p. 4356-4371, 2016.

BARTHLOTT, W.; HUNT, D. R. Cactaceae. In: The families and genera of vascular
plants. Flowering Plants Dicotyledons, v. 2, p. 161-197, 1993.

BATISTA, K. S.; ALVES, A. F.; LIMA, M. D. S.; SILVA, L. A.; LINS, P. P;
GOMES, J. A. S; SILVA, A. S.; TOSCANO, L. T.; MEIRELES, B.R. L. A_;
CORDEIRO, A. M. T. M.; CONCEICAO, M. L.; SOUZA, E. L.; AQUINO, J. S.
Beneficial effects of consumption of acerola, cashew or guava processing by-products
on intestinal health and lipid metabolism in dyslipidaemic female Wistar rats. Britsh
Journal of Nutrition, v. 119, p. 3041, 2018.

BENZIE, 1. F. F.; STRAIN, J. J. Ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure
of antioxidant power: The FRAP assay. Anal Biochem, v. 239, p. 70-76, 1996.

BERNHOFT, A. A brief review on bioactive compounds in plants. Bioactive
compounds in plants-benefits and risks for man and animals, v. 50, p. 11-17, 2010.

BESSA, M. M.; SILVA, A. G. F. Elaboration and physical-chemical and sensory
characterization of tamarind prebiotic yogurt. Revista do Instituto de Laticinios
Candido Tostes, v. 73, n. 4, p. 185-195, 2018.

BEZERRA, T.K. A.; OLIVEIRA A. N. M.; GARCIA, E. F.; GOMES, A. M. P.;
EGYPTO, R. D. C. R.; SOUZA, E. L.; MADRUGA, M. S. Effect of supplementation
with probiotic lactic acid bacteria, separately or combined, on acid and sugar production
in goat ‘coalho’cheese. LWT - Food Science and Technology, v. 75, p. 710-718, 2017.

BOHRA, P.; WAMAN, A. A. Malabar Tamarind: a profitable introduction for the
Bay Islands. 2019.

BORQUAYE, L. S.; DOETSE, M. S.; BAAH, S. O.; MENSAH, J. A. Anti-
inflammatory and anti-oxidant activities of ethanolic extracts of Tamarindus indica L.
(Fabaceae). Cogent Chemistry, v. 6, n. 1, p. 1743403, 2020.

BRASIL. Decreto-Lei n. 986, de 21 de outubro de 1969. Institui normas basicas
sobre alimentos. Brasilia, DF, 1969.



54

BRASIL. GUIA PARA COMPROVACAO DA SEGURANCA DE ALIMENTOS
E INGREDIENTES. [S.Z.], p. 51. n.23.2019.

BRASIL. Informe Técnico n° 9, de 21 de maio de 2004, Orientacio para utilizacao,
em rotulos de alimentos, de alegacio de propriedades funcionais de nutrientes com
funcdes plenamente reconhecidas pela comunidade cientifica. [S./.]. 2004.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal. Resolugdo n°® 5, de 13 de novembro de 2000.
Oficializa os Padrdes de identidade e qualidade de leites fermentados. Diario Oficial
[da] Reptblica Federativa do Brasil, Brasilia - DF, p. 9-12, 13 nov. 2000.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instru¢io Normativa
n° 37 de 31 de outubro de 2000. Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade do Leite de Cabra. 2000.

BRASIL. Ministério da Saude. Resolugdo RDC n° 216 de 22 de setembro de 2004.
Regulamento Técnico de Boas Praticas para Servigos de Alimentacao. Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, DF, 2004. Disponivel em:
http://portal.anvisa.gov.br/documents/33916/388704/RESOLU%25CC%2587%25CC%
25830-RDC. Acesso em: 13 de janeiro de 2021.

BRASIL. Ministério da Satide. Resolugao RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001.
Regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos. Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria. Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia,
DF, 2001.

BRASIL. Resoluc¢ido n° 18, de 30 de abril de 1999. Regulamento técnico que
estabelece as diretrizes basicas para analise e comprovacio de propriedades
funcionais e ou de saude alegadas em rotulagem de alimentos. ANVISA. Brasilia, p.
11. 1999.

BRITO, T. B. N.; PEREIRA, A. P. A.; PASTORE, G. M.; MOREIRA, R. F. A;
FERREIRA, M. S. L.; FAI A. E. C. Chemical composition and physicochemical
characterization for cabbage and pineapple by-products flour valorization. LWT - Food
Science and Technology, v. 124, p. 109028, 2020.

BIMBO, F.; BONANNO, A.; NOCELLA, G.; VISCECCHIA, R.; NARDONE, G.;
DEVITIIS, B.; CARLUCCI, D. Consumers’ acceptance and preferences for nutrition-
modified and functional dairy products: A systematic review. Appetite, v. 113, p. 141-
154, 2017.

BRAGA, R. Plantas do Nordeste, especialmente do Ceara. [S./.]: Editora
Universitaria UFRN, v. 2, 1960.

BURGAIN, J; SCHER, J; FRANCIUS , G; BORGES, F; CORGNEAU, G; REVOL-
JUNELLES, A. M; CAILLIEZ-GRIMAL, C; GAIANI, C. Lactic acid bacteria in dairy



55

food: Surface characterization and interactions with food matrix components.
Advances in Colloid and Interface Scienc, v. 2013, p. 21-35, 2014.

CARR, F.J.; CHILL, D.; MAIDA, N. The acid lactic bacteria: A literature survey.
Critical Reviews in Microbiology, v. 28, n. 4, p. 281-370, 2002.

CASSANI, L.; GOMEZ-ZAVAGLIA, A.; SIMAL-GANDARA, J. Technological
strategies ensuring the safe arrival of beneficial microorganisms to the gut: from food
processing and storage to their passage through the gastrointestinal tract. Food
Research Internationa, p. 108852, 2020.

CASAROTTI, S. N.; PENNA, A. L. B. Acidification profile, probiotic in vitro
gastrointestinal tolerance and viability in fermented milk with fruit flours.
International Dairy Journal, v. 41, n.1, p. 1-6, 2015.

CHARALAMPOPOULOS, D.; RASTALL, R. A. Prebiotics in foods. Current
Opinion in Biotechnology, v. 23, p. 1-5, 2011.

CHARLIER, C; CRETENET, M; EVEN, S; LE LOIR, Y. Interactions between
Staphylococcus aureus and lactic acid bacteria: An old story new perspectives.
International Journal of Food Microbiology, v. 131, p. 30-39, 2009.

CHUGH, B.; KAMAL-ELDIN, A. Bioactive compounds produced by probiotics in
food products. Current Opinion in Food Science, v. 32, p. 76-82, 2020.

CIE Commission Internationale de L'Eclairage (1986). ColorimetryPub no 15-2(2nd
ed.). Paris, France: CIE.

CLARK, S.; GARCIA, M. B. M. CLARK, S.; GARCIA, M. B. M. A 100-year review:
Advances in goat milk research. Journal of Dairy Science, v. 100, n. 12, p. 10026-
10044, 2017.

COELHO, E. M.; PADILHA, C. V. S_; MISKINIS, G. A ; SA, A. G. B.; PEREIRA, G.
E.; AZEVEDO, L. C.; LIMA, M. S. Simultaneous analysis of sugars and organic acids
in wine and grape juices by HPLC: Method validation and characterization of products
from northeast Brazil. Journal of Food Composition and Analysis, v. 66, p. 160-167,
2018.

COSTA, N.M.B.C.; ROSA, C.0.B. Alimentos funcionais: componentes bioativos
efeitos fisiologicos. 2. ed. Rio de Janeiro: Editora Rubio, 2016. 480 p.

COSTA, S.C. Cacto Cereus peruvianus: caracteristicas estruturais, reologicas e
aplicagdes dos polissacarideos. 202 f. Tese (Doutorado em Ciéncias farmacéuticas) -
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 1997.

CRITTENDEN, R.; PLAYNE, M. J. Nutrition News. Facts and functions of prebiotics,
probiotics and synbiotics. Handbook of Probiotics and Prebiotics, p. 535-582, 2008.



56

CUKROWSKA, B. Microbial and nutritional programming -The importance of the
microbiome and early exposure to potential food allergens in the development of
allergies. Nutrients, v. 10, n. 10, p. 1541, 2018.

DALLAL, M. M. S; ZAMANIAHARI, S; DAVOODABADI, A; HOSSEINI, M.
Identification and characterization of probiotic lactic acid bacteria isolated from
traditional persian pickled vegetables. GMS hygiene and infection control, v. 12,
2017.

DAVET, A.; VIRTUOSO, S.; DIAS, J. F.; MIGUEL, M.D.; OLIVEIRA, A. B;;
MIGUEL, O. G. Atividade antibacteriana de Cereus jamacaru DC., Cactaceae. Revista
brasileira de farmacognosia, v. 19, n. 2B, p. 561-564, 2009.

DEVI, B.; BORUAH, T. Tamarind (Tamarindus indica). In: Antioxidants in Fruits:
Properties and Health Benefits. Springer, Singapore, 2020. p. 317-332.

DOGAN, M.; TEKINER, I. H.; DEMIRKESENBICAK, H. Probiotics from food
products and gastrointestinal health. Dietary Interventions in Gastrointestinal Diseases.
Dietary Interventions in Gastrointestinal Diseases, p. 169—177, 2019

DOYON, M.; LABRECQUIE, J. Functional foods: a conceptual definition. British
Food Journal, v. 110, n. 11, p. 1133-1149, 2008.

DUARTE, F. N. D.; RODRIGUES, J. B.; LIMA, M. C; LIMA, M. S.; PACHECO, M.
T. B.; PINTADO, M. M. E.; AQUINO, J. S.; SOUZA, E. L. Potential prebiotic
properties of cashew apple (Anacardium occidentale L.) agro-industrial byproduct on

Lactobacillus species. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 97, n. 11, p.
3712-3719, 2017.

DUTRA, J. C. V.; OLIVEIRA, J. B. H.; SANTOS, V. S.; PEREIRA, P.R. C;
FERREIRA, J. M.; BATITUCCI, M. D. C. P. Fruiting increases total content of
flavonoids and antiproliferative effects of Cereus jamacaru DC. cladodes in sarcoma
180 cells in vitro. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v. 9, n. 2, p. 66,
2019.

ETIENNE, D. T.; ROMUALD, M. M.; YSIDOR, K. N. G.; DAOUDA, S.; ADAMA,
C.; MARIUS, B. G. H. Nutritive Contents of Cakes Enriched with Almonds Powder of
Terminalia catappa of Cote d’Ivoire. Asian Research Journal of Agriculture, p. 1-15,
2017.

FAO/WHO. Evaluation of health and nutritional properties of probiotics in food
including powder milk with live lactic acid bacteria. Cérdoba, 2001. Disponivel em:
ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/meeting/009/y6398e.pdf. Acesso em: 20 dez. 2020.

FABRICANTE, J. R.; BEZERRA, F. T.; SOUZA, V. C.; FEITOSA, S. S.; ANDRADE,
L. A.; ALVES, E. U. Influéncia de temperatura e substrato na germinagao e
desenvolvimento inicial de mandacaru (Cereus jamacaru DC.). Agropecuaria técnica,
v.31,n.2,p. 96-101, 2010.



57

FAZILAH, N.F.; ARIFF, A.B.; KHAYAT, M.E.; RIOS-SOLIS, L.; HALIM, M.
Influence of probiotics, prebiotics, synbiotics and bioactive phytochemicals on the
formulation of functional yogurt. Journal of Functional Foods, v. 48, p. 387-399,
2018.

FERREIRA, C.L.L.F.; MALTA, H.L.; CARELI, R.T.; DIAS, A.S; GUIMARAES, A ;
JACOB, F.; CUNHA, R.M.; PEREIRA, S.; OLIVEIRA, S. Verifica¢do da qualidade
fisico-quimica e microbioldgica de alguns iogurtes vendidos na regido de Vigosa.
Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes, v. 56, n. 321, p. 152- 158, 2001.

FOLCH, J.; LESS, M.; SLOANE-STANLEY, G. H. A simple method for the isolation
and purification of total lipids from animal tissues. Journal of Biological Chemistry,
v.226,1n. 1, p. 497-509, 1957.

GARCIA, E. F.; LUCIANO, W. A.; XAVIER, D. E.; COSTA, W. C.; SOUSA O. K.,
FRANCO, O. L.; SOUZA, E. L. Identification of lactic acid bacteria in fruit pulp
processing byproducts and potential probiotic properties of selected Lactobacillus
strains. Frontiers in microbiology, v. 7, p. 1371, 2016.

GARCIA, E. F.; LUCIANO, W. A.; XAVIER, D. E.; COSTA, W. C.; OLIVEIRA, K.
S, FRANCO, O. L.; MORAIS JUNIOR, M. A.; LUCENA, B. T. L.; PICAO, R. C.;
MAGNANI, M.; SAARELA, M.; SOUZA, E. L. Identification of lactic acid bacteria in
fruit pulp processing byproducts and potential probiotic properties of selected
Lactobacillus strains. Frontiers in microbiology, v. 7, p. 1371, 2016.

GARCIA, E. F.; OLIVEIRA A. A.; LUCIANO, W. A.; ALBUQUERQUE, T. M. R_;
OLIVEIRA A. N. M.; MADRUGA, M. S.; SOUZA, E. L. The performance of five
fruit-derived and freeze-dried potentially probiotic Lactobacillus strains in apple,

orange, and grape juices. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 98, n.
13, p. 5000-5010, 2018.

GARCIA, V.; ROVIRA, S.; BOUTOIAL, K.; LOPEZ, M. B. Improvements in goat
milk quality: A review. Small Ruminant Research, v. 121, n. 1, p. 51-57, 2017.

GIBSON, G. R.; HUTKINS, R.; SANDERS, M. E.; PRESCOTT, S. L.; REIMER, R.
A.; SALMINEN, S. J.; REID, G. Expert consensus document: The International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) consensus statement on the

definition and scope of prebiotics. Nature reviews Gastroenterology & hepatology,
v. 14,n. 8, p. 491, 2017.

GODARD, M.; EWING, B.; PISCHELI. Acute blood glucose lowering effects and
long- term safety of Opuntia supplementation in prediabetic males and females. J
Ethnopharmacol, p. 1-2, 2010.

GUARRERA, P. M.; SAVO, V. Wild food plants used in traditional vegetable mixtures
in Italy. Journal of Ethnopharmacology, v. 185, p. 202-234, 2016.

GUEDES, R.S.; ALVES, E. U.; GONCALVES, E. P.; BRUNO, R. D. L. A.; BRAGA
JUNIOR, J. M.; MEDEIROS, M. S. Germinagdo de sementes de Cereus jamacaru DC.



58

em diferentes substratos e temperaturas. Acta Scientiarum Biological Sciences, v. 31,
n. 2, p. 159-164, 2009.

GUERGOLETTO, K. B.; COSTABILE, A.; FLORES, G.; GARCIA, S.; GIBSON,
G.R. In vitro fermentation of jucara pulp (Euterpe edulis) by human colonic microbiota.
Food Chemistry, v.196, p. 251-258, 2016.

HERIGSTAD, B.; HAMILTON, M.; HEERSINK J. How to optimize the drop plate
method for enumerating bacteria. Journal of microbiological methods, v. 44, n. 2, p.
121-129, 2001.

IAL. Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz: métodos quimicos e fisicos para
analises de alimentos. Sdo Paulo: IAL, 2008.

ISRAEL, K. S; MURTHY, C.; HOSAMANI, B. P. D. R. Value addition of tamarindo
products in Karnataka. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, v. 8, n. 6,
p. 726-730, 2019.

HERNANDEZ-URBIOLA, M. I.; PEREZ-TORRERO, E.; RODRIGUEZ-GARCIA, M.
E. Chemical analysis of nutritional content of prickly pads (Opuntia ficus-indica) at
varied age sin an organic harvest. International Journal of Environmental Research
and Public Health, v. 8, p. 12871295, 2011.

HODGKINSON, A.J.; WALLACE, O. A. M.; BOGGS, I.; BROADHURST, M.;
PROSSER, C. G. Gastric digestion of cow and goat milk: Impact of infant and young
child in vitro digestion conditions. Food Chemistry, v. 245, p. 275-281, 2018.

HORWITZ, W; LATIMER J. R; GEORGE, W. Official Methods of Analysis of the
Association of Official Analytical Chemists. 18th ed. Gaithersburg, Maryland:
AOAC. 2005.

HUEBNER, J.; WEHLING, R. L.; HUTKINS, R. W. Functional activity of comercial
prebiotic. International Dairy Journal, n. 17, p. 770-775, 2007.

JACOB, M. C. M.; ARAUJO M. M. F.; ALBUQUERQUE, U. P. Biodiverse food
plants in the semiarid region of Brazil have unknown potential: A systematic review.
PloS one, v. 15,n. 5, p. 0230936, 2020.

JAKUBCZYK, E.; KOSIKOWSKA, M. Nowa generacja mlecznych produktow
fermentowanych z udzialem probiotykow i prebiotykow, produkty synbiotyczne.
Przeglad Mleczarski, v. 12, p. 397, 2000.

JAMES, A.; WANG, Y. Characterization, health benefits and applications of fruits and
vegetable probiotics. CyTA-Journal of Food, v. 17, n. 1, p. 770-780, 2019.

JARADAT, N. A.; DAMIRI, B.; ABUALHASAN, M. N. Antioxidant evaluation for
Urtica urens, Rumex cyprius and Borago officinalis edible wild plants in Palestine.
Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 29, n. 1, p. 325-330, 2016.



59

KANDYLIS, P.; PISSARIDI, K.; BEKATOROU, A.; KANELLAKI, M.; KOUTINAS,
A.A. Dairy and non-dairy probiotic beverages. Current Opinion in Food Science, v. 7,
p. 58-63, 2016.

KANG, C. H.; HAN, S. H.; KIM, J. S.; KIM, Y.; JEONG, Y.; PARK, H. M.; PAEK, N.
S. Inhibition of nitric oxide production, oxidative stress prevention, and probiotic
activity of lactic acid bacteria isolated from the human vagina and fermented food.
Microorganisms., v. 7, p. 109, 2019.

KERRY, R. G.; PATRA, J. K.; GOUDA, S.; PARK, Y.; SHIN, H. S.; DAS, G.
Benefaction of probiotics for human health: A review. Journal of Food and Drug
Analysis, v. 26, n. 3, p. 927-939, 2018.

KINUPP, V. Como o conceito PANC nasceu. Fio Cruz. Brasilia. 2018.

KLEIN, G; PACK, A.; BONAPARTE, C.; REUTER, G. Taxonomy and physiology of
probiotic lactic acid bacteria. International Journal of Food Microbiology, v. 41, n.
2, p. 103-125, 1998.

KOUR, S.; BAKSHI, P.; SHARMA, A.; WALI, V. K.; JASROTIA, A.; KUMARI, S.
Strategies on conservation, improvement and utilization of underutilized fruit

crops. International Journal of Current Microbiology and Applied Sciences, v. 7,
n. 3, p. 638-650, 2018.

KSURVESWARAN, S.; CAL Y. Z.; CORKE, H.; SUN, M. Systematic evaluation of
natural phenolic antioxidants from 133 Indian medicinal plants. Food Chemistry, v.
102, n. 3, p. 938-953, 2007.

KUMAR, H.; YADAV, D.; KUMAR, N.; SETH, R.; GOYAL, A. K. KUMAR, H.;
YADAYV, D.; KUMAR, N.; SETH, R.; GOYAL, A. K. Nutritional and nutraceutical
properties of goat milk-a review. Indian Journal Dairy Science, v. 69 , p. 513-518,
2016.

LEAL, M. L.; ALVES, R.P.; HANAZAKI, N. Knowledge, use, and disuse of
unconventional food plants. Journal of ethnobiology and ethnomedicine, v. 14, n. 6,
p. 2-9, 2018.

LEAN, M. E. Principles of human nutrition. Medicine, v. 47, n. 3, p. 140-144, 2019.

LEBEER, S.; BRON, P. A.; MARCO, M. L.; VAN, P. J. P.; MOTHERWAY, M. O. C;;
HILL, C.; KLAENHAMMER. Identification of probiotic effector molecules: present

state and future perspectives. Current opinion in biotechnology, v. 49, p. 217-223,
2018.

LILLY, D. M.; STILLWELL, R. H. Probiotics: Growth promoting factors produced by
microorganisms. Science, v. 147, p. 747-748, 1965.

LIMA, K. G. C.; KRUGER, M. C.; BEHRENS, J.; DESTRO, M. T.; LANDGRAF, M;
FRANCO, B. D. G. M. Evaluation of culture media for enumeration of Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei and Bifidobacterium animalis in the presence of



60

Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus and Streptococcus thermophiles. LWT-
Food Science and Technology, v. 42, n. 2, p. 491495, 2009.

LIMA, R. S.; FERREIRA, S. R. S.; VITALI, L.; BLOCK, J. M. May the superfruit red
guava and its processing waste be a potential ingredient in functional foods? Food
Research International, v. 115, p. 451-459, 2019.

LINA, A.; ELOISA, L. How do young cacti (seeds and seedlings) from tropical xeric
environments cope with extended drought periods? Journal of Arid Environments, v.
154, p. 1-7, 2018.

LIU, M.; L1, X. Q.; WEBER, C.; LEE, C. Y.; BROWN, J.; LIU, R. H. Antioxidant and
antiproliferative activities of raspberries. Journal Agricultural Food Chemistry, v.
50, 2926-2930, 2002.

LUCENA, C. M.; LUCENA, R. F. P.; COSTA, G. M.; CARVALHO, T. K. N.; SILVA
COSTA, G. G.; NOBREGA A. R. R.; NUNES, E. N. Use and knowledge of Cactaceae
in Northeastern Brazil. Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine, v. 9, n. 1, p. 62,
2013.

LYRA, M. C. C.; SANTOS, D. C.; MONDRAGON-JACOBO, C.; SILVA, M. L. R.
B.; MERGULHAO, A. C. E. S.; MARTINEZ-ROMERUO. Isolation and molecular
characterization of endophytic bacteria associated with the culture of forage cactus
(Opuntia spp.). Journal of Applied Biology & Biotechnology, v. 1, p. 11-16, 2013.

MACHADO, A. D. G., PACHECO, M. T. B., QUEIROGA, R. C.R. E.,
CAVALCANTE, L. M., BEZERRIL, F. F.; ORMENESE, R. C. S. C.; GARCIA, A. O.;
NABESHIMA, E. H.; PINTADO, M. A. E.; OLIVEIRA, M. E. G. Nutritional,
physicochemical and sensorial acceptance of functional cookies enriched with
xiquexique (Pilosocereus gounellei) flour. PloS one, v. 16, n. 8, p. €0255287, 2021.

MACHADO, T. A. D. G.; OLIVEIRA, M. E. G.; CAMPOS, M. I. F.; ASSIS, P. O. A;
SOUZA, E. L.; MADRUGA, M. S.; EGYPTO, R. D. C. R. Impact of honey on quality
characteristics of goat yogurt containing probiotic Lactobacillus acidophilus. LWT-
Food Science and Technology, v. 80, p. 221-229, 2017.

MARTINS, I. B. A.; DELIZA, R.; SANTOS, K. M. O.; WALTER, E. H. M_;
MARTINS, J. M.; ROSENTHAL, A. Viability of probiotics in goat cheese during
storage and under simulated gastrointestinal conditions. Food and bioprocess
technology, v. 11, n. 4, p. 853-863, 2018.

MAZON, S.; MENIN, D.; CELLA, B. M,; LISE, C. C.; VARGAS, T.D.O.; DALTOE,
M. L. M. Exploring consumers’ knowledge and perceptions of unconventional food
plants: case study of addition of Pereskia aculeata Miller to ice cream. Food Science
and Technology, p. 215-221, 2019.

MEIADO, M. V.; ALBUQUERQUE, L. S. C.; ROCHA, E. A.; ROJAS-ARECHIGA,
M.; LEAL, I. R. Seed germination responses of Cereus jamacaru DC. ssp. jamacaru
(Cactaceae) to environmental factors. Plant Species Biology, v. 25, n. 2, p. 120-128,
2010.



61

MENEZES, A. P. P.; TREVISAN, S. C. C.; BARBALHO, S. M.; GUIGUER, E. L.
Tamarindus indica L. A plant with multiple medicinal purposes. Journal of
Pharmacognosy and Phytochemistry, v. 5, n. 3, p. 50, 2016.

MILAN, A. M.; HODGKINSON, A.J.; MITCHELL, S.M.; PRODHAN, U.K_;
PROSSER, C.G.; CARPENTER, E.A.; CAMERON-SMITH, D. Digestive Responses
to Fortified Cow or Goat Dairy Drinks: A Randomised Controlled Trial. Nutrients, v.
10, n. 10, p. 1492, 2018.

MONTEIRO, S. A.; BARBOSA, M. M.; SILVA, F. F. M. D; BEZERRA, R. F.; MAIA,
K. S. Preparation, phytochemical and bromatological evaluation of flour obtained from
the acerola (Malpighia punicifolia) agroindustrial residue with potential use as fiber
source. LWT- Food Science and Technology, v. 134, 2020.

MOREIRA, I. D. S.; SILVA, L. D. M.; CASTRO, D. S. LIMA, J. P.; SOUSA, F. C,;
ALMEIDA, F. D. A. C.; SILVA, S. C. M. D. P. Fruit of mandacaru: kinetics of drying

and physical-chemical characterization. Journal of Agricultural Science (Toronto), v.
10, n. 11, p. 461-470, 2018.

MUSTAFA, S. M.; CHUA, L. S.; EL-ENSHASY, H. A.; ABD, M. F. A.; HANAPI, S.
Z.; ABDUL, M. Effect of Temperature and pH on the Probiotication of Punica
granatum Juice using Lactobacillus Species. Journal of food biochemistry, v. 43, n. 4,
p. €12805, 2019.

NERI-NUMA, 1. A.; ARRUDA, H. S.; GERALDI, M. V.; MAROSTICA JUNIOR, M.
R.; PASTORE, G. M. Natural prebiotic carbohydrates, carotenoids and flavonoids as
ingredients in food systems. Current Opinion in Food Science, v. 33, p. 98-107, 2020.

NIDAL, J.; EID AHMAD, M.; MOHYEDDIN, A.; NASER, Z. A. Variations of
Exhaustive Extraction Yields and Methods of Preparations for (Arum palaestinum)
Solomon's Lily Plant in all Regions of West Bank/Palestine. International Journal Of
Pharmacognosy, v. 7, n. 2, p. 356-360, 2015.

NOORI, N.; HAMEDI, H.; KARGOZARI, M.; SHOTORBANI, P. M. Investigation of
potential prebiotic activity of rye sprout extract. Food Bioscience, v. 19, n. 1, p. 121-
127, 2017.

OH, Y. S.; JUN, H. S. Role of Bioactive Food Components in Diabetes Prevention:

Effects on Beta-Cell Function and Preservation. Nutrition and metabolic insights, v.
7, p. 51-59, 2014.

OLIVEIRA, A. D. S.; FIGUEIREDO, R. M.; QUEIROZ, A. J. D. M.; BRITO, J. G. D.
Estabilidade da polpa do Cereus jamacaru em pd durante o armazenamento. Revista
Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 19, n. 2, p. 147-153, 2015.

OLIVEIRA, M. E. G.; GARCIA, E. F.; QUEIROGA, R. D. C. R. D. E.; SOUZA, E. L.

D. Technological, physicochemical and sensory characteristics of a Brazilian semi-hard
goat cheese (coalho) with added probiotic lactic acid bacteria. Scientia Agricola, v. 69,
n. 6, p. 370-379, 2012.



62

OLIVEIRA, H. A. B. D.; ANUNCIACAO, P. C.; SILVA, B. P. D.; SOUZA, A. M. N.
D.; PINHEIRO, S. S.; LUCIA, C. M. D.; PINHEIRO-SANT’ANA, H. M. Nutritional
value of non-conventional vegetables prepared by family farmers in rural communities.
Ciéncia Rural, v. 49, n. 8, p. 1-10, 2019.

OSORIO, V. A.; MURIEL, S. B.; TORRES, J. M. C. Morphoagronomic
characterization of Tamarindus indica L. in orchards of tropical dry forest from
Antioquia (Colombia). Biodiversity International Journal, v. 2, n. 5, p. 396-403,
2018.

PADILHA, C. V. S; MISKINIS, G. A.; SOUZA, M. E. A. O.; PEREIRA, G. E;
OLIVEIRA, D.; BORDIGNON-LUIZ, M. T.; LIMA, M. S. Rapid determination of
flavonoids and phenolic acids in grape juices and wines by RP-HPLC/DAD: Method
validation and characterization of commercial products of the new Brazilian varieties of
grape. Food Chemistry, v. 228, p. 106-115, 2017.

PANGHAL, A.; JANGHU, S.; VIRKAR, K.; GAT, Y.; KUMAR, V.; CHHIKARA, N.
Potential non-dairy probiotic products - A healthy approach. Food Bioscience, v. 21, p.
80-89, 2018.

PARKER, R. B. Probiotics, the other half of the antibiotics story. Animal Nutrition
and Health, p. 4-8, 1974.

PEREIRA, M. C.; STEFFENS, R. S.; JABLONSKI, A.; HERTZ, P. F.; RIOS, A. D. O.;
VIZZOTTO, M.; FLORES, S. H. Characterization, bioactive compounds and
antioxidant potential of three Brazilian fruits. Journal of Food Composition and
Analysis, v. 29, n. 1, p. 19-24, 2013.

PIMENTEL, T. C.; BRANDAO, L. R.; DE OLIVEIRA, M. P.; DA COSTA, W.K. A ;
MAGNANI, M. Health benefits and technological effects of Lacticaseibacillus casei-
01: An overview of the scientific literature. Trends in Food Science & Technology, v.
114, p. 722-737, 2021.

PROSKY, L.; ASP, N. G.; SCHWEIZER, T. F.; DEVRIES, J. W.; FURDA, L.
Determination of insoluble and soluble dietary fibers in foods and food products.
Journal of the Association of Oficial Analytical Chemists International, v. 75, n. 2,
p- 360-367, 1992.

PUEBLA-BARRAGAN, S.; REID, G. Forty-five-year evolution of probiotic therapy.
Microbial Cell, v. 6, n. 4, p. 184, 2019.

PULIDO, R.; BRAVO, L.; SAURA-CALIXTO, F. Antioxidant activity of dictary
polyphenols as determined by a modified ferric reducing/antioxidant power assay.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 48, n. 8, p. 396-402, 2000.

REES, A.; DODD, G. F.; SPENCER, J. P. The effects of flavonoids on cardiovascular
health: a review of human intervention trials and implications for cerebrovascular
function. Nutrients, v. 10, n. 12, p. 1852-, 2018.



63

RIBEIRO, T. S.; SAMPAIO, K. B.; MENEZES, F. N. D. D.; ASSIS, P. O. A_;
SANTOS, L. M.; OLIVEIRA, M. E. G.; EGYPTO, R. D. C. R. 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. 3 Biotech, v. 10, n. 10, p. 1-9, 2020.

RIENER, C.; WILLINGHAM, D. The myth of learning styles. Change:The magazine
of higher learning. Change: The magazine of higher learning, v. 42, n. 5, p. 32-35,
2010.

ROCHA, E. A.; AGRA, M. D. F. Flora of the Pico do Jabre, Paraiba, Brazil: Cactaceae
juss. Acta botanica brasilica, v. 16, n. 1, p. 15-21, 2002.

SAAD, S. M. L. Probiotics and prebiotics: the state of the art. Revista Brasileira de
Ciéncias Farmacéuticas, v. 42, n. 1, p. 1-16, 2006.

SAARELA, M.; MOGENSEN, G.; FONDEN, R.; MATTO, J.; MATTILA-
SANDHOLM, T. Probiotic bacteria: safety, functional and technological properties.
Journal of Biotechnology, v. 84, 2000.

SANCHEZ-ZAPATA, E.; FERNANDEZ-LOPEZ, J.; PEREZ-ALVAREZ, J. A ;
SOARES, J.; SOUSA, S.; GOMES, A. M. P.; PINTADO, M. M. E. In vitro evaluation
of “horchata” co-products as carbono source for probiotic bacteria growth. Food and
Bioproducts Processing, n. 91, p. 279-286, 2013.

SANTOS NETO, J. P.; SILVA, V. D. N.; SILVA, P. A.; SANTOS, Y. M. P.;
MONTEIRO, P. H. S.; SILVA, L. A. S. G. Caracteristicas fisico-quimicas do fruto do
mandacaru (Cereus jamacaru DC.) cultivado no sertdo alagoano. Revista Craibeiras
de Agroecologia, v. 4,n. 1, p. 7141, 2019.

SANTOS, N. C.; ALMEIDA, R. L. J.; SILVA, L. R. I.; SANTOS, P. T.;
ALCANTARA, S. V. M,; SILVA, E. R; ALCANTARA, R. V. H. Pasteurization of
pulp and peel of mandacaru fruit (Cereus jamacaru). Research, Society and
Development, v. 9, n. 7, p. €¢403974027-e403974027, 2020.

SARAO, L. K.; ARORA, M. Probiotics, prebiotics, and microencapsulation: A review.
Critical reviews in food science and nutrition, v. 57, n. 2, p. 344-371, 2017.

SCHEINVAR, L. Cactaceas. Flora Ilustrada Catarinense, Itajai: R. Reitz, v. 18, 1985.

SCOTT, K. P.; GRIMALDI, R.; CUNNINGHAM, M.; SARBINI, S. R.;
WIEYESEKERA, A.; TANG, M. L.; GIBSON, G. R. Developments in understanding
and applying prebiotics in. research and practice an ISAPP conference paper, v.
128, p. 934-949, 2019.

SHARMA, A.; KAUR, J.; LEE, S.; PARK, Y. S. Tracking of Intentionally Inoculated
Lactic Acid Bacteria Strains in Yogurt and Probiotic Powder. Microorganisms, v. &, n.
1, p.5,2020.



64

SIGMASTAT (programa de computador). (2006). Versao 3.5. Point Richmond
(California): Comercial.

SILVA, A. P. G.; SOUZA, C. C. E.; RIBEIRO, J. E. S.; SANTOS, M. C. G.; PONTES,
A.L.D. S.; MADRUGA, M. S. Physical, chemical and bromatological characteristics
of the giant forage cactus (Opuntia ficus-indica) and small forage cactus (Nopalea

cochenillifera) from Paraiba state (Brazil). Revista Brasileira de Tecnologia
Agroindustrial, v. 9, p. 1810-1820, 2015.

SILVA, F. A.; OLIVEIRA, M. E. G.; FIGUEIREDO, R. M. F.; SAMPAIO, K. B.;
SOUZA, E. L.; OLIVEIRA, C. E. V.; EGYPTO, R. D. C. R. The effect of Isabel grape
addition on the physicochemical, microbiological and sensory characteristics of
probiotic goat milk yogurt. Food & function, v. 8, n. 6, p. 2121-2132, 2017.

SILVA, J. F.; MIRANDA, R. F.; COSTA, H. R. D.; LIMA, C. M. G.; VERRUCK, S.;
BARBOSA, E. A.; CARDOSO, D. C. Bilayer goat’s milk yogurt with tamarind
(Tamarindus indica L.) and wild passion fruit (Passiflora cincinnata Mast) jam:

Characterization and acceptability. Research, Society and Development, v. 9, n. 9, p.
€46996139-e46996139, 2020.

SILVA, L. M. R,; FIGUEIREDO, E. A. T.; RICARDO, N. M. P. S.; VIEIRA, I. G. P.;
FIGUEIREDO, R. W.; BRASIL, I. M. GOMES, C. L. Quantification of bioactive
compounds in pulps and by-products of tropical fruits from Brazil. Food Chemistry, v.
143, n. 1, p. 398404, 2014.

SILVA, L. R.; ALVES, R. E. Avaliacdo da composi¢ao fisico-quimica de frutos de
mandacaru (Cereus jamacaru P.). Acta Agronémica, v. 58, n. 4, p. 245-250, 2009.

SOCHA, P.; STOLARCZYK, A.; SOCHA, J. Wplyw probiotykow 1 prebiotykdéw na
gospodarke lipidowa Pediatria Wspodtczesna. Gastroenterologia, Hepatologia i
Zywienie Dziecka, v. 4, n. 1, p. 85-88, 2002.

SOUSA, S.; PINTO, J.; PEREIRA, C.; MALCATA, F. X.; PACHECO, M. T. B;;
GOMES, A. M. In vitro evaluation of yacon (Smallanthus sonchifolius) tuber flour
prebiotic potential. Food and Bioproducts Processing, v. 95, p. 96-105, 2015.

SULIEMAN, A. M. E.; ALAWAD, S. M.; OSMAN, M. A.; ABDELMAGEED, E. A.
Physicochemical characteristics of local varieties of tamarind (Tamarindus indica L),
Sudan. International Journal of Plant Research, v. 5, n. 1, p. 13-18, 2015.

TOMASIK, P.; TOMASIK, P. Probiotics, Non-Dairy Prebiotics and Postbiotics in
Nutrition. Applied Sciences, v. 10, n. 4, p. 1470, 2020.

VATTA, A. F.; KANDU-LELO, C.; ADEMOLA, 1. O.; ELOFF, J. N. Direct
anthelmintic effects of Cereus jamacaru (Cactaceae) on trichostrongylid nematodes of
sheep: in vivo studies. Veterinary parasitology, v. 180, n. 3-4, p. 279-286, 2011.

VERBEKE, K.; REID, G. Expert consensus document: The International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) consensus statement on the



definition and scope of prebiotics. Nature Reviews Gastroenterology and
Hepatology, v. 14, n. 8, p. 491, 2017.

WALIA, A.; GUPTA, A. K.; SHARMA, V. Role of Bioactive Compounds in Human
Health. Acta Scientific Medical Sciences, v. 3, n. 9, p. 25-33, 2019.

YADAYV, A. K.; SINGH, J.; YADAYV, S. K. Composition, nutritional and therapeutic

65

values of goat milk: A review. Asian Journal of Dairy and Food Research, v. 35, n.

2,p. 96-102, 2016.

YAMATOYA, K.; TABUCHI, A.; SUZUKI, Y.; YAMADA, H. Tamarind seed
polysaccharide: Unique profile of properties and applications. Biopolymer-Based
Formulations, p. 445-461, 2020.

ZAMAN, M. K.; CHIN, K. F.; RAI, V.; MAJID, H. A. Fiber and prebiotic
supplementation in enteral nutrition: a systematic review and meta-analysis. World
Journal of Gastroenterology: WJG, v. 21, n. 17, p. 5372, 2015.

ZHISHEN, J.; MENGCHENG, T.; JIANMING, W. The determination of flavonoid
contents in mulberry and their scavenging effects on superoxide radicals. Food
Chemistry. v. 64, n. 4, p. 555 — 559, 1999.



66

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta tese estdo apresentados na forma de trés artigos originais,
submetidos a perioddicos classificados com Qualis A1, na area de Ciéncia de Alimentos,

com base na classificagdo de periddicos no quadriénio 2013 — 2016.

4.1  Artigo 1 — Physical, nutritional, and bioactive properties of Mandacaru cladode
flour (Cereus jamacaru DC.): an unconventional food plant from the semi-arid Brazilian
northeast.

4.2  Artigo 2 — Potenciais propriedades prebidticas da farinha do cladédio do
mandacaru (Cereus jacamaru DC.), uma planta comestivel ndo convencional do bioma
Caatinga.

4.3  Artigo 3 — Goat yogurt supplemented with tamarind jelly and mandacaru (Cereus
jamacaru DC.) cladode flour: Technological, nutritional, microbiological, and

antioxidant effects.
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Physical, nutritional, and bioactive properties of Mandacaru cladode flour (Cereus
jamacaru DC.): an unconventional food plant from the semi-arid Brazilian

northeast

Abstract

In this study we evaluated the physical, nutritional, and bioactive properties of
mandacaru cladode flour (Cereus jamacaru DC.). After processing the mandacaru
cladode, the resulting flour (MF) was submitted to microbiological evaluation and
characterized in terms of its physical, nutritional, and antioxidant properties. The
microbiological analyses confirmed the absence of pathogenic alterations or
contamination. The granulometric profile revealed particles with non-uniform geometry,
flaky, a rectangular tendency, and a non-homogeneous surface, with particle sizes
ranging from 20-60 um. The MF presented low water activity (0.423 g/100 g) and
moisture content (8.24 g/100 g), ash (2.82 g/100 g), protein (5.18 g/100 g) and total
carbohydrates of (74.48 g/100 g), lipid contents (1.88 g/100 g). The matrix is source of
insoluble dietary fiber (48.08 g/100 g) and minerals; especially calcium (76.33 %),
magnesium (15.21 %), and potassium (5.94 %). Using HPLC chromatography, glucose
was identified as the predominant sugar (1.33 g/100 g), followed by four organic acids,
especially malic acid (9.41 g/100 g), and citric acid (3.96 g/100 g). Eighteen phenolic
compounds were detected, with kaempferol (99.40 mg/100 g), myricetin (72.30 mg/100
g) and resveratrol (17.84 mg/100 g). The total phenolic compounds and flavonoids were
respectively 1285.47 mg EGA/100 g, and 15.19 mg EC/100 g. The mean in vitro
antioxidant activity values were higher using the FRAP method (249.45 pumol Trolox
TEAC/100 g), as compared to the ABTS method (0.39 umol Trolox TEAC/g). Finally,
the ascorbic acid content presented a concentration of 35.22 mg/100. The mandacaru
cladode proved to be a matrix capable of preserving important nutrients, being considered
bioactive with potential antioxidants. Mandacaru flour (MF) presents potential as an
alternative ingredient for application in food products processing.

Keywords: Cactaceae, drying, nutritional composition, bioactive compounds,

Unconventional food plants.

1. Introduction

Consumer demand for foods with a balanced nutritional composition, and capable
of providing not only basic nutrition, but also additional health benefits, has incentivized
the food industry to develop new sustainable and functional food products (Chance et al.,
2018; Diaz et al., 2020; Vinusha et al., 2018).

Foods classified as sustainable, due to their nutritive and bioactive components,

can also boost the economy and improve consumer health, all while mitigating the
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environment damage commonly caused by traditional monoculture (Conti et al., 2021;
Thamagasorn & Pharino, 2019). From the perspective of agroecology, given climatic
change and the environmental challenges faced by the planet, the food industry impetus
to incorporate alternative ingredients in its products has only increased (Machado et al.,
2021). Incorporating alternative ingredients into food products is a promising strategy to
meet consumer demand for nutritious, and sustainable agroecological foods (Monteiro et
al., 2016). In this context, the family cactaceae presents various Non-Conventional Food
Plants (NCFP) which arouse great interest in the scientific community, this due to their
nutritional and bioactive ingredients (Araujo et al., 2021; Bezerril et al., 2021).

Cactaceae, found in the caatinga biome, is a botanical family of shrubs, trees,
herbs, lianas, and subshrubs. It presents approximately 142 genera and 1400 species
found throughout Canada, the USA, Mexico, and Central and South America (Barthlott
& Hunt, 1993; Carvalho et al., 2019; Guerrero et al., 2019). In the Brazilian semi-arid
region, cacti contribute to the sustainability of the biome as alternative forage and food
sources for animals in times of drought (Schulz et al., 2019). Cereus jacamaru DC., or
Mandacaru cactus is resistant to drought, and presents an excellent composition of
carbohydrates, soluble and insoluble fibers, vitamins, and antioxidants to provide a matrix
with excellent functional properties (Soares et al., 2021). Although it has expressive
nutritional and functional potential, it is little used in human consumption. Its properties
as a food matrix are little known, making commercialization and use difficult (Bezzeril
etal., 2021).

In natura, cacti are highly perishable, and require the use of varied technologies
to increase shelf life, such as dehydration (Monteiro et al., 2021), with the production of
flours, whose stability is achieved through reducing water activity and consequently
microbial multiplication (Akharume et al., 2018). In food products, replacing wheat flour
with alternatives flours is of paramount importance, and cactus flour can bring interesting
compositions. This, from a broader agroecological perspective (Machado et al., 2021),
yet also in view of both climate change and other environmental challenges faced by the
planet (Destaw & Fenta, 2021).

The technological, nutritional, and bioactive potential of using cactus flour in new
food products such as cookies (Bouazizi et al., 2020; Dick et al., 2020; Machado et al.,
2021) and cakes (Chahdoura et al., 2018), has already been demonstrated. However, there
are no studies characterizing Mandacaru cladode flour, demonstrating its potential in the

elaboration of other food products.
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In this study we elaborated and evaluated the physical, nutritional, and bioactive
properties of mandacaru cladode flour (Cereus jamacaru DC.), a potential alternative

ingredient in food processing.

2 Material and methods

2.1 Sample collection and preparation of mandacaru cladode flour (MF)

Mandacaru cladodes (Cereus jamacaru DC.) were collected in the city of Cuité,
Paraiba State, Brazil [6°29'46.0"S 36°09'34.7"W], on three non-consecutive days in
October 2020. This yielded three different batches weighing 4 kg each. The cladodes
were selected considering their physical integrity, and then transported in polystyrene
boxes at a temperature of 5 = 1.0 °C. Table 1 presents the physical-chemical composition
of mandacaru cladode in natura, the methodologies used were the same as those
described later for mandacaru cladode flour (MF). The botanical material was registered
with the National System for Management of genetic heritage and Associated Traditional
Knowledge (SISGEN) under number A1FECDS.

The MF was prepared in accordance with the method described by Machado et al.
(2021), with modifications. Initially, the cladodes were sanitized with running water and
sodium hypochlorite (100 ppm); they were then cut into slices approximately 1 cm thick
using a sterilized stainless-steel knife. The cladode slices were then dehydrated in an
oven with forced air circulation (Quimis, Q314M, Sao Paulo, Brazil) at a temperature of
55 £ 1 °C, moisture content, taking approximately 26 h. After drying, the mandacaru
cladode was ground in a knife mill (Willey, Solab, Piracicaba, Sdao Paulo, Brazil) and
screened with a 230-mesh sieve on a sieve shaker (Bertel®, Caieiras, Sdo Paulo, Brazil),
resulting in MF, at a final yield of 5% (compared to the cladode in natura). This was
vacuum sealed in sterile polyethylene bags (approximately 100 g per bag), and wrapped

in aluminum foil and frozen (-20 =1 °C) until analysis.

2.2 MF Quality Control

To evaluate the hygienic-sanitary conditions of the processed flour, the
methodology recommended by the American Public Health Association (APHA, 2016),
was used to determine the Most Likely Number (MLN) of total coliforms (MLN/g), and
of thermotolerant coliforms (MLN/g). Molds, yeast, Bacillus cereus, Staphylococcus

coagulase positive, and aerobic and mesophilic bacteria, were expressed in Colony
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Forming Units per g (CFU/g); and detection of Salmonella sp. was expressed as absent

or present.

2.3 Physical-chemical characterization of MF

The MF morphology was evaluated in accordance with the methodology
described by Brito et al. (2020). For this, a nanometric layer (40—50 nm) of gold was
deposited on the sample, using a metallizer (Quorum SC7620, Madrid, Spain) (20-1000
um). Images at differing magnifications (100x-4000x) were obtained through Scanning
Electron Microscopy (SEM) (TESCAN MIRA3, Brno, Czech Republic), and particle
sizes were measured.

For physicochemical characteristics: water activity at 25 “C was determined by
direct reading in an Aqualab equipment (Meter®™ AquaLab Series 4TEV, Sdo José dos
Campos, Sao Paulo, Brazil); moisture content was determined by drying in a stabilized
oven at 105 °C until a constant mass was obtained; ash content (fixed mineral residue —
FMR) was quantified by carbonization followed by incineration in a muffle furnace
(Jung®, model 0612, Blumenau, Sao Paulo, Brazil) stabilized at 550 °C; proteins were
quantified using the Micro-Kjeldahl method; total carbohydrates were determined using
the Fehling reduction method (AOAC, 2019); and fat was quantified using the Folch et
al. method (1957). Total insoluble and soluble fiber contents were determined using an
enzymatic-gravimetric method (Prosky et al., 1995; AOAC, 2019).

Minerals were quantified in MF, in accordance with the methodology described
by Etienne et al. (2017), with modifications. An energy dispersive spectrometer (EDS)
(OXFORD, England, London), coupled to a scanning electron microscope (SEM)
(TESCAN MIRA3, Brno, Czech Republic), was operated at high vacuum pressures. The
operational conditions used for the EDS analysis were: Zoom (1000x), working distance
(15 mm), and acceleration voltage (15 Kv). The composition was explored, and the data
transferred to MS Word and Excel software, and expressed in percentages.

To determine sugar (glucose, fructose, maltose, and rhamnose) and organic acid
(citric, lactic, malic, succinic, formic, acetic, butyric, and propionic) contents, MF
aqueous extract was prepared. Thus, 2 g of sample were homogenized with 10 mL of
ultrapurified water (Milli-Q ® Integral Water Purification System, EMD Millipore,
Billerica, MA, USA) for 10 min in a Turratec crusher/homogenizer (TE-102-Tecnal®,

Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil). The suspension was then centrifuged (4000 x g, 15 min,
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at 4 °C), and the supernatant was filtered through a 0.45 pum filter (Millex Millipore,
Barueri, SP, Brazil).

Subsequently, the extract was injected into a high-performance liquid
chromatographic (HPLC) system, with a 1260 Infinity LC system (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA) equipped with a quaternary solvent pump (model
G1311C), degasser, thermostat column compartment (model G1316A), and auto-sampler
(model G1329B) coupled with a Diode Array Detector (DAD) (model G1315D), and a
Refractive Index Detector (RID) (model G1362A). During analysis, the Agilent column
Hi-Plex H (300 x 7.7 mm) with a particle size of 8.0 um and PL Hi-Plex H guard column
(5 x 3 mm) (Agilent Technologies) was kept at 50 °C, the injection volume was 10 pL,
the flow rate was 0.5 mL /min, the mobile phase H2 SO4 at 4.0 mM in ultrapure water,
ran for 20 min. The data obtained were processed using OpenLAB CDS ChemStation
EditionTM (Agilent Technologies). The peaks and average peak areas were used to
quantify the HPLC samples, comparing their retention times with organic acid and sugar
standards (Coelho et al., 2018; Padilha et al., 2017; Batista et al., 2018; Lima et al., 2019).
The results were expressed as g per 100 g of sample (g/100 g).

2.4 Antioxidant properties of MF

Evaluation of antioxidant properties was based on determination of ascorbic acid,
total phenolic compounds, total flavonoids, phenolic compounds profile, and antioxidant
activity, in accordance with the methodologies described next.

The ascorbic acid content was determined in accordance with Tillman's method,
using a 2,6-dichlorophenol-indophenol sodium dye solution. The total ascorbic acid
content was expressed in mg per 100 g of the sample (mg/100 g) (AOAC, 2019).

For the determination of total phenolics and total flavonoids, extracts were
initially obtained. Thus, 2 g of MF was homogenized with 80% methanol solution
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA) for 10 min in a Turrax apparatus (Tecnal), and
kept at rest for 24 h and then filtered with 125 mm filter paper (Whatman®, GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Determination of total phenolic content was performed
in accordance with the Folin-Ciocalteu method (Liu et al., 2002). Absorbance was
measured at 765 nm with a spectrophotometer (BEL Photonics, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brazil). The total phenolic content was determined with a standard curve prepared with
gallic acid (Sigma-Aldrich). Results were expressed as milligrams of gallic acid

equivalent (EGA) per hundred grams of sample (mg EGA/100 g).
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The total flavonoid content was determined in accordance with the method
proposed by Zhishen et al. (1999). The absorbance of the sample was measured at 510
nm in a spectrophotometer (BEL Photonics) against a blank in the absence of extracts.
The total flavonoid content was determined using a standard curve of catechin
equivalents (Sigma-Aldrich) (CE). Results were expressed as catechin equivalents (CE)
per 100 g of sample (mg CE/100 g).

For the phenolic profile, an extract of the sample was initially obtained from 5 g
of MF homogenized in 5 mL of 80% methanol (Sigma-Aldrich), this was centrifuged for
15 min (9000 x g, 4 °C) and filtered through a polypropylene filter with 0.45 pum
membranes (Millex Millipore). Individual phenolic compounds were determined with
high performance liquid chromatography (HPLC), with gradient and runtime adaptations
to quantify differing phenolic classes; using an Agilent 1260 Infinity System LC liquid
chromatograph (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) coupled to a diode array
detector (DAD)) (G1315D). The column was a Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4.6
mm, 3.5 um), the pre-column was a Zorbax C18 (12.6 X 4.6 mm, 5 pum) (Agilent). Oven
temperature was 35 °C, and the injection volume was 20 puL (phase A diluted), filtered
with a 0.45 pm-filter (Millex Millipore). Solvent flow was 0.8 mL/min; the new gradient
used in separation was zero to 5 min: 5% B; 5-14 min: 23% B; 14-30 min: 50% B; 30—
33 min: 80% B, where solvent A was a solution of phosphoric acid (0.1 M, pH =2.0) and
solvent B was acidified methanol with 0.5% H3POa4. Data were processed with OpenLAB
CDS ChemStation Edition software (Agilent Technologies). Detection of phenolics was
done at 220, 280, 320, 360, and 520 nm. Identification and quantification were done by
comparison with external standards (Sigma-Aldrich). Results were expressed as mg of
phenolic for 100 g of sample (mg/100 g) (Padilha et al., 2017).

To determine antioxidant activity, the extract was initially prepared, in which 2 g
of the MF sample were homogenized with 10 mL of 80% methanol (Sigma-Aldrich) for
10 min in a Turrax apparatus (Tecnal), and kept at rest for 24 h, being then filtered
through a 125 mm filter (Whatman®). The ability of the extracts to reduce iron was
measured using the FRAP method as described by Benzie and Strain (1996), as adapted
by Pulido et al. (2000). The ability of the MF extract to capture the ABTS **(2,2-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid) cation was measured using the ABTS
method as previously described (Sariburun et al., 2010). The FRAP antioxidant activity
results were expressed in micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)

per 100 grams of sample (umol TEAC/100 g). The ABTS results for antioxidant activity
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were expressed in micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) per

gram of sample (umol TEAC/g).

2.5 Statistical analysis
All assays were performed in triplicate, in two different experiments, and the

results expressed as mean + standard deviation.

3 Results and discussion

3.1 MF quality control

The MF microbiological analysis results revealed that the samples were not
contaminated, indicating that the drying process provided a stable material, meeting the
requirements for flours, according to Brazilian legislation (Brazil, 2019), being

acceptable for consumption and/or use in food processing.

3.2 Physicochemical and Technological characterization of MF

The MF morphology, shown in Figure 1, evidences the existence of particles with
a non-uniform scaly geometry, a rectangular tendency, and a non-homogeneous surface
appearance, characteristics similar to oat flour as analyzed by Canalis et al. (2019). Such
aspects can be modified by the grinding process, as well as by the size of the sieve mesh,
to change the quality of the flour (Bressiani et al., 2019; Ma et al., 2020). In our study,
we chose to use a sieve with a mesh size of 230, in order to leave the flour with a more
pulverized appearance, and to resemble more refined flours such as wheat. Similar results
were seen by Saad et al. (2021), working with cucumber pomace flour in wheat flour-
based pastas. The authors mentioned also used a sieve with a mesh of 230 and obtained
positive results.

The size of the flour particles depends on the raw material, processing used, mill
or processor, and mesh diameter of the sieves (Sakhare et al.,, 2014). It affects the
physicochemical composition (fibers, proteins, and starch contents), nutritional quality,
sensory acceptability, and shelf life of the processed product (Brito et al., 2020; Gomez
et al., 2020). In this study, a 230-mesh sieve was used, limiting the passage through the
mesh of larger MF particles and providing smaller particles ranging from 20-56.22 um
(Figure 2). Due to their ability to absorb water, smaller flour particles are generally used

by the food industry, replacing fat and acting as stabilizers, and biodegradable films, in
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addition to improving the viscosity, gelatinization, and cohesion of the dough (Cui &
Zhu, 2020; Belorio et al., 2019; Sarker et al., 2012). In addition, smaller particles, such
as those observed in MF, affect thermo-mechanical properties and influence the
functionality (Bressiani et al., 2019). The physicochemical composition, dietary fiber
content, and mineral profile of MF are shown in Table 2.

Technological processes, such as drying/dehydration, are used in the preparation
of flours, generating a decrease in water activity (aw) and moisture content, bringing
benefits such as improved stability and easier transport, and minimizing greater losses in
perishable foods (Ray et al., 2016). In this study, we verified that there was an expected
reduction of a w and moisture in MF when compared to the cladode of mandacaru in
natura (respectively from 0.937 to 0.423 and 13.20 to 8.24 g/100 g) (Tables 1 and 2).
Values of a w lower than 0.7 contribute to inhibition of microbial multiplication
(Bourdoux et al., 2016), makes this a matrix with good stability, safe microbiologically,
and with low risk of physicochemical change (Dick et al., 2020; Selani et al., 2014). This
corroborates with our findings, since no microbiological contamination was detected in
the MF. In a previous study by Boukid et al. (2015), with Opuntia ficus indica f. inermis
powder, the authors found results for aw of 0.36, a value close to that detected in the
present study with mandacaru flour.

Moisture content in carob, peanut, rye, corn, and cassava flours approximates 14
2/100 g (Brazil, 1978). Low moisture content, such as that found in MF, can affect crude
protein and fat content (with increased concentration), preventing microbial growth and
insect infestation, and directly impact shelf life, avoiding short-term deterioration of food
products (Nabil et al., 2020; Xiao et al., 2017). Moisture results close to those detected
by us have been reported by Nabil et al. (2020) in Opuntia ficus-indica cladode flour,
corresponding to 9.55 g/100 g.

Ash content is an important parameter when measuring the total mineral contents
in a food matrix. It is also an indicator of quality in terms of nutritional labeling and in
the processing properties of food products (Bilge et al., 2016). According to Marshall
(2010), the ash content in flours (whole grains, cereals and vegetables) varies from 0.3
to 1.4 g/100 g. MF presented a high ash content (2.82 g/100 g), even higher than that
reported by Petkova et al. (2017), for Ceratonia siliqua flour (2.25 g/100 g).

In this study, MF presented high carbohydrate (74.48 g/100 g) and protein (5.18
2/100 g) levels, with low amounts of lipids (1.88 g/100 g) (Table 2). According to Argel

et al. (2020), legume flours such as lentils, chickpeas, peas, and beans, due to their high
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concentrations of carbohydrates and proteins and low amounts of lipids, can be inserted
into meat products, to partially reduce fats and improve health sustainably. MF could also
be used for this purpose. The results determined for carbohydrates (74.84 g/100 g),
proteins (5.12 g/100 g) and lipids (1.72 g/100 g) were like those found by Dick et al.
(2020), for Opuntia monacantha cladode flour.

Cactus, due to its low-fat content, can be considered a sustainable alternative for
elaboration of food industry products (Dick et al., 2020; Micale et al., 2017). Cactus
flours, since they suffer less lipid oxidation in general, are an excellent alternative for
dairy product supplements (Sartori et al., 2018). Further, cactus can improve the
technological, nutritional, and sensory characteristics of breads (Parafati et al., 2020),
cakes (Chahdoura et al., 2018) and biscuits (Machado et al., 2021).

Dietary fibers are composed of soluble fibers (a component of the cell wall), and
insoluble non-cellulosic polysaccharides (Zhang et al., 2018). In this study, as expected,
the drying process concentrated the MF fiber content, especially with insoluble fibers
48.08 g/100 g (Table 2). Insoluble fibers are beneficial to intestinal health, and lead to an
increase in fecal volume and decreased intestinal transit, this favors lower blood
cholesterol values, and prevention of cardiovascular disease and colon cancer (Deehan et
al., 2017; Soliman, 2019). In addition to its beneficial health properties, the use of dietary
fiber is important to technological processing, it reduces oxidative rancidity, and
improves textural, nutritional, and sensory properties (Diaz-Vela et al., 2015; Sah et al.,
2016).

Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) analysis revealed that MF presents 8
minerals in its composition: sodium, magnesium, potassium, calcium, manganese, iron,
copper, and zinc. Calcium was the principal mineral (76.33%), followed by magnesium
(15.21%) and potassium (5.94%) (Table 2). Different results were determined by Dick et
al. (2020), using optical emission spectrometry to evaluate the mineral profile of Opuntia
monacantha cactus cladode flour. The authors found potassium as the most abundant
mineral, followed by calcium and magnesium. These differences can be explained by the
constitution of the different species evaluated, their growth conditions, cultivar, genetic
factors, harvest period, soil composition, and geographic differences (Ozcan & Al
Juhaimi, 2011), as well as the analytical method used. Even so, in accordance with the
aforementioned study, mandacaru cladode flour is considerably rich in these minerals,

when compared to Opuntia monacantha flour.



77

Mineral micronutrients are essential and assist in important metabolic functions
(Akram et al., 2020). The MF matrix may become of great nutritional and functional
importance for consumers. Its richness in calcium might well (upon consumption)
contribute to the process of bone mineralization (Diaz et al., 2020). Its richness in
potassium can optimize cellular functions (Kulawiak et al., 2021), and the presence of
magnesium in this flour can directly affect mitochondria and participate in the

development of nerves and muscles (Liu et al., 2019).

3.3 Profile of MF sugars and organic acids

In HPLC analysis (Table 3), only glucose (1.33 g/100) was detected in MF, the
other sugars were below the detection limit of the method. The glucose content detected
suggests use of MF in low glycemic index diets, especially since mandacaru cladode
flour is also rich in fiber and antioxidant compounds (Tables 2 and 4). These bioactive
compounds present in MF have been associated with inhibition of glucose transporters in
the body (Sanchez-Tapia et al., 2017), and restriction of carbohydrate digestion, through
delayed gastric emptying and enzymatic activity (Qi et al., 2018). In general, our results
corroborate with the literature, considering that the main sugars detected in cladodes are
glucose and arabinose, and in mucilage arabnose and xylose (Figueroa-Pérez et al., 2016;
Medina-Torres et al., 2000). It is noteworthy that this composition can be influenced by
the growth and development of the plant.

In the chemical, food, cosmetic, pharmaceutical, and beverage industries, organic
acids (due to their various functional properties), find diversified use in biotechnological
processing (Alsaheb et al., 2015). These acids are responsible for sensory flavor aspects
and antimicrobial activity in food matrices (Castro-Mufioz, 2019; Pham et al., 2022). In
this study, citric, lactic, malic, succinic, and formic acids were detected in MF (Table 3).
According to Stintzing et al. (2001), the predominant organic acids in forage cactus are:
oxalic, malic, citric, malonic, succinic, tartaric and piscidic acids. The principal organic
acids in MF were malic (9.41 g/100 g), and citric acid (3.96 g/100 g), corroborating (in
part) with a study by Chbani et al. (2020), with cold pressed Opuntia ficus-indica cactus,
that detected principally malic and quinic acids. Malic acid acts in ATP synthesis,
mitochondrial respiration, and oxidative phosphorylation, to enable energy release
processes (Ferreira et al., 2019). Citric acid acts as an important pH adjusting acidulate,

in addition to being an important antioxidant, and is used by the food industry (Adeyi et
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al., 2019). The aforementioned results reveal both the bioactive and technological

potential of mandacaru flour.

3.4 Antioxidant potential of MF

In view of the important biological role that antioxidant compounds play in
improving human health (Martins et al., 2016; Nabil et al., 2020), the discovery of
alternative food sources is of great interest. The bioactivity of phenolic compounds
(Dabulici et al., 2020), whether anti- or pro-oxidant (Vieira-Frez et al., 2020), reveals the
need for profiling of these compounds in new food matrices, verifying their applicability
in biotechnological and functional terms. Table 4 presents the MF phenolic profile,
ascorbic acid content, total phenolic and flavonoid content and antioxidant activity.

Eighteen phenolic compounds were detected in MF; with relevant amounts of the
antioxidants kaempferol (99.40 m g/100 g), myricetin (72.30 m g/100 g), that act as
important antioxidants (Ijaz et al., 2021; Torres-Villarreal et al., 2019), and resveratrol
(17.84 g/100 g), which presents anti-inflammatory activity (Coutinho et al., 2018). These
findings suggest that MF may be used in human foods to bring benefits associated with
diseases related to oxidative stress (cancer, cardiovascular, and neurological diseases),
while reducing the risk of chronic diseases and aging (Del & Camarena, 2019; Elena et
al., 2018; Jomova et al., 2019; Luna-Guevara et al., 2018).

As a dehydrated product, we verified an increase in ascorbic acid concentration of
(35.22 mg/100 g) in MF (Table 4) compared to mandacaru cladode in natura (Table 1;
18.15 mg/ 100 g), this as compared to mandacaru cladode in natura (Table 1; 18.15 mg/
100 g). Similar results were also observed by Du Toit et al. (2018), as ascorbic acid
contents were lower in samples of fresh cultivars of Opuntia ficus-indica (14.29-28.00
mg/100 g) than in dehydrated samples (182.36-282.14 mg/100 g). Ascorbic acid,
considered an important antioxidant, and found in high concentrations in certain plant
tissues, 1s necessary in human food, it acts in cellular processes to prevent infections and
improve immune function (Bilska et al., 2019, Njus et al., 2020).

MF presented a high total phenolic content (1285.47 mg EAG/100 g) as compared
to studies performed with Opuntia monacantha flour (554 mg EAG/100 g) (Dick et al.,
2020), and forage palm seeds (90.2 mg/100 g) (Reda et al., 2019). The total flavonoid
content determined in our study was also significantly higher (15.19 mg CE/100 g) than
that quantified by Reda et al. (2019), who studied forage cactus seeds and found only
0.19 mg/100 g.
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The mean values of the in vitro antioxidant activity of the MF extract were higher
using the FRAP method than the ABTS method (Table 4). These antioxidant activity
results may be related to the greater presence of phenolic compounds that scavenge
radicals, such as myricetin, kaempferol, and resveratrol (Huyut et al., 2017; Ijaz et al.

2021; Torres-Villarreal et al., 2019).

4 Conclusion

In this study, the mandacaru cladode dehydration process resulted in a flour that
preserved its nutrients and bioactive compounds. This technological processing can
expand the use of this cactus as an ingredient to develop diversified food products, adding
value, and increase knowledge of its properties. Mandacaru cladode flour presents
important nutrients, with both relevant mineral content (especially calcium, magnesium,
and potassium), and high total fiber content (mainly insoluble fibers). Mandacaru
cladode flour also boasts low glucose and expressive amounts of malic and citric acid.
The total contents of ascorbic acid, phenolic compounds, and flavonoids explain its high
antioxidant capacity, most likely influenced by the presence of bioactive compounds such
as myricetin, kaempferol, and resveratrol. Based on our findings, mandacaru cladode is
a food of great nutritional importance, a food alternative for the expansion of
agribusiness. Our results reveal the potential for beneficial use of mandacaru flour in
differing food product formulations, with excellent nutritional, bioactive, and
technological properties of interest to the functional food industry. However, further
study on its use as an ingredient in food products is still needed to ensure food quality

and safety, especially for human consumption.
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Figure captions
Figure 1. MF micrographs at 100x to 4000x magnification performed in SEM.

Figure 2. MF particle size (1000x).
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Table 1 - Physicochemical characteristics (media + standard deviation) of the in natura

mandacaru cladode (Cereus jamacaru DC.) used in the preparation of MF.

Parameters MF
aw! 0.937 £ 0.000
Moisture (g/100 g) 13.20 £ 0.69
FMR (g/100 g)? 2.66+0.16
Proteins (g/100 g) 0.88 +0.09
Fat (g/100 g) 0.23 +0.09
Total carbohydrates (g/100 g) 86.24 +£0.17
Dietary fiber (/100 g)
Insoluble dietary fiber 4.57+0.60
Soluble dietary fiber 2.67 +£0.61
Total dietary fiber 7.24+1.20
Antioxidant potential
Ascorbic acid (mg/100 g) 18.15+0.10
Total Phenolics (mg AGE/100 g)* 21.32+0.52
Total Flavonoids (mg EC/100 g)* 25.10+£0.20
FRAP (umol Trolox TEAC/100 g)° 0.89 £ 0.08
ABTS (umol Trolox TEAC/g)® 2.64 +£0.30

'ay, — Water activity; 2FMR - Fixed Mineral Residue; *Results are expressed as milligrams of equivalent
gallic acid (AGE) per hundred grams of sample (mg AGE/100 g); “Results are expressed as milligrams of
Equivalent Catechin (EC) per hundred grams of sample (mg EC/100 g); *Results are expressed as micromol
of Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) per hundred grams of sample (umol TEAC/100 g).
®Results are expressed as micromol of Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) per grams of
sample (umol TEAC/100 g). Abbreviations: FRAP - ferric reducing ability of plasma; ABTS™* cation - 2,2-
azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid.
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Table 2 — Physicochemical composition, dietary fiber content and mineral profile (media

+ standard deviation) of MF.

Parameters MF

aw! 0.423 £ 0.003
Moisture (g/100 g) 824 +0.21
FMR (g/100 g)* 2.82+0.02
Proteins (g/100 g) 5.18+0.10
Fat (g/100 g) 1.88 £0.14
Total Carbohydrates (g/100 g) 74.48 £ 0.20

Dietary fiber (g/100g)
Insoluble dietary fiber 48.08 + 7.55
Soluble dietary fiber 0.38 £0.06
Total dietary fiber 48.46 £7.61
Minerals Profile (%)

Na 0.95+0.34
Mg 15.21 £0.29
K 5.94+0.18
Ca 76.33 +£0.69
Mn 0.54+0.29
Fe 0.05+0.29
Cu 0.59 £0.40
Zn 0.39 +£0.47

ay! — Water activity; FMR? - Fixed Mineral Residue.



Table 3 — Sugars and organic acids profile (media + standard deviation) of MF.
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Parameters MF
Simple Sugars (g/100 g)
Maltose <LOD
Glycose 1.33+£0.02
Fructose <LOD
Rhamnose <L.OD
Organics Acids (g/100 g)
Citric 3.96 +£0.36
Latic 0.52+£0.02
Malic 9.41+0.22
Succinic 1.53 £0.02
Formic 1.04 +0.07
Acetic <LOD
Butyric <LOD
Propionic <LOD

<LOD: below the limit of detection.
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Table 4 — Bioactive antioxidant compounds Content and antioxidant activity (media +

standard deviation) of MF.

Variables MF
Phenolic Compounds Profile (mg/100 g)

Syringic Acid 0.05+£0.01
Hesperidin 0.62 +0.05
Resveratrol 17.84 £ 1.58
Naringenin 0.21 +0.02
Procyanidin B1 0.79 £0.05
Catechin 0.45+0.26
Procyanidin B2 0.13+£0.05
Epigallocatechin gallate 0.50+£0.03
Epicatequin 0.04 +£0.05
Epicatechin gallate 2.84+£0.22
Procyanidin A2 0.52+0.26
Chlorogenic Acid 0.23 £0.02
Caffeic Acid 0.15+0.01
Trans-Resveratrol 0.44 +0.03
Miricetin 72.30 £591
Quercitin 1.74 £0.34
Rutine 0.03 +£0.02
Kaempferol 99.40 + 8.89
Ascorbic Acid (mg/100 g) 35.22 £0.50
Total Fenolics (mg EGA/100 g)" 1285.47 £0.10
Total Flavonoids (mg EC/100 g)* 15.19 £ 0.50
FRAP (umol Trolox TEAC/100 g)? 249.45 +0.20
ABTS (umol Trolox TEAC/g)* 0.39+0.20

'Results expressed in milligrams equivalent of gallic acid (EGA) per hundred grams of sample (mg
EGA/100 g); *Results expressed in milligrams equivalent of catechin (EC) per hundred gram of sample
(mg EC/100 g); 3Results expressed as micromol of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) per
hundred grams of sample (umol TEAC/100 g); *Results expressed as micromol of Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) per grams of sample (umol TEAC/g).

Abbreviations: FRAP - ferric reducing ability of plasma; ABTS™ cation - 2,2- azino-bis (3-etilbenzo-
tiazoline)-6-sulfonic acid.
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Potenciais propriedades prebioticas da farinha do cladédio do mandacaru (Cereus

jacamaru DC.), uma planta comestivel nao convencional do bioma Caatinga

Resumo

Este estudo avaliou as propriedades prebiodticas da farinha do cladédio do mandacaru
(FM) digerida e liofilizada, através das medidas de efeitos estimuladores no crescimento
e metabolismo dos Lactobacillus (L. acidophilus LA-05®, L. fermentum 139 e L.
fermentum 296.), bem como, sobre a composi¢ao e atividade metabdlica da microbiota
coldnica humana in vitro. A MF apresentou escores prebioticos positivos e contagens de
células viaveis de Lactobacillus em diferentes meios de cultivo, que variou de > 6,2
(tempo 0) — 7,24 (tempo 48) log UFC/mL, resultando em uma diminui¢do do pH,
aumento da producdo de acido lactico e acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (acético
e propidnico) e consumo de agucares. A MF causou alteragdo na abundancia relativa de
diferentes grupos microbianos encontrados como parte da microbiota humana, assim
como, na produgao de acido latico e acidos graxos de cadeia curta in vitro, aumentando
a abundancia relativa de Lactobacillus/Enterococcus e Bifidobacterium e diminuindo a
de Bacteroides/Prevotella, Clostridium histolyticum e Eubacterium rectale/Clostridium
coccoides apds 48 h de fermentacdo coldnica. Os indices prebidticos foram positivos
apos 24 e 48 h de fermentagdo coldnica in vitro, demostrando uma intensa atividade
metabolica, com um aumento da produg¢ao de AGCG, diminui¢do do pH e consumo de
acucar. Desta forma, elucida-se que esses efeitos podem estar associados ao contetido de
fibras alimentares, acticares, compostos fendlicos e antioxidantes da MF, caracterizando-
a como um ingrediente potencialmente prebiodtico a ser inserida na alimenta¢do humana,
em formula¢des ou suplementos alimentares.

Palavras chaves: Cactaceas, Fermentagdo colonica, modulacdo intestinal, efeito
prebidtico.

Abstract

This study evaluated the prebiotic properties of digested and lyophilized Mandacaru
Cladode flour (MF), through measures of stimulating effects on the growth and
metabolism of Lactobacillus (L. acidophilus LA-05®, L. fermentum 139 and L.
fermentum 296.), as well as on the composition and metabolic activity of the human
colonic microbiota in vitro. MF showed positive prebiotic scores and viable
Lactobacillus cell counts in different culture media, which ranged from > 6.2 (time 0) —
7.24 (time 48) log CFU/mL, resulting in a decrease in pH, increased production of lactic
acid and short-chain fatty acids (SCFA) (acetic and propionic) and consumption of
sugars. MF caused changes in the relative abundance of different microbial groups found
as part of the human microbiota, as well as in the production of lactic acid and short-
chain fatty acids in vitro, increasing the relative abundance of
Lactobacillus/Enterococcus  and  Bifidobacterium and  decreasing that of
Bacteroides/Prevotella, Clostridium histolyticum and Eubacterium rectale/Clostridium
coccoides after 48 h of colonic fermentation. Prebiotic indices were positive after 24 and
48 h of in vitro colonic fermentation, demonstrating an intense metabolic activity, with
an increase in SCFA production, pH decrease and sugar consumption. These effects may
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be associated with the content of dietary fibers, sugars, phenolic compounds and
antioxidants of MF, characterizing it as a potentially prebiotic ingredient to be inserted
in human food, in food formulations or supplements.

Keywords: Cactaceae, colonic fermentation, intestinal modulation, prebiotic effect.

1. Introducao

A busca por alimentos alternativos e com propriedades funcionais tem aumentado
nos ultimos anos. Nesse contexto, as cactdceas vém ganhando evidéncia em diversas
areas, ndo somente para uso farmacologico, mas também para consumo humano. A
presenca de compostos bioativos, como fenolicos, fibras, pigmentos, acidos graxos poli-
insaturados e vitaminas, que atuam em diferentes fun¢des no organismo, faz com que
aumente o potencial de mercado das cactaceas (Araujo et al., 2021; Bezeril et al., 2021;
Guarrera et al., 2016).

Dentre as cactaceas do Nordeste brasileiro, o Cereus jamacaru DC.,
popularmente conhecida como mandacaru, € uma planta alimenticia ndo convencional
ainda pouco explorada, e se destaca pelo seu valor nutricional e presenga de compostos
bioativos, a exemplo de fibras alimentares soliveis e insoluveis (Almeida et al., 2022;
Soares et al., 2021).

As fibras insoluveis contribuem para o aumento do volume do bolo fecal,
reduzindo o tempo de transito intestinal, retardando a absor¢do de glicose e a hidrdlise
do amido. E as fibras soliveis auxiliam na producdo de acidos graxos de cadeia curta
quando fermentadas pelas bactérias intestinais, proporcionando efeitos fisioldgicos
associados (Meyer et al., 2015; Miiller et al., 2018; Prasad; Bondy, 2019), e por essas
caracteristicas podem ser classificadas como prebioticos. Prebidticos sdo componentes
seletivamente fermentdveis por microrganismos, favorecendo a saude do hospedeiro,
promovendo mudancas especificas na composicdo e atividade da microbiota,
estimulando de maneira seletiva o crescimento ¢/ou atividade de bactérias benéficas
(Gibson et al., 2017).

Tem sido elucidado na literatura que a microbiota intestinal pode ser modulada
através do uso de prebidticos, e estes, podem estar presentes como componentes naturais
em alimentos. Seu uso prolongado, pode estimular a metabolizagdo dos nutrientes,

minerais e fitoquimicos, atuando no fortalecimento do sistema imunoldgico, prevengao
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da obesidade e doencas cardiovasculares (He & She, 2017; Oniszczuk et a., 2021;
Plamada & Vodnar, 2022).

Na literatura até o momento ndo existem estudos mostrando o efeito prebidtico
do Cereus jamacaru DC in vitro, sendo este estudo pioneiro na area. Desta forma,
objetivou-se avaliar o efeito prebidtico da farinha do cladédio do mandacaru (Cereus
jacamaru DC.) sobre o crescimento de cepas de bactérias 4cido laticas e atividade

metabolica da microbiota colénica humana in vitro.

2. Material e métodos

2.1 Preparagdo da Farinha do Cladodio de Mandacaru (MF)

Os cladodios do mandacaru (Cereus jamacaru DC.) foram coletados na cidade de
Cuité, Estado da Paraiba, Brasil [6°29'46.0"S 36°09'34.7"W], durante trés dias nao
consecutivos do més de outubro de 2020, correspondendo a trés lotes diferentes com 4
kg cada. O material botanico foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético ¢ Conhecimentos Tradicionais Associados (SISGEN), sob o
numero AIFECDS.

A MF foi preparada de acordo com o método descrito por Machado et al. (2021),
com modificagdes. Inicialmente, os cladodios foram higienizados com agua corrente e
sanitizados com hipoclorito de sdédio (100 ppm); em seguida, foram cortados em fatias
de, aproximadamente, 1 cm de espessura usando uma faca de ago inoxidavel esterilizada.
As fatias de cladodio foram desidratadas em estufa com circulagao for¢ada de ar (Quimis,
Q314M, Sao Paulo, Brasil) em temperatura de 55 = 1 °C, até que atingisse 4% de
umidade, o que levou aproximadamente 26 h. Apds a secagem, o cladoédio do mandacaru
foi triturado em moinho de facas (Willey, Solab, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) ¢
tamizadado em peneira com malha de 230 mm em um agitador de peneiras (Bertel®,
Caieiras, Sao Paulo, Brasil), resultando na MF, com rendimento de 5% em relagdo ao
cladodio in natura. A farinha foi selada a vacuo em sacos de BOPP metalizados e

armazenada por até 6 meses, em temperatura ambiente, para posteriores analises.

2.2 Microrganismos e condigoes de cultivo
Trés isolados probidticos foram utilizados, nomeadamente Lactobacillus
acidophilus LA-05®, (Chr. Hansen, Hersholm, Dinamarca), Limosilactobacillus

fermentum 139 e L. fermentum 296. O Lactobacillus acidophilus LA-05® foi obtido
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comercialmente e os L. fermentum 139 e 296 foram previamente isolados e identificados
por Garcia et al., (2016) e tiveram seu potencial probidtico avaliado por Albuquerque et
al., (2017), derivados de subprodutos de mag¢a e morango e depositados no Banco de
Cepas pertencente ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Universidade Federal
da Paraiba (Jodo Pessoa, Brasil). Cada estirpe foi cultivada duas vezes em caldo de Man,
Rogosa e Sharpe (MRS) (Hi-Media, Mumbai, India) a 37 °C por 20-24 h, centrifugada
(4500 x g, 15 min, 4 °C; centrifuga MPW-351R, MPW Medical Instruments, Warsaw,
Poland), lavada duas vezes e ressuspensa em solu¢do salina esterilizada (NaCl 8,5 g/L;
FMaia Ltd., Minas Gerais, Brasil) para obter suspensdes de células com densidade optica
(OD; Espectrofotometro, Bel Photonics, Sdo Paulo, Brasil) a 655 nm de 0,6. Essas
suspensdes forneceram contagens de células viaveis de ~7 log unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL quando semeadas em 4agar MRS. Cada cepa probidtica foi testado
como um unico inéculo.

As cepas Escherichia coli ATCC 8739 e E. coli ATCC 11775, fornecidas pela
Colegao de Microrganismos de Referéncia, Instituto Nacional de Controle da Qualidade
em Saude, Fundag¢ao Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil), foram usadas para preparar
o in6culo entérico misto usado nos ensaios para a determinacao dos escores de atividade
prebiotica. Essas cepas foram cultivadas duas vezes em caldo de infusdo cérebro-coracao
(BHI) (HiMedia) a 37 °C por 18-20 h. Cada cultura foi centrifugada (4500 x g, 15 min,
4 °C), lavada duas vezes e ressuspensa em solucao salina estéril para obter uma suspensao
celular com uma leitura de OD de 0,05 a 655 nm (OD655). Essas suspensdes forneceram
contagens de células viaveis de ~7 log CFU/mL quando plaqueadas em Agar BHI. O
inéculo da mistura entérica foi obtido pela mistura do duas suspensdes diferentes de E.
coli numa proporg¢ao de 1:1.

Os estoques de todas as cepas foram mantidos em caldo MRS ou BHI com glicerol
(150 g/L; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a -20 °C, por um maximo de 4 semanas.
O Caldo MRS e agar MRS usados para cultivo de Lactobacillus foram sempre
suplementados com 0,5 g/L de L-cisteina-HCI (Fluka, St. Gallen, Suiga) e incubados em
condi¢des anaerdbicas usando um gerador de gas anaerdbico (AnaeroGen™, Oxoid,

Basingstoke, Inglaterra).

2.3 Digestdo in vitro da MF e preparagdo dos meios de cultivo
Inicialmente, a MF foi submetida ao processo simulado de digestao gastrintestinal

in vitro, conforme o método descrito por Albuquerque et al. (2020). A solugdo final da
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digestdo foi transferida para um tubo de didlise de celulose regenerada com limite de peso
molecular nominal de 1 kDa (Spectrum, New Brunswick, EUA) e dialisada com NaCl a
0,01 M a5+ 0,5 °C para remover monossacarideos. Apos 18 h, os fluidos dialisados
foram substituidos e o processo continuou por 2 h. A MF digerida e dialisada foi
congelada (-18 °C), liofilizada (temperatura -50 + 2 °C, pressdo de vacuo 76 pHg,
velocidade de liofilizacdo 1 mm/h) por 28 h em liofilizador (Liotop, Sdo Paulo, Brasil),
e o material obtido embalado em sacos de BOPP metalizados e armazenado sob
refrigeracdo (4 £ 0,5 °C).

Para monitorar o crescimento das cepas com potencial probiodtico, foram
preparados diferentes caldos de cultivo distintos: Caldo MRS (CMRS) sem fonte de
carbono, CMRS contendo glicose numa concentracdo de 20 g/L (ingrediente ndo
prebiotico; Zhang et al., 2018), CMRS contendo FOS (fruto-oligossacarideos — 20 g/L;
prebidtico padrao controle; Gibson et al., 2017), CMRS contendo, separadamente, 20 g/L
da MF. O caldo MRS com fonte de carbono modificada foi utilizado como meio basal
para avaliar os potenciais efeitos prébioticos da MF com digestdo in vitro (Sousa et al.,
2015). A composicao do caldo MRS modificado utilizado nestes ensaios foi: triptona 10
g/L, extrato de carne 8 g/L, extrato de levedura 4 g/L, hidrogenofosfato de dipotassio 2
g/L, tween 80 1 g/L, acetato de sddio 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 sua respectiva fonte de carbono 20
g/L. Todos os ingredientes utilizados para preparar os meios de cultivo foram obtidos da

Sigma-Aldrich, com excec¢do do FOS que foi obtido da Galena Ltd. (Campinas, Brasil).

2.4 Determinagdo dos escores da atividade prebiotica

Uma aliquota de 0,2 mL da suspensdo probidtica foi homogeneizada com 10 mL
de CMRS sem fonte de carbono, com glicose, FOS ¢ MF digerida (20 g/L).
Paralelamente, uma aliquota de 0,2 mL da mistura entérica foi homogeneizada com 10
mL de caldo M9 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) com glicose, FOS e MF digerida (20
g/L). No tempo zero (logo ap6s a homogeneizacao), € apos os tempos (6, 12, 24 ¢ 48 h)
de incubacdo (37 °C), uma aliquota de 1 mL de meio de cultivo foi diluida em série (1:9)
em solucao salina esterilizada (8,5 g/L). Uma aliquota de 100 puL de cada dilui¢ao foi
semeada em dgar MRS ou 4gar EMB (Eosin Methylene Blue) para enumeracao da mistura
probiodtica e entérica, respectivamente, ¢ incubada a 37 °C por 24 h. Os resultados foram

expressos como log UFC/mL
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O indice de atividade prebiotica foi determinado segundo equacdo recomendada
por Zhang et al. (2018), correspondendo a Equagaol:
Indice de atividade prebiodtica = {[log UFC probiodtica (BAL)/mL cultivada em meio com
a farinha no intervalo de 48 h] — [log UFC probidtica (BAL)/mL cultivada em meio com
a farinha no intervalo de zero hora (populacdo inicial)] / [log UFC probiotica (BAL)/mL
cultivada em meio contendo glicose no intervalo de 48 h] — [log UFC probiotica
(BAL)/mL cultivadas em meio contendo glicose no intervalo de zero hora (populagao
inicial)]} — {[log UFC E. coli/mL cultivada em meio com a farinha no intervalo de 48 h]
— [log UFC E. coli/mL cultivada em meio com a farinha no intervalo de zero hora
(populagao inicial) / log UFC E. coli/mL cultivada em meio contendo glicose no intervalo
de 48 h] — [log UFC E. coli/mL cultivada em meio contendo glicose no intervalo de zero

hora (populacdo inicial)]} (1)

2.5 Determinacdo de atividade metabdlica probidtica
2.5.1 Enumeragdo de contagens de células viaveis

Inicialmente, 20 mL da suspensdo probidtica foi homogeneizada com 100 mL de
CMRS com glicose, FOS, MF digerida (20 g/L) e sem fonte de carbono, em diferentes
intervalos de tempos (zero hora, ou seja, logo ap6s a homogeneizacao e apos 6, 12, 18,
24 e 48 h pos-incubagio). Aliquotas de 100 puL de cada mistura foram diluidas em série
em solugdo salina esterilizada (8,5 g/L) e, subsequentemente, 20 pl. de cada dilui¢do
foram plaqueadas em agar MRS. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 — 48 h. Os
resultados das contagens de células viaveis foram expressos como log UFC/mL (Massa

et al., 2020).

2.5.2 Avaliacdo da atividade metabolica

As andlises dos indicadores de atividade metabdlica nos diferentes sistemas de
cultivo propostos para avaliagdo da utilizagdo da MF como fonte de carbono foram
realizadas por meio da determinagao de valores de pH, quantificagdo de acidos organicos
e consumo de agtcares nos tempos avaliados (Albuquerque et al., 2020).

O pH do meio de cultivo foi medido com um potencidometro digital (Quimis, Sao
Paulo, Brasil) (AOAC, 2019) no tempo zero (logo apds a homogeneizagao) e apos 6, 12,
24 e 48 h de incubacao. Os teores de agucares e acidos organicos foram avaliados no
tempo zero e apos 24 e 48 h de cultivo. Para agucares e acidos organicos (acido latico e

AGCC) inicialmente foi realizada uma extracdo acida, onde 1 mL do meio de cultivo foi
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homogeneizado com 5 mL de acido sulfurico a 4 M (Neon, Sao Paulo, Brasil),
centrifugado (6000 x g, 10 min, 4 °C) e o sobrenadante obtido foi filtrado (tamanho de
poro de 0,45 pm, Whatman®, GE Healthcare, Chicago, EUA). Os teores de aclcares,
acido latico e AGCC foram medidos com HPLC usando condi¢bes analiticas

previamente descritas por Coelho et al. (2018) e Padilha et al. (2017).

2.6 Avaliagdo dos efeitos prebioticos utilizando inoculo fecal
2.6.1 Preparag¢do das amostras fecais e pré-cultura

Os procedimentos experimentais foram aprovados por um comité institucional de
ética em pesquisa com seres humanos (Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
Brasil) e seguiu as orientagdes do Conselho Nacional de Satde (Resolucdo 466, 2012).
As amostras fecais foram coletadas de quatro voluntarios adultos saudaveis (dois homens
e duas mulheres, de 19 a 36 anos). Como critérios de inclusdo, os doadores seguiram uma
dieta onivora, sem precedentes de doenca no intestino grosso, sem o uso de probioticos
ou prebidticos incluidos em alimentos ou concentrados apresentados na forma
farmacéutica, além de ndo ter feito uso de antibidticos ou qualquer outro medicamento
de uso controlado por, pelo menos, seis meses antes da coleta (Guergoletto et al., 2016).
As amostras fecais foram coletadas em tubos estéreis, dispostos em uma jarra com um
sistema gerador de anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e
transportadas para o laboratorio. As amostras fecais foram verificadas em laboratorio
quanto a auséncia de parasitas e sangue, sendo utilizadas em até 30 min apds a coleta,
para garantir uma microbiota fecal fresca. Amostras fecais frescas de voluntarios foram
misturadas (1:1:1:1, p/p), diluidas (1:10, p/v) em solugdo tampao fosfato-salino estéril
(PBS; 0,1 mol/L; pH 7,4) e homogeneizadas por 2 min com agitagdo (200 rpm)
(Rodrigues et al., 2016). A mistura fecal (120 g) foi cultivada (37 = 0,5 °C) em condicdes
anaerobicas (AnaeroGen) em um meio de pré-cultura formulado com 10 g de triptona, 5
g de extrato de levedura, 10 g de NaCl, 5 g de glicose, 6 g de lactose e dgua destilada (1
L) previamente esterilizada em autoclave (121 °C, 1 atm, 15 min). Apo6s a incubagdo
durante a noite, a pré-cultura foi filtrada com uma gaze tripla esterilizada (Albuquerque

etal., 2021).

2.6.2 Preparacgdo do meio de fermentagdo
Para o processo de fermentacdo foi utilizado 1 L de meio de crescimento

esterilizado em autoclave (121 °C, 1 atm, 15 min), com a seguinte composig¢do: 4,5 g de
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NaCl, 4,5 g de KCl, 1,5 g de NaHCO3, 0,69 g de MgSQy,, 0,8 g de L-cisteina HCL, 0,5 g
de KH,POy4, 0,5 g K;HPO4, 0,4 g de sal biliar, 0,08 g CaCl,, 0,005 g de FeSO4, 1 mL de
Tween 80 e 4 mL de solugdo de resazurina (0,025%, como um indicador anaerdbico) e
agua destilada. A MF digerida foi submetida a fermentacdo com o pré-cultivo da
microbiota fecal humana. O volume final da fermentacdo foi de 40% do meio de
fermentag¢do, 40% da pré-cultura fecal humana e 20% da MF digerida, incubados
anaerobicamente a 37 °C por 48 h (Hu et al., 2013; Albuquerque et al., 2021). Um meio
de fermentacao contendo FOS (20%) e sem substrato adicionado foram utilizados como
controle positivo e negativo, respectivamente, sendo submetidos aos mesmos
procedimentos citados anteriormente. Os ingredientes usados para preparar o meio de

fermentagdo foram obtidos da Sigma-Aldrich.

2.6.3 Enumeragdo bacteriana por fluorescéncia de hibridizagdo in situ (FISH) acoplado
com citometria de fluxo multiparamétrica

A técnica de fluorescéncia de hibridizacao in situ (FISH) usando sondas de
oligonucleotideos designadas para regides alvo especificas do gene 16S rRNA de
distintos grupos bacterianos em combinagdo com citometria de fluxo multiparamétrica
(CFM) foram utilizadas para avaliar a capacidade da MF digerida em induzir mudangas
na composi¢ao da populagdo bacteriana colonica (Conterno et al., 2019; Menezes et al.,
2021). Cinco diferentes sondas (Lab 158 especifica para Lactobacillus — Enterococcus,
Bif 164 especifica para Bifidobacterium, Bac 303 especifica para bacteroides —
Prevotella, Chis 150 especifica para Clostridium histolyticum e Erec 482 especifica para
Eubacterium rectale — Clostridium coccoides) sintetizadas comercialmente ¢ marcadas
com o fluoroforo Cy3 (Sigma-Aldrich) foram utilizadas (Rodrigues et al., 2016; Menezes
et al., 2021). O marcador SYBR Green (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) foi usado para enumerar a populacdo total de bactérias por meio da marcagdo da
fita dupla de DNA (Conterno et al., 2019).

No tempo zero (logo apdés a homogeneizagdo dos componentes do meio de
fermentacdo) ¢ apds 24 ¢ 48 h de fermentacao, aliquotas de 375 pL das culturas foram
fixadas overnight a 4 °C com 1125 pL de solucdo de paraformaldeido filtrada (4%, p/v)
para estabilizar a estrutura celular. Apds esse periodo, as aliquotas foram centrifugadas
(10000 % g, 5 min, 4 °C), lavadas duas vezes (10000 x g, 5 min, 4 °C) com PBSa 1 M
esterilizado, ressuspensas em 300 puL. de PBS: etanol 99% (1:1 v/v), filtradas com filtro

de membrana tamanho de poro 0,45 um (Whatman®) e armazenadas a -20 °C.
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Para a realizacdo da hibridiza¢do in situ, 10 pL das células fixadas foram
ressuspensas em 190 uL de PBS 1x (Gibco®, Gaithersburg, EUA; pH 7.2), centrifugadas
(4000 x g, 15 min, 4 °C), descartando-se o sobrenadante, ressuspensas em 200 pL de
tampao Tris-EDTA (100 mM Tris-HCI1 e 50 mM EDTA; pH 8) e centrifugadas (4000 x
g, 15 min, 4 °C). As amostras foram tratadas com 200 pL de Tris-EDTA contendo
lisozima (1 mg/mL) e incubadas por 10 min no escuro em temperatura ambiente (25 +
0,5 °C), para permeabilizar as células que receberam as sondas Lab 158 e Bif 164,
seguindo por centrifugacdo (4000 x g, 15 min, 4 °C). As amostras foram ressuspendidas
em 45 pL de tampao de hibridizagdo [0,9 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1% (p/v)
de dodecil sulfato de s6dio (DSS)] e com 5 pL de sonda oligonucleotidica fluorescente
(50 ng/uL) e mantidas sob temperatura dehibridizagcdo apropriada para cada sonda (45
ou 50 °C) no escuro por 4 h.

ApoOs essa etapa, as amostras foram centrifugadas (4000 x g, 15 min, 25 °C),
ressuspensas em 200 pL de tampao de hibridizagcdo sem DSS e mantidas sob temperatura
de lavagem apropriada para cada sonda (45 ou 50 °C) no escuro por 30 min, para retirar
sondas nao ligadas. As amostras foram centrifugadas (4000 x g, 15 min, 25 °C),
ressuspensas em 200 pL. de PBS 1x + 20 uL de SYBR Green (1:1000 solucao estoque
diluida em dimetil sulféxido >99.9%, Sigma-Aldrich), incubadas por 10 min no escuro
sob temperatura ambiente (25 £+ 0,5 °C), centrifugadas (4000 x g, 15 min, 25 °C) e
ressuspendidas com 200 pL de PBS 1x.

Uma amostra em branco (sem a sonda oligonucleotidica e sem SYBR Green), e
uma amostra marcada somente com SYBR Green, foram preparadas para todas as
amostras, seguindo os mesmos passos das amostras hibridizadas, como um controle para
definir o limiar das comportas do citdmetro de fluxo (BD Accuri C6, New Jersey, EUA),
o que permite revelar a potencial autofluorescéncia das amostras, excluindo os falsos
positivos. Na analise de CFM, os sinais fluorescentes das células individuais passam
através de uma zona de laser, sendo coletados como sinais logaritmos. Os sinais
fluorescentes (mensuramento da area de pulso) foram coletados pelos canais FLL1 (SYBR
Green) e FL2 (Lab 158, Bif 164, Bac 303, Chis 150 e Erec 482). A aquisi¢ao das amostras
foi configurada para passar em um baixo fluxo, com nivel limite para dispersao direta
(FSC) ajustado para 30.000 e com total de 10.000 eventos coletados para cada amostra.
Os citogramas de emissdo de fluorescéncia foram gravados com o software BD Accuri
C6 (Becton Dickinson and Company). Os resultados foram expressos como abundancia

relativa (porcentagem) de células hibridizadas com cada sonda Cy3 especifica de grupo
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bacteriano (registrados como eventos fluorescentes) em relacdo ao total de bactérias
enumeradas com coloragao SYBR Green (Albuquerque et al., 2021; Conterno et al., 2019;

Menezes et al., 2021).

2.6.4 Determinagao de indices prebioticos

Para obter uma medida comparativa quantitativa geral do equilibrio entre
diferentes populagdes bacterianas nas amostras de fermentacao colonica, bem como para
comparar a influéncia da MF examinada na modulagdo microbiana seletiva durante a
fermentagdo coldnica, um indice prebiotico foi calculado com dados obtidos na anélise
de FISH-CFM. A equag¢ao usada foi adaptada (Owolabi et al., 2020; Palframan et al.,
2003), em que diferentes populagdes bacterianas foram enumeradas com cinco sondas
oligonucleotidicas usando a técnica de FISH-CFM. Apds o célculo da abundancia
relativa (porcentagem relativa), onde foi feita uma correlagio com o nimero total

abundancia, %) de bactérias enumeradas, com a Equacao 2 aplicada:
q p

Indice prebiotico = %Lab + %Bif — %Bac — %Chis — %Erec ?2)

Onde: %Lab = abundancia encontrada para Lab ap6s 24 ou 48 h — abundancia
encontrada para Lab no tempo zero; %Bif = abundancia encontrada para Bif apds 24 ou
48 h — abundancia encontrada para Bif no tempo zero; %Bac = abundancia encontrada
para Bac apos 24 ou 48 h — abundancia encontrada para Bac no tempo zero; %Chis =
abundancia encontrada para Chis apos 24 ou 48 h — abundancia encontrada para Chis no
tempo zero; ¢ %Erec = abundancia encontrada para Erec apos 24 ou 48 h — abundancia
encontrada para Erec no tempo zero.

A equacdo assume que um aumento na populagdo de Lactobacillus —
Enterococcus (hibridizado pela sonda Lab 158) e/ou Bifidobacterium (hibridizado pela
sonda Bif 164) ¢ um efeito positivo, enquanto um aumento na populacdo de Bacteroides
— Prevotella (hibridizado pela sonda Bac 303), C. histolyticum (hibridizado pela sonda
Chis 150) e E. rectale — C. coccoides (hibridizado pela sonda Erec 482) ¢ um efeito
negativo. Mudancgas na abundancia desses grupos sdo inseridas na equacao em relacao
aos seus niveis iniciais (abundancia). Se un grupo bacteriano mostra diferengas negativas
entre o tempo de fermentagdo e o tempo zero, o sinal (positivo ou negativo)
imediatamente anterior a essa sonda ¢ alterado na equacao. Isso permite normalizar o uso

da equagdo para um numero variado de sondas. A obten¢do de um valor de indice



107

prebiotico positivo indica um equilibrio benéfico dos grupos bacterianos identificados na
fermentagdao colonica induzida pelo substrato examinado e, consequentemente, um
potencial de atividade prebiotica. Por sua vez, a obtencdo de um valor de indice
prebiodtico negativo indica uma modula¢ido indesejavel da microbiota pelo substrato

examinado.

2.6.5 Monitoramento de indicadores de atividade metabdlica

A atividade metabolica da microbiota coldénica em meios com MF digerida e FOS
(controle positivo) e controle negativo (meio sem adicdo de fermento substrato) foi
avaliada com medidas de valores de pH, teores de acidos organicos, acucares, perfil de
fenolicos e atividade antioxidante no tempo zero e apds 24 e 48 h de fermentacao.

As andlises de pH, agucares e acidos organicos foram realizadas de acordo com
as metodologias descrita no topico 2.5.2.

O perfil dos compostos fenolicos totais foi determinado por CLAE. Nessa analise,
especificamente, foram analisados os seguintes compostos fenolicos: acido galico, acido
siringico, acido cafarico, acido clorogénico, acido caféico, acido p-coumarico, hesperitin,
naringenina, catequina, miricetina, quercitina 3-glucosideo, rutina, kaempferol 3-
glucosideo, trans-resveratrol, cis-resveratrol, epicatequina, epicatequina galato,
epigalocatequina galato, procianidina A2, procianidina Bl e procianidina B2. Os
compostos fenolicos individuais foram determinados seguindo a metodologia validada
por Padilha et al. (2017), com adaptacdes, em gradiente e tempo de execucdo para
quantificacdo de diferentes classes de fendlicos, utilizando um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia Agilent 1260 Infinity System LC (Agilent Technologies, Santa Clara —
EUA) acoplado a um detector de arranjo de diodo (DAD) (G1315D). A coluna utilizada
foi a Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 pm) ¢ a pré-coluna foi a Zorbax
C18 (12,6 x 4,6 mm, 5 pum) (Zorbax, EUA). A temperatura do forno foi de 35 °C e o
volume de injecdo foi de 20 puL. da amostra, previamente diluida na fase A, e filtrada
através de membrana de 0,45 pm (Millex Millipore). O fluxo de solvente foi de 0,8
mL/min. O novo gradiente utilizado na separacao foi de 0 a 5 min: 5% B; 5 a 14 min:
23% de B; 14 a 30 min: 50% de B; 30-33 min: 80% B, em que o solvente A era uma
solugdo de acido fosforico (0,1 M, pH = 2,0) e o solvente B era metanol acidificado com
0,5% de H3PO4. Os dados foram processados usando o software OpenLAB CDS
ChemStation Edition (Agilent Technologies, Santa Clara-EUA). A detec¢do dos

compostos foi realizada a 220, 280, 320, 360 e 520 nm, ¢ a identificagdo e quantificagdo
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foram feitas por comparagdao com padrdes externos (Sigma-Aldrich). Os resultados foram
expressos em mg de compostos fenolicos por 100 g da amostra (mg/100 g).

A atividade antioxidante foi determinada pelo método ABTS e DDPH de acordo
com as metodologias descritas por Shehata et al. (2021) e Lee et al. (2020),
respectivamente.

O radical cation ABTS foi gerado pela reagdo de 5 mL de solugdo aquosa de ABTS

(7 mM) e 88 puL de 140 mM (concentragdo final de 2,45 mM) de uma solugdo de
persulfato de potdssio. A mistura foi mantida no escuro a 29 °C por 14 h antes de ser
utilizada e, em seguida, foi diluida com etanol para obter uma absorbancia de 0,7 + 0,02
unidades em 734 nm usando um espectrofotometro UV-vis. Extratos de casca (30 uL) ou
substancias de referéncia (BHA), foram deixados para reagir com 3 mL da solucdo de
radical ABTS azul-verde resultante em uma condigdo escura. A diminui¢do da
absorbancia em 734 nm foi medida no ponto final de 6 min. A capacidade de eliminagdo
de ABTS do extrato foi comparada com a de BHA e a porcentagem de inibi¢ao calculada
de acordo com a Equagado 3:
Atividade sequestrante do radical ABTS (%) Y4 [(Valor absoluto controle — Valor
absoluto amostra)]/ (valor absoluto)] x 100. A3)
Onde o valor absoluto controle ¢ a absorbancia do radical ABTS p metanol; valor
absoluto da amostra ¢ a absorbancia do radical ABTS p extrato da amostra/padrao.

A atividade sequestrante do radical DPPH foi medida usando um método
colorimétrico. No total, 0,03 mL de amostras foram reagidos com 0,4 mL de solugdo de
DPPH em metanol. A mistura de reagdo foi incubada no escuro por 25 min. A atividade
de eliminacdo de DPPH foi medida em um comprimento de onda de 517 nm. Os controles
foram preparados da mesma maneira usando etanol em vez da amostra. A atividade de
eliminagdo do radical DPPH (%) foi determinada de acordo com a Equagao 4:

Atividade de eliminagdo do radical DPPH (%) = (1 - (absorbancia da amostra/absorbancia

do controle)) x 100. 4)

2.6 Andlise estatistica

Os ensaios foram feitos em triplicata em trés repetigdes. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov
foi executado para avaliar se os dados obtidos tinham distribui¢do normal. O teste de
Levene foi executado para avaliar se os dados satisfaziam a suposi¢do de homogeneidade

(variancia igual). Os dados foram submetidos a Teste t de Student ou andlise de variancia
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(ANOVA unidirecional) seguido pelo teste de Tukey para determinar diferengas
significativas (p < 0,05) usando GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA).

3. Resultados e Discussao

3.1 Escores de atividade prebiotica da MF

Os escores da atividade prebidtica de FOS e da MF em L. acidophilus LA-05, L.
fermentum 139 e L. fermentum 296 estdo expostos na Tabela 1.

Observa-se escores superiores para a MF digerida, quando comparado com o FOS,
para os trés Lactobacillus testados. Resultado similar foi apresentado por Albuquerque
et al. (2020) avaliando as propriedades prebidticas de farinhas de diferentes variedades
de batata-doce. Escores prebioticos positivos encontrados nesse estudo, indica que a MF
tem capacidade de estimular de forma seletiva espécies de Lactobacillus, ao invés de
patdgenos entéricos (Escherichia coli ATCC 8739 e E. coli ATCC 11775), assim como
descrito por Ribeiro et al. (2020) e Massa et al. (2020).

3.2 Medidas da atividade metabdlica probidtica
3.2.1 Enumeragdo de contagens de células viaveis de Lactobacillus e valores de pH

As contagens de células vidveis dos trés Lactobacillus em meio de MF digerida,
bem como com glicose, FOS e sem fonte de carbono, durante 48 h de fermentagao sao
apresentados na Fig. 1 (A-C).

As contagens de células viaveis de Lactobacillus em diferentes meios de cultivo,
variou de > 6,2 (tempo 0) — 7,24 (tempo 48) log UFC/mL. Para todos os meios de cultivo
e cepas de Lactobacillus, nao houve fase lag clara e a duragdo da fase de crescimento
exponencial foi de 12 h, resultando em aumentos de contagem > 2 log UFC/mL quando
comparados com o nimero de contagem inicial. Aumento nas contagens > 2 log UFC/mL
também foi relatado no estudo de Albuquerque et al. (2020) ao final de 48 h de
fermenta¢dao analisando o efeito prebiotico. Ao final das 48 h de fermentacdo as
contagens das cepas de Lactobacillus eram >7 log UFC/mL.

J& foi demonstrado que tanto o consumo de fibras como de microrganismos
probidticos, como os Lactobacillus, tem agdo benéfica sobre o sistema imunoldgico, na
regulacdo do peso corporal e atividade da microbiota e na regulacdo da flora intestinal,

bem como, no metabolismo do actcar e na preven¢do de doengas cardiovasculares (Oh
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et al., 2020; Liu et al., 2021; Ren et al., 2022). Essas fun¢des estariam relacionadas a
estimulacdo seletiva do crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas promovida por
esses ingredientes (Gibson et al., 2017). Neste estudo, foi verificado que o meio de
cultivo contendo MF estimulou tdo bem quanto o FOS o maior crescimento de L.
acidophilus LA-05 (Fig. 1A) (7.87 £0,06), seguido de L. fermentum 139 (Fig. 1B) (7.70
+0,01) e L. fermentum 296 (Fig. 1C) (7,59 £0,02) ap6s 48 h fermentagdo (p < 0,05),
indicando que essas cepas utilizaram a farinha como fonte de carbono, o que torna essa
matriz um ingrediente com fortes indicagdes para a alimenta¢do humana, considerando
esse efeito similar ao FOS, que ¢ um prebiotico padrao. Muito provavelmente, a presenca
de fibras e compostos fendlicos podem aumentar a populagao de bactérias benéficas, em
cactaceas, justificando o estimulo do crescimento das cepas de Lactobacillus usadas neste
estudo (Bezerril et al., 2021; Gibson et al., 2017; Machado et al., 2021).

Quanto ao pH, observa-se que apdés 48 h de fermentacdo das cepas de
Lactobacillus nos diferentes meios de cultivos houve reducdo deste parametro, com
maiores quedas nos meios contendo FOS ou glicose € menores quedas no meio contendo
MF (p £ 0,05). Comportamento semelhante foi observado por Massa et al. (2020),
indicando efeitos positivos do uso de MF como fonte de carbono em processos
fermentativos, atuando como um ingrediente com boa estimulagdo do crescimento e

metabolismo de cepas Lactobacillus probioticos.

3.2.2 Determinagdo do consumo de agucar e produgdo de dcidos organicos

Os teores de acidos organicos produzidos € o consumo de agucares durante 48 h
de fermentacdo de cepas de Lactobacillus em diferentes meios de cultivo estdo expostos
na Tabela 2.

Em geral, os teores de acido latico aumentaram significativamente apés 48 h de
fermenta¢do em meios com glicose (20 g/L), frutooligossacarideos (20 g/L) e farinha do
cladédio do mandacaru digerida (20 g/L) inoculada com L. acidophilus LA-05, L.
fermentum 139 e L. fermentum 296. Destaca-se também, valores superiores para esse
acido (p £ 0,05) em meios com FOS ou glicose, independente da cepa de Lactobacillus
apos 24 ou 48 h de incubagio.

A producao de acido latico ¢ favorecida por processos fermentativos ou por rotas
metabolicas, concomitantemente ao consumo de agucares e depende da fonte de carbono
presente no meio (Ahmad; Banat; Taher, 2020). Neste estudo foi verificado que apds 48

h de fermentagdo houve maior consumo de glicose e frutose, com maior producio,
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principalmente, de 4cido latico e acido acético, cuja quantidade dependeu da fonte de
carbono presente no meio de cultivo (p < 0,05) (Tabela 2). Além disso, durante a
fermentacdo houve queda do pH nos meios com glicose, FOS e MF contendo a maioria
das cepas de Lactobacillus, indicando a produgao de acido latico (Candry et al., 2020).

De acordo com Albuquerque et al. (2020), o acido acético ¢ um metabolito
formado por Lactobacillus no intestino. Em nosso estudo, durante a incubagao de 48 h,
ocorreu um aumento deste acido nos meios de cultivo com FOS ou MF quando
comparado com o tempo inicial (0 h) (Tabela 2). Esses dados confirmam que em
processos fermentativos os metabolitos formados estdo relacionados as atividades
fisiologicas das bactérias (Kang et al., 2022).

Ainda foi mensurada a quantidade de 4cido proprionico, e verificando-se que apos
48 h de incubagao os valores para este dcido foram superiores no meio de cultivo com
MF quando comparado com o meio contendo FOS (p < 0,05), independente da cepa de
Lactobacillus envolvida na fermentagdo. Este resultado pode estar associado pela
presenca de fibras da MF que possivelmente estimulou o metabolismo fermentativo das
cepas em converter o acido latico em acido propidnico, esse acido seria uma via de
obtencdo de ATP por bactérias, em que hd uma producdo de energia para sua

multiplicagdo (Wang et al., 2020; Zhang et al., 2010).

3.3 Abunddncia relativa de populac¢do de bactérias durante a fermentagdo colonica

Na Fig. 2 ¢ demostrado o percentual de abundéancia relativa de populagdo de
Lactobacillus/Enterococcus, Bifidobacterium, Bacteroides/Prevotella, Clostridium
histolyticum e Eubacterium rectale/Clostridium coccoides em meios de cultivo com MF,
FOS (controle positivo) e controle negativo (meio sem substrato) durante 48 h de
fermentagao coldnica in vitro.

Os Lactobacillus e Bifidobacterium sao probidticos que atuam no equilibrio da
flora intestinal (Abatenh et al., 2018). Desta forma, o aumento da abundancia relativa
destes, proporciona beneficios a saide humana, com efeitos no intestino grosso (Jung et
al., 2021). Neste estudo, apds 48 h em meios com FOS ¢ MF obteve-se 6,66% ¢ 3,29%
de Lactobacillus e 5,42% e 4,32% de Bifidobacterium, respectivamente.

Quando comparados com o tempo 0, verifica-se que o controle negativo diminui
seu percentual, ¢ FOS ¢ MF houve um aumento do percentual para Lactobacillus e

Bifidobacterium ap6s 48h (Fig 2), pois houve uma estimulacdo benéfica durante a
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fermentagdo colonica para esses grupos de microrganismos, assim como relatado por
Menezes et al. (2021).

Bacteroides/Prevotella tiveram a menor abundancia relativa em meio com MF e
controle apos 48 h, quando comparado com as médias de 24 h de fermentacdo. Esse
resultado ¢ desejavel, pois bacteroides/Provotella sdo patdgenos que podem levar a
infecgdes e disbiose (Veloo et al., 2019). No entanto, acredita-se na ocorréncia de um
equilibrio do microbioma intestinal, responsavel pela satde do sistema digestorio (Neon
et al., 2018).

Houve uma diminui¢do na abundancia relativa de C. histolyticum em meios com
MF (6,91 - 4,98%), FOS (6,10 - 5,96%) e controle negativo (6,51 - 6,04%) entre os
tempos de 0 h e 24 h de fermentacao colonica, respectivamente. Essa redugdo continuou
apos 48 h apenas para os meios com MF (3,59%) e controle negativo (5,56%) (p < 0,05).
Estes resultados corroboram com o estudo de Albuquerque et al. (2021) que avaliaram
diferentes variedades de raizes de batata-doce, em que houve uma diminui¢cdo da
abundancia relativa de C. histolyticum (patdogeno), que possivelmente estimula efeitos
seletivos em microrganismos da microbiota humana.

Os percentuais de abundancia relativa para Eubacterium rectale/Clostridium
coccoides nos tempos 0 h e 48 h foram superiores no meio controle negativo (7,87% e
5,04%), e inferiores para os meios com MF (7,70% e 4,01%) e FOS (7,10% e 4,26%),
respectivamente. Esses resultados sdo desejaveis na perspectiva da satide do hospedeiro
(Medeiros et al., 2021), pois valores elevados estdo associados a maiores concentragdes
de microrganismos patogénicos a microbiota intestinal (Tan & Nie, 2021).

De modo geral, observa-se que a MF e FOS estimularam seletivamente bactérias
benéficas, importante para a saude intestinal. Reforga-se, que uma microbiota saudavel
depende do equilibrio entre as bactérias, pois majoritariamente o trato intestinal é
colonizado por estas. Neste estudo, verificou-se que o consumo de MF pode contribuir
para o melhor equilibrio das bactérias comumente presentes na flora intestinal e,
consequentemente, proporcionar beneficios a satde do consumidor. No entanto, para
manter o equilibrio da microbiota intestinal ¢ imprescindivel a homeostase de alguns
fatores, tais como: fatores genéticos, pratica de exercicio fisico regular, ndo utilizagdo de
fumo e uso de drogas, e uma dieta rica em fibras, baixo teor de gordura e de proteina

animal (Aya et al., 2021; Ellner et al., 2022; Fan & Pedersen, 2020; Rezende et al., 2021).
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3.4 Determinacdo do indice prebiotico durante a fermentagdo colonica

Foram encontrados indices prebidticos positivos para o meio de fermentagdo
colonica com MF e FOS em 24 e 48 h de fermentacdo colonica, enquanto indices
prebioticos negativos foram encontrados para o meio de cultivo controle (Tabela 3).

Apo6s 24 h de fermentagdo coldnica, ndo houve diferenca (p > 0,05) para os meios
com MF (3,95) e FOS (4,92), destacando-se um indice prebidtico superior (p < 0,05) para
a MF (7,53) quando comparado com o FOS (5,34) apdés 48 h de fermentacdo,
comprovando que pode ocorrer efeitos estimuladores seletivos sobre o colon. Indices
prebidticos positivos encontrados para MF durante a fermentacdo coldnica indicam a
capacidade dessa matriz em causar modulagdo da microbiota intestinal tdo bem quanto

O FOS, prebidtico padrao largamente comercializado (Medeiros et al., 2021).

3.5 Determinagdo da atividade metabolica durante a fermentagdo coléonica

Durante a fermentagdo colonica em meio de cultivo com MF digerida, FOS e
controle negativo houve uma diminui¢ao (p < 0,05) nos valores de pH apds 24 ¢ 48 h de
fermentagao (Tabela 4).

A diminuicdo do pH durante a fermentacdo coldnica ¢ considerada benéfica,
indicando producao de 4cidos organicos (Tabela 5) (Ayimbila & Keawsompong, 2018).
Além disso, também foi relatado no estudo de Albuquerque et al. (2021) que esta redugao
¢ um fator limitante para C. histolyticum, corroborando com nossa pesquisa, cuja a
abundancia relativa da populacdo desta bactéria diminuiu ao longo da fermentagdo
colonica (Fig. 2).

Os teores de acido latico, acidos graxos de cadeia curta (proprionico, acético e
butirico) e agucares (glicose e frutose) em meios com MF, FOS e controle negativo
durante a fermentagao coldnica in vitro com fezes humanas no tempo zero (linha de base)
¢ apos 24 e 48 h de incubagdo estdo expostos na Tabela 5.

Os teores de acido latico, acético, butirico e propionico foram superiores apos 48
h de fermentagdo colonica (p < 0,05), em meios com FOS e MF (controle positivo)
quando comparado com o controle negativo (Tabela 5).

Valores elevados de acido latico durante a fermentacdo colonica podem estar
relacionados com a abundancia relativa de Lactobacillus e Bifidobacterium elucidados
nesse estudo, com destaque para o controle positivo (FOS e MF). A producao de acidos
organicos, como o acido latico, contribui para a inibi¢do de crescimento de bactérias

patogénicas no intestino, estes aderem as células epiteliais intestinais, atuando como
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sistema de barreira contra patogenos (Gharbi et al., 2021; Liu et al., 2020). Em estudo
realizado por Ruiz-Garcia et al. (2022) com fermentagdo coldnica de extrato de casca de
uva, foi verificado um aumento da producdo de 4cido acético, sugerindo que esse extrato
favoreceu a atividade metabdlica da microbiota, assim como em nosso estudo. Essa
intensa atividade metabolica (aumento da produg¢dao do acido acético, butirico e
propidnico) durante a fermentagao colonica sugere que a MF possui potencial prebiotico,
assim como relatado por Menezes et al. (2021).

Quanto aos teores de agucares avaliados (glicose, frutose e maltose) (Tabela 5),
foi observada uma reducao dos teores de frutose e glicose em meios com MF e FOS ao
longo do tempo de fermentacao (p <0,05). Como ja relatado anteriormente, em processos
fermentativos, pode ocorrer crescimento microbiano associado ao consumo de agtcar,
diminui¢do do pH e producao de 4cidos organicos (Leite et al., 2021).

Os teores de compostos fendlicos foram determinados durante a fermentagdo
colonica in vitro com fezes humanas inoculadas com MF ou FOS, bem como em um
controle negativo no tempo zero e apds 24 e 48 h de incubacdo. Foram identificados trés
compostos fendlicos (acido galico, galato de epicatequina e trans-resveratrol) (Tabela 6).

Houve uma diminui¢cdo dos parametros referentes aos acidos gélico e trans-
resveratrol apos 48 h de fermentacdo, quando comparado com o tempo 0 (p < 0,05), que
poderia ser justificada pela baixa estabilidade que estes compostos possuem as condig¢des
alcalinas da fermentagdo colonica (Liu et al., 2020).

Em contrapartida, ocorreu um aumento da epicaqueina galato (p < 0,05) ap6s 48
horas de incubagdo em todos os meios de cultivo, com destaque para MF. Esses
resultados possivelmente podem estar associados @ mudanga da abundancia relativa da
microbiota benéfica (Medeiros et al., 2021), impactando diretamente sobre o
metabolismo desses compostos.

Vale salientar que em humanos, estes compostos fitoquimicos estdo relacionados
com sua biodisponibilidade e catabolismo. Desta forma, os metabdlitos identificados
também sdo passiveis de serem gerados no colon humano apds o consumo da MF ou
FOS, sendo formados pela agdo de bactérias de origem fecal humana (Phan et al., 2020).

A atividade antioxidante em meios com MF, FOS e controle negativo durante 48
h de fermentag¢do coldnica in vitro pode ser verificada na Tabela 6. Os ensaios utilizando
os métodos de ABTS e FRAP demonstram ag¢do de componentes com atividade
antioxidante ou de radicais livres (Craft et al., 2012). Foi observado que, apos 48 h de

fermentagdo colonica in vitro em meios contendo FOS ou MF, os efeitos sobre as
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atividades antioxidantes foram superiores ao controle negativo. Provavelmente, no
processo de fermentagdo colonica a presenga de FOS ou MF nos meios de cultivo
estimularam a multiplicag@o das bactérias presentes na microbiota, corroborando com os
dados de viabilidade celular, o que levou a uma maior metabolizacdo dos compostos
bioativos associados com a atividade antioxidante.

Na metodologia utilizada, a MF e o FOS passaram por uma digestdo in vitro, a
qual contribuiu na liberagdo dos compostos bioativos, justificado pela progressdao da
digestdo gastrointestinal (Luzardo-Ocampo et al., 2017).

A atividade antioxidante ¢ imprescindivel na melhoria da qualidade de vida, pois
inibe os radicais livres, prevenindo o envelhecimento, efeitos anti-inflamatérios, danos a
pele e varias doencas (cancer, doengas pulmonares, cerebrais e cardiovasculares) (Neha
et al., 2019; Rizzo, 2020), o que demonstra a importancia da realiza¢ao de estudos como
esse, que propde novos ingredientes com propriedades prebioticas tdo boas quanto a de
insumos vastamente ja usados pela industria de alimentos funcionais ou farmacéutica, a

exemplo dos frutooligossacarideos (FOS).

4. Conclusao

Os resultados deste estudo elucidam que a farinha do cladédio do mandacaru
digerida e liofilizada, quando adicionada em meio de fermentagdo, apresentou atividade
potencialmente prebiotica frente a cepas probiodticas de Lactobacillus, com aumento de
suas contagens, diminui¢ao do pH e aumento da produgdo de acido latico e AGCC, e
consumo de ac¢ucar, indicando intensas atividades metabolicas bacterianas sobre esses
substratos. Foi demostrado também, que a MF durante a fermentagdo coldnica in vitro
influenciou positivamente na abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos
encontrados como parte da microbiota colonica humana. Além disso, também foi
observada uma intensa atividade metabolica, com um aumento da producao de AGCG,
diminui¢do do pH e consumo de agucar, comprovando mais uma vez que a MF tem
potencial de propriedades prebidticas similar ao FOS. Esses efeitos podem estar
associados ao conteudo de fibras alimentares, aglcares, compostos fenodlicos ¢
antioxidantes da MF, caracterizando-a como um ingrediente potencialmente prebiotico a

ser inserida na alimenta¢do humana, em formulagdes ou suplementos alimentares.
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Figure captions

Fig. 1 — Contagens vidveis (—) de L. acidophilus LA-05 (A), L. fermentum 139 (B) ¢ L.
fermentum 296 (C) e pH (---) em meio com glicose (20 g/L, A), FOS (20 g/L, o), MF (20

g/L, 0) ou sem fonte de carbono (¢) durante um cultivo de 48 h.

Fig. 2 — Abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos mensurados por
hibridizacao in situ de fluorescéncia combinada com Citometria de fluxo
multiparamétrica em sistema de fermentacdo colonica in vifro com farinha digerida do
cladédio do mandacaru e frutooligossacarideos (FOS), bem como, controle negativo
(sem adicao de substrato fermentavel) inoculado com indculo fecal humano, no tempo

zero (basal) e apos 24 e 48 horas de incubagdo (37 °C).
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Table 1. Escores da atividade prebiotica (média +desvio padrdo, n = 3) de
frutooligossacarideos (FOS) e farinha do cladédio do mandacaru (MF) digerida em L.

acidophilus LA-05, L. fermentum 139 e L. fermentum 296.

Isolados FOS MF

L. acidophilus LA-05 0,69 +0,01¢° 0,73 £0,0182
L. fermentum 139 0,85 +£0,014° 0,91 +0,0142
L. fermentum 296 0,79 +0,01B° 0,91 +£0,0242

a — b: Diferentes letras maiusculas sobrescritas na mesma linha indicam uma diferenca (p < 0,05) entre
FOS e MF para o mesmo isolado, com base em Teste t de Student.

A — C: Diferentes letras mintisculas sobrescritas na mesma coluna denotam uma diferenga significativa (p
<0,05) para a mesma amostra entre diferentes isolados, baseado no teste de Tukey.
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Table 3. Indice prebidtico (média + desvio padrdo, n = 3) da MF, frutooligossacarideos

(FOS) e controle negativo (sem substrato) apos 24 e 48 horas de fermentagdo colonica in

vitro.
Amostras Indice prebidtico

24 h 48 h
MF 3,95 £0,04 A° 7,53 £0,0544
FOS 4,92 +0,024° 5,36 £0,03B2
Controle -0,90B2 -0,45¢P

a-b: Different superscript capital letters in the same row denote differences (p < 0.05), based on Student’s
t test. A-C: Different superscript small letters in the same column denote difference (p < 0.05) among the

different treatments, based on Tukey’s test.
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Table 4. Determinagao de pH (média + desvio padrdo, n = 3) em meios com MF
digeridas, frutooligossacarideos (FOS) e controle negativo (sem adi¢do de substrato

fermentavel) no tempo zero e apds 24 e 48 horas de fermentagdo colonica in vitro

Valores de pH
Amostras Oh 24 h 48 h
MF 7,83 £0,154° 5,87 +0,184° 4,80 0,114
FOS 7,57 0,078 4,21 +£0,098° 3,52 +0,12%¢
Controle 7,79 +0,134Bs 5,78 +0,0334° 4,73 +0,034¢

a-b: Different superscript capital letters in the same row denote differences (p < 0.05), based on Student’s
t test. A-C: Different superscript small letters in the same column denote difference (p < 0.05) among the
different treatments, based on Tukey’s test.
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Table 6. Teores de compostos fenolicos (mg/L, média + desvio padrao, n = 3) e atividade
antioxidante durante (%, média + desvio padrao, n = 3) da fermentacao coldnica in vitro
com fezes humanas inoculadas com MF digerida e frutooligossacarideos (FOS), bem
como em um controle negativo (sem substrato fermentavel adicionado) no tempo zero

(linha de base) e apds 24 e 48 horas de incubacio.

Parametros ~ Amostras Tempo de incubagio
(g/L) 0h 24h 48 h
Controle 3,92 +0,0352 3,87 £0,04B° 1,89 £0,015¢
Acido galico FOS 9,57 £0,10%2 4,00 +0,058> 1,13 £0,06%°
MF 9,48 £0,39%4 8,81 £0,10%P 5,91 £0,094¢
Controle 1,81 £0,058¢ 2,52 £0,098° 4,73 0,10
Galato  de
_ _ FOS 2,04 £0,038¢ 2,82 +0,024° 5,17 1,008
epicatequina
MF 2,56 £0,034° 2,67 £0,018° 5,70 £0,034%
T Controle 1,32 +£0,5088 1,00 £0,10<° 1,01 £0,60"°
rans-
FOS 7,43 £0,90A° 9,82 £0,50%2 1,14 £0,074¢
resveratrol
MF 1,21 £0,0452 1,23 +£0,0352 1,10 £0,044¢
Atividade antioxidante (%)
Controle 83,38 £0,09% 88,63 +0,054° 70,50 £0,02B°
ABTS! FOS 84,75 +£0,045¢ 88,75 £0,07** 85,25+0,06A°
MF 89,13 £0,034% 88,50 +0,054° 85,38 £0,03¢
Controle 29,49 £0,028¢ 54,46 +£0,0552 43,29 +0,07°
DPPH! FOS 62,33 £0,034% 74,62 +£0,06" 54,29 +0,025¢
MF 63,20 £0,04%° 75,67 £0,0624 58,72 £0,094¢

A - C: Diferentes letras maiusculas sobrescritas na mesma coluna indicam uma diferenca (p < 0,05),
baseado no teste de Tukey.a — ¢: Diferentes letras mintsculas sobrescritas na mesma linha denotam uma
diferenga significativa entre os tempos e incubagéo (p < 0,05) para o mesmo meio de cultivo, baseado no
teste de Tukey. 'Resultado expresso em percentual (%).
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Goat yogurt supplemented with tamarind jelly and mandacaru
(Cereus jamacaru DC.) cladode flour: Technological, nutritional,

microbiological, and antioxidant effects

Abstract

In this study we elaborated goat yogurts supplemented with mandacaru cladode flour
(MCF), and flavored with tamarind jelly (TG), and characterized their technological,
nutritional, bioactive, and microbiological properties. Four goat yogurt formulations were
processed: CY (control yogurt); YJ (yogurt flavored with tamarind jelly at 10%); YJF1%
(yogurt flavored with tamarind jelly at 10% and MCF at 1%) and YJF2% (yogurt flavored
with tamarind jelly at 10% and MCF at 2%). These were characterized at 1, 14, and 28
days of cold storage (4 + 1°C). We observed reductions in both syneresis and apparent
viscosity during storage, with greater reductions for the YJ, YJF1%, and YJF2%
formulations when compared to the controls. During storage, there were reductions in
both pH and sugar contents with concurrent increases in acidity. At 28 days, higher counts
for Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus were observed in the
YJF2% yogurt, possibly due to a prebiotic effect that higher MCF concentrations
presented to the starter culture. Fourteen phenolic compounds were detected,
emphasizing myricetin and kaempferol 3-glucoside, found mainly in the formulations
supplemented with the MCF. At 28 days of storage, the YJF2% yogurt presented higher
levels of total phenolic compounds and flavonoids, as well as higher antioxidant activity
(ABTS). Together with tamarind jelly, mandacaru cladode flour can be used to produce
nutritional and functional activities in goat yogurts without adversely affecting their
technological characteristics; adding to the product's value.

Key words: Cactaceae; Goat dairy product; nutritional composition; apparent viscosity;

bioactive compounds.

1. Introduction

The Brazilian semiarid region is characterized by being a region with agricultural
production; supporting cattle and goats (Aquino et al., 2016). Consequently, the milk of
these animals has become an important product on the local markets (Clark; Garcia, et
al., 2020). Goat milk stands out in particular for its nutritional benefits to human health.
When compared to bovine milk, goat milk presents higher short-chain fatty acid contents;
minerals such as zinc, iron, and magnesium; antibacterial compounds; proteins (-casein,
k-casein and a-casein), with lower amounts of a-casein, (making the milk less allergenic);
and higher percentages of vitamins A, C, and E (Elzeini et al., 2020; Safdar et al., 2020;
Santos et al. 2020; Verruck et al., 2019)
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Although its nutritional value is relevant and already defined in studies, goat milk
continues to suffer from low consumer demand, either because of its cost or its peculiar
odor and flavor (Marius et al., 2021). Its sensory characteristics are attributed to its
constitution of capric, caprylic, and caproic acids (Costa et al., 2017). Improving
manufacturing techniques for derivatives of this matrix; through application of
technological fermentation processes, incorporation of fruits and fruit jellies as natural
flavorings, and enrichment with alternative - sustainable ingredients, such as cactus flour
has become common (Bezzeril et al., 2020; Dantas et al., 2022).

Cereus jamacaru DC., popularly known as mandacaru, presents remarkable
functional characteristics, with high nutritional value, containing: carbohydrates, fiber,
vitamins, and antioxidant compounds (Dutra et al., 2019; Pereira et al., 2013; Silveira,
2020). Tamarind jelly is also an excellent alternative to chemical additives in goat dairy
processing, and brings excellent bioactive and functional potentials as already reported
in the literature (Cao et al., 2017). Tamarind jelly may improve sensory acceptance of
fermented goat milk products, while adding technological and nutritional value.

Various dairy products are produced from goat's milk such as cheeses, curd,
sweets, and yogurts (Pal et al., 2017; Shabbir et al., 2019). Yogurt is a viable matrix for
insertion of functional ingredients, and its fermentation is performed with proto-
symbiotic Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, and Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus; cultures that contribute to the storage characteristics of the final
product (FAO, 2011).

Elaboration of goat's milk products supplemented with mandacaru cladode flour
is a promising alternative that can contribute to the growth and economic development
of the semiarid region. In view of the above, the objective of this study was to elaborate
formulations of goat yogurts flavored with tamarind jelly and supplemented with
mandacaru cladode flour, and to characterize the technological, nutritional,

microbiological, and bioactive properties over 28 days of refrigerated storage.

2. Material and methods

2.1 Raw materials

Mandacaru cladodes (3 batches of 10 kg, August 2020) were obtained in the city
of Cuité-PB [6°29'46.0"S - 36°09'34.7"W]. The botanical material was registered in the
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National System for Management of Genetic Heritage and Associated Traditional
Knowledge (SISGEN), under number (A1FECDYS).

Tamarinds (Tamarindus indica Linn) were acquired at the Aroeira site, Parana-
RN [6°25'15.4"S - 38°15'49.6"W]. Toggenburg goat milk was collected from a small
farm located in the city of Nova Floresta — PB [6°27'33.2"S - 36°12'04.6"W]. Refined
sugar (Unido®, So Paulo) and starter culture (Y472, Sacco® Lot C156109A, Campinas,
Sdo Paulo, Brazil) composed of Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, and

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, were obtained commercially.

2.2 Preparation of the Mandacaru cladode flour (MCF)

Mandacaru cladode flour (MCF) was prepared in accordance with the method
described by Machado et al. (2021), with modifications. Initially, the cladodes were
sanitized with running water and sodium hypochlorite (100 ppm); being then cut into
slices approximately 1 cm thick using a sterilized stainless steel knife. The cladode slices
were dehydrated in an oven with forced air circulation (Quimis, Q314M, Sao Paulo,
Brazil) at a temperature of 55 = 1°C, moisture content, which took approximately 26 h.
After drying, the mandacaru cladodes were ground in a knife mill (Willey, Solab,
Piracicaba, Sao Paulo, Brazil), and screened in a 230 mm sieve in a shaker sieve (Bertel
®. Caieiras, Sdo Paulo, Brazil), yielding 5% MCF, as compared to the cladode in natura.
This product was vacuum sealed in sterile polyethylene bags (approximately 100 g per
bag), and wrapped in aluminum foil and frozen (-20 +1°C) until analysis was performed.
After drying, the MCF presented 0.423 +0.001 water activity; 4.18 + 0.01 pH; 5.94 +
0.10 g/100 g of titratable acidity; 91.76 £ 0.21 g/100 of total solids; 8.24 + 0.21 g/100 g
of moisture; 2.82 + 0.02 of ash; 5.18 = 0.10 g/100 g of proteins; 1.88 + 0.14 g/100 g of
lipids; 48.46 g/100 g of total fibers; 1285.47 +0.01 mg EGA/100 g of total phenolics;
15.19£0.01 mg EGA/100 g of total flavonoids; and antioxidant activity of 249.45 +0.01
umol Trolox CAET/g using the FRAP method, and 0.39 + 0.01 pmol Trolox CAET/100g
using the ABTS method. The MCF was packed in sterile polypropylene bags and frozen
(-20 £ 1°C), protected from light until further analysis.

2.3 Tamarind Jelly Preparation
Tamarind jelly was prepared based on the methodology described by Bezerril et
al. (2021), with modifications. The tamarinds (7amarindus indica L.) were sanitized,

then peeled and pulped, and the seeds discarded. The tamarind pulp was homogenized in
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an industrial blender (Spolu, SPL -048W, Brazil) with 30% drinking water in a 70:30
ratio (tamarind:sugar) and the juice was filtered. Sugar was added to the juice and brought
to a low heat (180 +1°C). Checking the gel point was performed based on the total soluble
solids content (Brasil, 1978), using a digital refractometer (Hanna®, model HI 96801),
until reaching a content of 62 to 65%, w/w. Finally, the jelly was packed in an airtight
and sterile glass jar, followed by storage at refrigeration temperature (4 = 1 °C) until
further analysis.

The values of the physical, physical-chemical parameters, and antioxidant

potential at the end of the tamarind jelly processing are presented in Table 1.

2.4 Preparation of yogurts

Yogurts were processed in two independent experiments in accordance with a
methodology adapted from Machado et al., (2017). For this, the pasteurized goat milk
(65 £ 1 °C/30 min) was supplemented with 10% sucrose, and later subjected to a heat
treatment (90 + 1°C/10 min). Then, the milk was cooled to 45 + 1°C and a starter culture,
composed of Streptococcus salivarius subsp. thermophilus and Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus was inoculated at a concentration of 0.4 g/L. Fermentation was
performed in a BOD incubator (Marconi® model MA 415, Piracicaba, Sio Paulo, Brazil)
at a temperature of 45 + 1°C, for 4 h. The yogurt fermentation end point was verified
through checking clot firmness and determining the pH, at a 4.5. The product was then
cooled to 4 £ 1°C and the clot was broken by manual stirring with a glass rod. Then the
tamarind jelly and mandacaru cladode flour formulations were elaborated in the
concentrations described below.

Four formulations were processed: CY (control yogurt, without either MCF or
tamarind jelly); YJ (yogurt, supplemented only with 10% tamarind jelly); YJF1% (yogurt
supplemented with 10% jelly and 1% MCF), and YJF2% (yogurt supplemented with 10%
jelly and 2% MCF).

These goat yogurt samples were analyzed in triplicate at 1, 14, and 28 days of

cold storage (4 £ 1 °C), in accordance with the methodologies described below.

2. 5 Technological, physical, physicochemical, and microbiological characterization of
yogurts
Technological characterization involved evaluation of syneresis, instrumental

color, and apparent viscosity parameters. Susceptibility to syneresis was determined
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using the drainage method, in accordance with the methodology of Riener and
Willingham (2010).

Instrumental color determination was performed using a colorimeter (Konica
Minolta® CR 400, Osaka, Japan), in a CIELAB system (CIE, 1978). In the CIELAB
colorimetric space, defined by L*, a*, b*. The L* coordinate corresponds to luminosity;
a* and b* respectively refer to the green (-)/red(+), and blue(-)/yellow(+) chromaticity
coordinates.

The apparent viscosity in mPa.s was determined using a viscometer with a
concentric cylinder geometry (Brookfield, DV-II+ Pro, Middleboro, USA), coupled to a
thermostatic bath for temperature control (4°C), using the spindle SC4-27, and under a
constant rotation speed of 60 rpm.

The physical and physico-chemical sample evaluations involved analysis of pH,
acidity in lactic acid, total soluble solids, ash, proteins, and total sugars in accordance
with the methodology recommended by the Association of Official Analytical Chemist
Methods (AOAC, 2019). Fat determination was performed in accordance with Folch,
Lees, and Sloane-Stanley (1957).

The microbiological analyses evaluated sanitary-hygienic quality through
microorganism starter culture viability. E. coli count quality control tests, total mold and
yeast counts in CFU/g, as well Salmonella spp./25 g (APHA, 2015) tests were performed.
Lactic bacteria viability testing included Streptococcus salivarius subsp. thermophillus
(APHA, 2015), and Lactobacillus subsp. bulgaricus (Lima et al., 2009) counts. Results
were expressed as the log of colony forming units per g of yogurt (log CFU/g).

2. 6 Sugar and organic acid profiles in the yogurts

Initially, to determine the sugar (glucose, galactose, and lactose) and organic acid
(citric, lactic, formic, and propionic) contents, an aqueous extract of the yogurt samples
was prepared; 2 g of each formulation was homogenized in 10 mL of ultrapurified water
(Milli - Q ® Integral Water Purification System, EMD Millipore, Billerica, MA, USA)
for 10 min in a homogenizer (Turratec, Tecnal® Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil). The
suspension was then centrifuged (4000 x g, 15 min, 4°C) and the supernatant was filtered
with a 0.45 um filter (Millex Millipore, Barueri, Sdo Paulo, Brazil).

Each sample was analyzed using high performance liquid chromatography
(HPLC) system, with a 1260 Infinity LC system (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA) equipped with a quaternary solvent pump (model G1311C), degasser,
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column compartment thermostat (model G1316A), and an auto-sampler (model G1329B)
coupled with a diode array detector (DAD) (model G1315D) and refractive index
detector (RID) (model G1362A). During analysis, the Agilent column Hi-Plex H (300 x
7.7 mm) with a particle size of 8.0 um and PL Hi-Plex H guard column (5 x 3 mm)
(Agilent Technologies) were kept at 50°C, the volume of injection was 10 pL, the flow
rate was 0.5 mL /min, the mobile phase was H 2 SO 4 at 4.0 mM in ultrapure water, for
20 min runs. The data obtained were processed using OpenLAB CDS ChemStation
EditionTM (Agilent Technologies) software. Peaks and mean peak areas were used for
samples quantification comparing retention times with organic acid and sugar standards
(Coelho et al., 2018; Padilha et al., 2018; Batista et al., 2018;; Lima et al., 2019).

The glucose and lactose standards were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MA, USA); galactose was obtained from Chem Service (West Chester, USA); organic
acid standards were obtained from Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brazil). All
presented > 99% purity. Ultrapure water was obtained using a MilliQ® system (EMD
Millipore), and sulfuric acid was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). The sugar

and organic acid results were expressed in g per 100 g of sample (g/100 g).

2.7 The total phenolic and total flavonoid contents of the yogurts

To prepare the extract, 2 g of each yogurt was homogenized with 80% methanol
(Sigma-Aldrich) for 10 min in a mini-Turrax apparatus (Tecnal, Piracicaba, Sdao Paulo,
Brazil); kept at rest for 24 h, and then filtered with 125 mm-filter paper (Whatman®, GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Total phenolic content was measured using the Folin-
Ciocalteu method (Liu et al., 2002), and absorbance was measured at 765 nm with a
spectrophotometer (BEL Photonics, Piracicaba, Sao Paulo, Brazil). The phenolic
content was determined using a standard curve prepared with gallic acid (Sigma-
Aldrich). Results were expressed as mg equivalent of gallic acid (EGA) per 100 g of
sample (mg EGA/100 g).

Total flavonoid content was measured using the procedure described by
Guevara-Figueroa et al. (2010). Sample absorbance was measured at 510 nm with a
spectrophotometer (BEL Photonics) against a blank (without extract). Total flavonoid
content was determined using standard catechin (Sigma-Aldrich) curve equivalents
(CE). Results were expressed as mg catechin equivalent (CE) per 100 g of sample (mg
CE/100 g).
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2.8 Phenolic profiles and antioxidant activity of the yogurts

To prepare the extracts, 5 g of each yogurt formulation was homogenized with 5
mL of 80% methanol (Sigma-Aldrich), centrifuged (9000 x g, 15 min, 4°C) and filtered
with a 0.45 pm-filter (Millex Millipore, Barueri, SP, Brazil). Identification of the
phenolic compounds was performed in accordance with Padilha et al. (2018), with
gradient and runtimes adapted for quantification of stylbenes, flavonols, and flavanones.
Analysis was performed using an Agilent 1260 Infinity LC System liquid chromatograph
(Agilent Technologies, Santa Clara - USA) coupled to a diode array detection (DAD)
system (model G1315D). The column used was a Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 x
4.6 mm, 3.5 um), with a Zorbax C18 pre-column (12.6 < 4.6 mm, 5 um) (Zorbax, USA).
The data were processed using the OpenLAB CDS ChemStation Edition software
(Agilent Technologies, Santa Clara - USA). Identification and quantification was
performed by comparison with external standards (Sigma-Aldrich). The results were
expressed in phenolic mgs of per 100 g of sample (mg/100 g).

To analyze antioxidant activity, 2 g of each yogurt formulation was homogenized
with 10 mL of 80% methanol (Sigma-Aldrich), for 10 min with a mini-Turrax apparatus
(Tecnal), and left to rest for 24 h, to be then filtered with a 125 mm-filter (Whatman®).
The ability of the extracts to reduce iron was measured using the FRAP (ferric reducing
ability of plasma) method as previously described (Rockenbach et al., 2011). The FRAP
reagent was prepared using 3 mol/L of acetate buffer (pH 3.6) + 10 mM/L of TPTZ
(2,4,6-tris (2-pyridyl)-s-triazine) in a 40 mM/L HCIl solution + 20 mM FeCls. A 200 pL-
aliquot of the extract was added to 1800 puL of the FRAP solution, stirred with a vortex
mixer (Quimis) for 30 s and placed in a water bath for 30 min at 37°C. Absorbance was
measured at 593 nm with a spectrophotometer (Bel Photonics). The standard curve was
created with Trolox 1 mM, and results were expressed in micromoles of Trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC) per 100 g (umol TEAC/100g).

The ability of the extracts to capture the ABTS' cation (2,2-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid) was measured with using the ABTS method as
previously described (Sariburun, Sahin, Demir, Turkben, & Uylaser, 2010). The ABTS
reagent was prepared mixing 5 mL of 7 mM ABTS with 88 pL of 140 mM potassium
persulfate (final concentration of 2.45 mM). The ABTS  radical was formed after letting
the ABTS reagent rest in the dark for 12—16 h at room temperature (25 = 0.5°C). The
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ABTS™ solution was diluted with distilled water to an absorbance value of 0.800—0.900
at 734 nm. Absorbance of the reaction mixture (600 uL) with 100 uL of extract and 500
uL of ABTS™" solution was measured at 734 nm in a spectrophotometer (Bel Photonics).
A control solution (100 pL of extracting solvent + 500 uL of ABTS radical) was also
prepared. The negative control solution used to reset the spectrophotometer was the
extracting solvent for each extract. The standard curve was created with Trolox 1 mM,
and results were expressed in micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity

(TEAC) per g of sample (umol TEAC/g).

2.9 Statistical analysis

All assays were performed in triplicate and in two different experiments. The
results were expressed as mean + standard deviation. Data were submitted to analysis of
variance (ANOVA), using Tukey's mean test at a 5% significance level (p < 0.05).
GraphPad Prism 6.0 computer software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)

was used to perform the statistical analysis.

3 Results and discussion

3.1 Assessment of technological "shelf life" characteristics

The average values for syneresis and the color parameters for the different goat
yogurt formulations are presented in Table 3.

Syneresis is an important technological parameter, used to evaluate yogurt
quality during storage. It is directly related to the separation of the liquid phase (serum)
from the gel, and high values are thus undesirable, since they represent an accumulation
of whey on the yogurt surface (Bierzunska et al., 2019; Donmez et al., 2017; Sah et al.,
2016).

In this study, the formulations presented reduced syneresis during storage, being
lower in the higher percentage formulations (p < 0.05). The high total fiber content in
the MCF (48.46 g/100 g) might be responsible for the lower syneresis observed in the
YJF1% and YJF2% samples, as compared to the formulations without flour. Fiber is
responsible for reducing serum expulsion from the gel (Dabija et al., 2018). In a study
performed by Wang et al. (2020), the addition of 2-3% lyophilized apple pomace
powder resulted in firmer, more viscous and cohesive yogurts, significantly reducing

free whey release during cold storage when compared to the controls. The authors
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justified this behavior by the presence of fibers in freeze-dried apple pomace,
corroborating our findings. Our results are also consistent with studies performed by
Ismail et al. (2018), using fermented goat's milk fortified with barley flour, honey,
vanilla, and cocoa powder; and by Abdalla et al. (2019), evaluating yogurts
supplemented with green banana flour.

Color is one of the most significant parameters in food products and in fermented
milk, color can be affected by spoilage, and addition of ingredients (Pan et al., 2019).
Luminosity is attributable to solid matrix compression, as the growth of soluble
complexes reduce gel opacity during storage (Trigueros, Wojdylo, & Sendra, 2014). In
this study, we observed the influences of storage time, and the tamarind jelly - MCF
soluble complexes in relation to the evaluated instrumental color parameters (p < 0.05).
A reduction in luminosity (L*) was observed during refrigerated storage for yogurts
supplemented with tamarind jelly and/or mandacaru flour, and the greatest reductions
in this parameter were proportional to the concentration of flour added (p < 0.05). This
was suggested by the yellowish-green hue of the mandacaru flour.

As for the instrumental colors a* [chromatic green (—)/ red (+)], and b*
[chromatic blue (—)/yellow (+)], we observed green-yellow hue predominating (p <
0.05), as the concentrations of mandacaru flour increased, probably due as well to the
influence of the yellow-green hue of mandacaru flour. Similar results have also been
observed by Bezerril et al. (2021a), in yogurts supplemented with xique-xique jelly
(Pilosocereus gounellei); by Dantas et al. (2022), evaluating goat yogurt supplemented
with xique-xique flour; and by Machado et al. (2021), in cookies prepared with xique-
xique flour.

Figure. 1 shows a reduction in viscosity (p < 0.05) for all goat yogurt
formulations through the 14th day of cold storage, with greater reductions for the YJF2%
formulation (from 721.47 to 579.05 mPa.s), and the CY (from 415.77 to 242.37 mPa.s).
However, on the 14th day of storage, the YJF1% and YJF2% yogurt formulations were
more viscous than the CY and YJ formulations (p < 0.05). This continued until the 28th
day of cold storage, with only slight variation in the apparent viscosities of the
formulations studied.

The higher apparent viscosity observed in the YJF1% and YJF2% formulations
(28th day of cold storage) likely occurred due to acidification of these formulations at
4°C, as can be seen in Figure 2b. At this temperature, milk proteins form a firmer gel

and therefore experience higher viscosity (Mohammadi-Gouraji, Soleimanian-Zad, &
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Ghiaci, 2019). Further, the higher concentration of mandacaru flour in the YJF2%
formulation may have stimulated greater formation of exopolysaccharides (EPS) by
lactic acid bacteria (LAB) during storage, which causes an increase in viscosity (Parvarei
et al., 2021). EPSs produced by LAB are known to interact with milk constituents, as
gelling, stabilizing, texturizing, and viscosity agents (Korcz & Varga, 2021; Parvarei et
al., 2021).

The phenolic compounds and polysaccharides found in supplemented yogurt
formulations can interact with the protein network, and lead to network rearrangements
which increase yogurt viscosity during storage (Almusallam et al., 2021; Safdari et al.,
2021; Trigueros et al., 2014; Vital et al., 2015). The mandacaru flour used in this study
presented total fiber at roughly 48.46 g/100. Table 5 shows that the yogurt supplemented
with the highest concentration of mandacaru flour (YJF2%) presented higher total
phenolic compound levels throughout storage (45.53 to 46.79 mg GAE/100 g). This may
have influenced the stability of the three-dimensional protein network towards

maintaining viscosity.

3.2 Physical and physicochemical "shelf life" characterization

In Figure. 2, the average pH (a), acidity, (b) and total sugar (c) values of goat
yogurts during 28 days refrigerated storage are presented.

Overall, during cold storage, a reduction in pH and sugar content was observed
with a concomitant increase in acidity (p < 0.05). Such behavior is desirable since it
demonstrates that the fermentation process has occurred and that lactic acid bacteria
metabolic activity has been maintained (Fagnani et al., 2017).

Fermentation improves shelf life stability, safety, and functionality of the final
product, as well as sensory aspects and nutritional composition - bioactive molecule and
vitamin bioavailability (Reza et al., 2018). During the fermentation process, lactose is
broken down into glucose and galactose by the enzymatic action of lactic acid bacteria;
glucose is converted to pyruvate in the Embden Meyerhoff-Parnas pathway, and pyruvate
is used as an H-acceptor, as lactate is formed (Costa, Frasao, Lima, Rodrigues, & Conte
Junior, 2016). This normally increases acidity and reduces pH in yogurt formulations
(Costa et al., 2016; Ndabikunze et al., 2017); as was observed in our research. In dairy
matrices, these same conditions reduce pathogenic proliferation and are favorable to
gelling (Cutrim et al., 2016; Kamal et al., 2018; Xiang et al., 2019). In this study, although

an increase in acidity was observed in the formulations, it did not affect the viscosity of
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the mandacaru flour and tamarind jelly supplemented formulations (Fig. 1). It is likely
that their ingredients contributed to stability by rearranging the protein network despite
an increase in acidity. This was not observed in the CY formulation.

Table 4 presents the results concerning physical and physicochemical
composition. The addition of tamarind jelly and especially of mandacaru flour in the
yogurts directly influenced the total soluble solids, ash (minerals), and proteins (p <0.05).
YJF2% generally presented higher values for these variables at most of the times (p <
0.05) evaluated, following the contents of total soluble solids, ash, and proteins
respectively found in both mandacaru flour (91.76 g/100 g, 2.82 g/100 g, and 5.18 g/100
g, respectively) and tamarind jelly (65.30 g/100 g, 1.70 g/100 g, and 1.58 g/100 g).

The tamarind jelly and mandacaru flour supplements did not influence the lipid
content in the formulations studied (p > 0.05). The data corroborate the low amounts of
lipids in their constitution, since no significant impact on this parameter in the evaluated
yogurts was observed. In food processing, low fat content is an important food matrix
property. This is also true, from a technological point of view, since lipid oxidation
affects shelf life in dairy products (Sartori, Alencar, Bastos, Regitano, & Skibsted, 2018).

Dantas et al. (2022), evaluating the effects of xique-xique flour on the
technological, nutritional, and bioactive properties of probiotic goat yogurts has obtained
similar results. Likewise, Karnopp et al. (2017), Ismail et al. (2018), and Kaur et al.
(2020) found that the addition of flours and jellies in yogurts, in addition to improving
flavor, increases nutritional value and functionality. Our study, confirms that
supplementing goat yogurt with tamarind jelly and mandacaru flour promotes nutritional
and technological improvements, and demonstrates the potential applicability of these

ingredients in the dairy industry, especially in fermented milks.

3.3 Goat yogurt sugar and organic acid profiles under storage

In this study, the presence of three sugars were detected: lactose, glucose, and
galactose (Table 5).

In food products, sugars directly influence food sensory aspects such as flavor and
texture (Rybicka and Gliszczynska-Swigto, 2021). In this study, we observed that
regardless of storage time, the addition of jam and mandacaru flour directly impacted
lactose levels, with lower levels in YJF2% as compared to the other formulations (p <
0.05). This is likely related to the metabolic activities of lactic acid bacteria in the yogurt

fermentation process, in which there is an increasing need for energy for multiplication
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(Wang et al., 2020). Phenolic compounds and fibers present in the flour (respectively
1285.47 mg/100 g and 48.46 g/100 g) may have been used as substrates, stimulating a
selective multiplication of lactic acid bacteria in the starter culture, and consequently
greater consumption of lactose in the YJF2% formulation (p < 0.05). The data agreed
with the viable cells analyses for the strains present in the yogurt samples (Fig. 3), whose
counts in most cases were always higher in YJF1% and YJF2%, suggesting synergy
between the starter culture and the mandacaru flour.

The other sugars also suggested bacterial fermentation. The presence of glucose
and galactose in the formulations suggests lactose hydrolysis during fermentation and the
release of these disaccharides into the medium (Barros, Cutrim, Costa, Conte Junior, &
Cortez, 2019; Laaksonen et al., 2021). The starter culture used in the present study (YF
L903) has a short latency phase, resulting in fast fermentation with excellent lactose
hydrolysis and release of the simple sugars glucose and galactose (Asensio-Vegas et al.,
2016). In this study, reductions in lactose, glucose, and galactose levels (p < 0.05) was
observed during cold storage, possibly due to greater lactose hydrolysis and more
consumption of simple sugars (a source of energy in starter culture bacterial metabolism)
(Costa et al., 2019).

Table 5 presents organic acid values in the yogurt formulations during cold
storage. Citric, lactic, malic, and propionic acids were identified. In all yogurt
formulations, lactic acid was the principle organic acid. As expected in fermentation
processes, this organic acid increases during storage and the YJF1% and YJF2%
formulations presented greater amounts of lactic acid at 28 days of refrigerated storage (p
<0.05); corroborating the observed acidity data (Fig. 1b). Lactic acid results from starter
culture metabolism during fermentation (Bezerril et al., 2021a; Costa et al., 2016). This
may remove pyruvic acid, convert malic acid, and/or degrade lactose (Ozcan, Ozdemir,
& Avci, 2021). Such results may be associated with the higher consumption of sugars in
the product (Fig. 1C and Table 4). Similar results were observed by Dantas et al. (2022),
studying goat yogurt supplemented with flour from another cactus (xique-xique), by
Almusallam et al. (2021) and Oztiirk et al. (2018) as well, and in yogurt supplemented
with Elaeagnus 18rolox 18folia L., flour in yogurt supplemented with moringa extract
(Zhang et al., 2018), and also in yogurt supplemented with jujube pulp (Feng et al., 2019).

In this study, the production of propionic acid was also observed, a short-chain
fatty acid (SCFA) important in stimulating ATP production (Singh, Vishwakarma, &

Singhal, 2018). Propionic acid is known for its other benefits, such as inhibiting
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cholesterol synthesis, and helping to fight diseases such as diabetes, cancer, obesity, and
autoimmune disease (Diez - Gutierrez et al., 2020). Short-chain fatty acid synthesis is a
feature of lactic acid bacteria fermentative activity (Nagpal et al., 2018). In this study,
propionic acid probably came from the hetero-fermentative metabolic pathway of
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, and consumption might well be beneficial

for people suffering from the above-mentioned health conditions.

3.4 Antioxidant "shelf life’ potential of goat yogurts
The goat yogurts' phenolic compound profiles, total phenolic content,
flavonoids, and antioxidant activity are shown in Table 6.

Table 6 presents the phenolic and flavonoid contents and the antioxidant activity
of the yogurt samples. The yogurt mandacaru flour supplemented samples presented at
least 14 phenolic compounds: flavonoids (catechin, epigallocatechin gallate, epicatechin
and epicatechin gallate), flavonols (quercetin 3-glucoside, kaempferol 3-glucoside,
myricetin, rutin), flavanones (hesperidin), anthocyanins (procyanidin B1 and procyanidin
B2), stilbenes (cis-resveratrol and trans-resveratrol), and hydroxycinnamic acids
(caffeic). Myricetin was the main phenolic compound present, followed by kaempferol
3-glucoside, and epigallocatechin gallate, and cis-resveratrol.

In general, storage time had an effect on the phenolic compounds detected, with
slight increases over time (p < 0.05). Interestingly, only the phenolic compounds
hesperidin, cis-resveratrol, caffeic acid, trans-resveratrol, and rutin were detected in the
formulations with mandacaru flour, and the concentrations of these compounds increased
with greater supplementation (p < 0. 05). Myricetin and Kaempferol 3-glucoside were
the most abundant phenolic compounds found. The data suggest that mandacaru flour is
the main source of these bioactive compounds.

The phenolic compounds detected are very common in plants and because they
have antioxidant activity, they are beneficial to the body, exerting antimicrobial and anti-
inflammatory effects, and reducing the incidence of chronic non-communicable diseases,
diabetes, cardiovascular disease, cancers, and even neurological disease (Bezerril et al.,
2021b; Gheda et al., 2021; Markovic¢ et al., 2017; Pawlowska et al., 2019; Sobhani et al.,
2020; Song et al., 2021). In addition to promoting health, the presence of these natural
antioxidant components in dairy products influences sensory acceptance. These
compounds have also been identified in goat's milk yogurt supplemented with xique-

xique jelly (Bezerril et al., 2021a) and xique-xique flour (Dantas et al., 2022).
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Increasing the concentration of mandacaru flour in the yogurt samples
significantly increased (p < 0.05) total phenolic and total flavonoid levels, and potentially
promoted increased antioxidant activity as measured by the ABTS assay. This
corroborates the phenolic compounds profile results detected in these formulations. The
greatest increase (p < 0.05) was observed for YJF2% (Table 5). The highest antioxidant
activity was observed using the FRAP method, for the formulation using only tamarind
jelly (YJ), as well as the formulations supplemented with both tamarind jelly and
mandacaru flour (YJF1% and YJF2%). This leads us to believe that the total phenolic
contents found in the jelly and flour matrices (respectively 147.10 mg/100 g and 1285.47
mg/100 g) justify the findings.

Similar results were obtained by Dantas et al. (2022), when evaluating goat yogurt
formulations supplemented with differing of xique-xique cactus flour concentrations.
Almusallam et al. (2021), observed increased antioxidant activity when date palm extract
was added to yogurt. Jovanovi¢ et al. (2020), studying yogurts supplemented with apple
pomace flour also observed increased antioxidant activity. Oliveira et al., (2020),
evaluating yogurt supplemented with sorghum flour; and Feng et al., (2019), studying
phenolic compounds in yogurt supplemented with jujube pulp observed increased
antioxidant activity as well, and Marchiani et al. (2016), observed increased antioxidant
activity in yogurt supplemented with grape pomace. Finally Vital et al. (2015), observed
increased antioxidant activity when evaluating skimmed yogurts supplemented with
Pleurotus ostreatus aqueous extract.

In our study, we observed (during storage) a reduction in total phenolic
compounds, total flavonoids, and antioxidant activity (FRAP and ABTS) for most
formulations (p < 0.05). However, the reductions were smaller (p < 0.05) in the
formulations supplemented with mandacaru flour, this is likely due to their richness in
total phenolic compounds and total flavonoids, and consequent antioxidant activity (total
phenolics 1285.47 +0.01 mg/100 g); total flavonoids 15.19 + 0.01 mg/100 g; and
antioxidant activity - 249.45 £0.01 pmol Trolox CAET/100g - FRAP method, and 0.39
+0.01 umol Trolox CAET/g - ABTS method). The observed reductions in total phenolic
compounds, total flavonoids, and in consequent antioxidant activity suggests milk protein
complex associations with phenolic compounds, affecting phenolic levels and causing a
consequent reduction in antioxidant activity during storage (Almusallam et al., 2021;

Dantas et al., 2022; Feng et al., 2021; Vital et al., 2015).
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Phenolic compounds may increase lactic acid bacteria populations, including
probiotics, this suggests a mutual relationship between phenolic compounds and lactic
acid bacteria and/or probiotics (Gibson et al., 2017; Llano et al., 2017; Ozdal). et al.,
2016); Succi et al., 2017). Selected lactic acid bacteria have been shown to improve
phenolic compound metabolism and bioavailability. Phenolic compounds positively
modulate the composition of the intestinal microbiota and protect lactic acid and/or
probiotic bacteria from the conditions of gastrointestinal passage (and during storage)
(Souza, Albuquerque, Santos, Massa, & Brito Alves, 2018). Their properties are due to
bioconversion of these original phenolic compounds into secondary metabolites by lactic
acid bacteria in food and/or the intestinal microbiota. Biotransformation of phenolic
compounds by the starter bacteria present in the yogurt formulations studied may have
contributed to their observed reduction, and consequently to their antioxidant properties,
yet without major losses in these properties, especially in the YJF2% formulation.

Knowing that dairy products usually do not present significant levels of
polyphenols (Dhawi et al., 2020), it was interesting to add ingredients that are rich in
these compounds, such as jellies and flours. In this study, it was shown that the addition
of tamarind jelly and mandacaru cladode flour promoted higher phenolic compound and
flavonoid levels, directly impacting antioxidant activity when compared to the control

formulation.

3.5 Microbiological "shelf life" analyses

Microbiological analysis of the hygienic-sanitary conditions revealed that all of
the prepared goat yogurt formulations were suitable for human consumption throughout
the evaluated cold storage period. The E. coli, molds, and yeasts counts were negative,
and no Salmonella spp. was found; indicating good manufacturing practices. The
viability count of lactic acid bacteria in fermented milks such as yogurt is an important
indicator of technological and functional quality (Feng et al., 2019). Viable cell counts
from the initial culture (S. thermophilus and L. bulgaricus) are presented in Figure 3.

There was a continuous increase (p < 0.05) in Streptococcus thermophilus counts
(Figure 2a) up until the 14th day of cold storage in the YJF2% formulation (ranging from
4.71 £0.06 to 4.87 £0.08 log CFU /g). From that time until day 28, all of the formulations
presented increased counts for this bacteria, especially YJF2%, which presented the

highest number of colony forming units (5.45 + 0.03 log CFU/g), as compared to the
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other formulations (p < 0.05), CY (5.01 £ 0.04 log CFU/g), YJ (5.27 £ 0.06 log CFU/g),
and YJF1% (5, 34 + 0.05 log CFU/g).

As for the Lactobacillus bulgaricus counts (Figure 2b), the YJF2% formulation
presented a higher number of viable cells, mainly from the 14th day of storage, remaining
at higher counts until the end of the "shelf life" period (p < 0.05).

Both Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus were observed in
the (YJF2%) formulation. This might be explained by the potential prebiotic effects of
mandacaru flour on the starter culture, considering the fiber content and phenolic
compounds present in this matrix (respectively 48.46 g/100 g and 1285.47 mg/100 g).
The potential prebiotic effects of mucilage extracted from two cacti, Opuntia ficus —
indica, and Opuntia xoconostle have already been demonstrated by Cruz- Rubio et al.
(2020). Ribeiro et al. (2020) demonstrated the potential prebiotic effects of freeze-dried
xique-xique juice; stimulating multiplication and metabolism in differing Lactobacillus
isolates. This activity is similar to fructooligosaccharides (FOS, a proven prebiotic
ingredient), which would justify the prebiotic effect potential of the flours in starter
cultures. Additionally, the phenolic compounds present in mandacaru cladode flour can
selectively stimulate lactic acid bacteria, modulating the intestinal microbiota and
favoring protection of these bacteria in adverse intestinal tract conditions and in foods
(Marhuenda-Mufioz et al., 2019; Souza et al., 2018).

It 1s also noteworthy that the addition of ingredients with prebiotic potential in
food products provides beneficial health effects, modulating healthy intestinal bacteria,
leading to the production of fatty acids, preventing gastrointestinal disorders, helping
mineral absorption, and preventing obesity and cancer. In addition, prebiotics can
substitute fats and sugars, improving the sensory characteristics of foods (Sanders et al.,
2019; Singla; Chakkaravarth, 2017). Our findings may direct future in vitro studies on
the prebiotic effect of this flour, an important feature that will reinforce the bioactivity of
dairy supplemented products and provide beneficial effects to consumer health (Diez -

Gutierrez et al. al., 2020).

5 Conclusion

This study was a pioneer for using mandacaru cladode flour (Cereus jamacaru

DC.) in goat yogurts to demonstrate that incorporation of the cladode flour positively

affects nutritional (proteins and minerals), technological (lower syneresis and higher
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apparent viscosity) and bioactive characteristics (higher phenolic content, flavonoids and
antioxidant activity). The fermentation process mediated by the synergy between the
initiating bacteria and the mandacaru cladode flour led to lactose degradation, with
consequent increases in lactic acid production during storage. These conditions were
probably influenced during storage by lactic acid bacteria multiplication, and were higher
in the YJF2% formulation. This suggests a prebiotic effect of the flour on the starter
culture. Although during storage there were reductions in total phenolic compounds and
antioxidant activity, these reductions were smaller in the yogurts supplemented with the
mandacaru cladode flour, and this effect is probably due to the higher content of bioactive
compounds (myricetin and kaempferol 3-glucoside). This study may help to promote the
beneficial use of mandacaru cladode flour in probiotic goat milk yogurt formulations,
and result in products with great nutritional, bioactive and technological potential for the

functional food industry.
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Figure captions

Fig. 1 — Mean apparent viscosity values of goat yoghurts during 28 days refrigerated
storage. CY - Control goat yogurt (Without jelly and flour); YJ - Goat yogurt added 10%
whit TG; YJF1% - Goat yogurt added 10% de TG and 1% MCF; YJF2% - Goat yogurt
added 10% de TG and 2% MCF

Fig. 2 - Mean values of pH (a), acidity (b) and total sugars (c) of goat yogurts during. CY
- Control goat yogurt (Without jelly and flour); YJ - Goat yogurt added 10% whit TG;
YJF1% - Goat yogurt added 10% de TG and 1% MCF; YJF2% - Goat yogurt added 10%
de TG and 2% MCF

Fig. 3 — Viable cell counts (log CFU/g) count from the initial culture (S. thermophilus

and L. bulgaricus) values of goat yogurts for 28 days refrigerated storage are presented.
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Table 1 - Physicochemical characteristic and antioxidant potential (mean + standard

deviation) of tamarind jelly.

Parameter Tamarind jelly

Physicochemical characteristic

ay! 0.808 +0,002
Brix (g 100 g!) 65.30 +0.03
Moisture (g 100 g) 41.51 £0.45
RMF (g 100 g )2 1.70 £0.01
pH 2.50£0.02
Protein(g 100 g 1.58 +£0.13
Lipids (g 100 g™) 0.17 £0.08
Antioxidant activity
Total phenolics (mg AGE 100 g')3 147.10 £0.01
Total flavonoids (mg EC 100 g !)* 12.06 £0.01
FRAP (umol Trolox TEACT 100g ') 58.23 £0.01
ABTS (umol trolox TEACT g™)® 0.28 £0.01

ay' — Water activity ; RMF? - Fixed mineral residue, ash;*The results are expressed in milligram equivalents
of galic acid (AGE) per hundred grams of sample (mg AGE 100 g™). “The results are expressed in milligram
equivalents of catechin (EC) per hundred grams of sample (mg EC 100 g™!). The results are expressed as
micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) per hundred grams of sample pmol TEAC
100 g).°The results are expressed as micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) per
gram of sample (umol TEAC g™).
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Table 2 - Mean values (+ standard deviations) of syneresis and color of yogurts during

28 days stored refrigerated.

Parameter Days Treatment
CY YJ YJF1% YJF2%
1 39.00 £1.32%4 31.05 £1.01%4 27.30 +0.73% 22.75 £0.114
Syneresis (%) 14 33.32 £081%8 31.49 £0.29%4 23.38 £0.55%8 21.87 £0.07°B
28 27.56 £0.50°C 24.88 +0.01°8 20.83 +0.12°¢ 20.50 £0.13¢C
Color
1 84.16 £0.17°8 80.63 +£0.12b8 77.40 £0.20°4 75.83 £0.0748
L 14 85.37 £0.30% 82.31 +0.15% 78.42 £0.22°A 76.55 £0.2344
28 85.07 £0.06%4 79.78 £0.01°¢ 75.73 +0.64°B 74.62 +£0.104¢
1 -2.23 +£0.07°* -1.89 +£0.08%* -2.07 £0.11%4 -2.19 £0.18%A
a* 14 -2.62 £0.01%8 -2.16 £0.11%8 -2.30 £0.10%8 -2.52 £0.03%B
28 -3.04 £0.05¢ -2.16 £0.06*8 -2.52 £0.02%8 -2.45 £0.10°4B
1 6.94 £0.20¢ 9.56 £0.25° 12.56 £0.96* 13.82 £0.79?
b* 14 6.88 +£0.04¢ 9.40 £0.13¢ 13.25 £0.12° 14.56 £0.30?
28 6.96 +£0.184 9.72 £0.08¢ 12.66 £0.26° 14.69 +0.202

CY - Control goat yogurt (Without jelly and flour); YJ - Goat yogurt added 10% whit TG, YJF1% - Goat

yogurt added 10% de TG and 1% MCF; YJF2% - Goat yogurt added 10% de TG and 2% MCF

*d Mean + standard deviation with different lowercase letters on the same line differed by the Tukey test

(p <0.05), between treatments.

A€ Mean + standard deviation with different capital letters in the same column differed by Tukey's test (p
< 0.05), over storage time.
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Tabela 3 — Mean values (+ standard deviation) of physical and physicochemical variables

of goat yogurts during 28 days storage refrigerated.

Parameter Days

Treatment

Cy

YJ

YJF1%

YJF2%

1
Total Soluble

18.16 +£0.0244

21.15+0.194

22.11 £0.11%

23.08 +£0.08%A

Solids (g 100 &) 14 16.01 £0.18®  19.93£0.22"B  20.64 £0.44B 21.23 £0.097:8
28 16.66 £0.34®  19.02 £0.14°C  19.49 +£0.038C 20.21 +0.18%C
1 0.60 £0.06° 0.66 +0.05" 0.76 +£0.01° 0.93 £0.012
Ash (g 100 g™ 14 0.65 +0.01° 0.68 +0.01° 0.81 +0.01% 0.90 +0.08?
28 0.63 +0.01°¢ 0.67 £0.01" 0.79 +0.05° 0.92 +0.04°
1 3.48 £0.02° 4.11 £0.15° 4.34 +0.16% 4.81 +0.23°
Protein (g 100 g™ 14 3.18 £0.18° 4.10 £0.14* 433 £0.16* 4.81 +£0.22¢
28 3.02 £0.08¢ 3.81£0.13¢ 4.11 £0.04° 4.75 £0.08°
1 2.80+0.114 2.90£0.16 2.94 +0.06 3.4140.17
Lipids (g 100 g) 14 2.87 £0.09* 2.88 £0.02 2.89 £0.08 2.96 +£0.07
28 2.55£0.118 2.82 £0.11 3.47+0.31 3.75 £0.50

CY - Control goat yogurt (Without jelly and flour); YJ - Goat yogurt added 10% whit TG, YJF1% - Goat
yogurt added 10% de TG and 1% MCF; YJF2% - Goat yogurt added 10% de TG and 2% MCF
#d Mean + standard deviation with different lowercase letters on the same line differed by the Tukey test

(p <0.05), between treatments.

A-CMean + standard deviation with different capital letters in the same column differed by Tukey's test (p

< 0.05), over storage time.
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Table 4 — Sugar and organic profile of goat yogurts stored refrigerated for 28 days.

Parameter Days Treatment
CY YJ YJF1% YJF2%
Sugar (g 100 g")
1 7.75 +0.042A 6.63 +£0.13%A  6.39+0.04*A 525 40.01A
Lactose 14 7.27 £0.08%3 6.08 £0.08"8 574 +0.09®  5.35+0.139%
28 7.17 £0.10%8 6.03 £0.06"B  5.68 £0.04B  4.14+0.10%
Glucose 1 6.71 £0.06°* 8.57+0.08"A  8.73+0.01"  9.96+0.02°4
14 5.50 £0.04"8 7.89£0.09°®  7.79+0.18"®  7.39 +0.14%B
28 3.98 +0.02¢C 5.70 £0.14°C  4.50+0.11°C 4,19 +0.16"C
Galactose 1 6.16 +0.14A 7.29 +0.06*4  7.41 £0.05*A  8.54 £0.19%A
14 5.14 +0.08"B 6.77 £0.04°® 659 +0.16"®  6.39 +0.14B
28 5.01 £0.07:€ 3.29 +0.10PC 3.87 £0.13°C  3.90 £0.04%C
Acid organics (g 100 g)

1 0.17 £0.112A 0.11+0.11  0.20 £0.04*A  0.22 +0.07%
Citric 14 0.23 +£0.03°A 0.14+0.11*4  0.14+0.01°*  0.27 +£0.10**
28 0.28 +£0.03°A 0.19+0.01**  0.09+0.06**  0.30 +0.06*
Lastic 1 2.38 +0.04%B 2.2440.04  2.14+0.04C  1.48 +0.08"C
14 2.78 £0.01%B 3.16 £0.09*AB  3.20+0.07*B  3.40 +0.09°B
28 3.33 +0.05% 3.88 £0.06"" 423 +£0.09A  4.54 +£0.09°*
1 0.02 +0.57°A 0.04 £0.98**  0.01 £0.68**  0.04 +0.00*
Formic 14 0.04 +0.01°A 0.03 £0.78**  0.03+£0.78** (.03 +0.78%A
28 0.47 £0.56** 0.24 £0.99°A  0.14+1.00°*  0.12 £1.20°A
1 0.34 +0.10%8 0.31£0.17*4  0.41+0.06**  0.34+0.12°4
Propionic 14 0.57 £0.032AB 0.44 £0.20**  0.39+0.02*4  0.51 +0.13°A
28 0.63 £0.07°4 0.66 £0.01**  0.70+0.16**  0.76 +0.11°*

CY - Control goat yogurt (Without jelly and flour); YJ - Goat yogurt added 10% whit TG, YJF1% - Goat
yogurt added 10% de TG and 1% MCF; YJF2% - Goat yogurt added 10% de TG and 2% MCF

*d Mean + standard deviation with different lowercase letters on the same line differed by the Tukey test
(p <0.05), between treatments.

A-C Mean + standard deviation with different capital letters in the same column differed by Tukey's test (p
< 0.05), over storage time.
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Table 5 — Profile of phenolic compounds, total content of phenolic compounds,

flavonoids and antioxidant activity of goat yogurts during 28 days refrigerated storage.

Parameter Days Treatment
CYy YJ YJF1% YJF2%
Phenolic compounds (mg 100 g™)
1 <LOD <LOD <LOD 0.23 £0.018
Hesperidin 14 <LOD <LOD <LOD 0.27 £0.018
28 <LOD <LOD <LOD 0.36 £0.06*
1 <LOD <LOD 0.53 +£0.03°8 1.34 £0.07*
Cis-Resveratrol 14 <LOD <LOD 0.51 £0.00°8 1.26 £0.3824
28 <LOD <LOD 0.86 +0.05°* 1.75 £0.1124
1 0.07 £0.01¢B 0.12 £0.0128 0.12 £0.0124 0.10 £0.01°®
Procyanidin B1 14 0.11 £0.012A 0.14 £0.012A 0.13 £0.022A 0.10 £0.0228
28 0.06 +0.01°B 0.15+0.01b4 0.15+0.01b4 0.48 £0.0324
1 <LOD <LOD <LOD <LOD
Catechin 14 0.15+0.01® <LOD <LOD <LOD
28 0.39 £0.012A <LOD 0.14 £0.01¢ 0.21 £0.01°
1 <LOD 0.17 £0.02b8 0.23 +£0.0124 0.22 £0.01248
Procyanidin B2 14 0.09 +£0.01%8 0.24 +0.0224 0.22 +0.022A 0.15 +0.05%8
28 0.19 £0.01°A 0.20 £0.00PAB 0.30 +£0.032A 0.33 £0.0224
Epieallocatechin 1 0.10 £0.01bA 0.08 +0.00°B 0.13 +£0.01beA 0.21 £0.0124
P& ot 14 0.12+0.01°  0.10£0.04*  0.07+0.01"®  0.08 +0.01%®
gatiate 28 0.12+0.00"  0.07+0.00"®  0.08+0.00"®  0.11=0.01%
1 0.17 £0.012A 0.15+£0.012A 0.15+0.012A 0.15+£0.012A
Epicatechin 14 0.17 £0.0124 0.17 £0.0124 0.16 £0.022A 0.15 0.042A
28 0.04 +0.012B 0.05 +0.012B 0.05 +0.05B 0.06 £0.052B
1 0.54 +0.04%8 1.06 +0.022bB 1.18 £0.142A 0.79 +£0.01°A
Epicatechin gallate 14 0.84 +£0.08%4 1.28 £0.024 1.59 £0.16°4 0.94 £0.23%A
28 0.09 £0.01%¢ 0.92 +0.043¢ 0.91 +0.1°8 1.02 £0.1024
1 <LOD <LOD <LOD 0.04 £0.018
Caffeic acid 14 <LOD <LOD <LOD 0.32 £0.01*
28 <LOD <LOD 0.02 £0.01° 0.05 +0.01 2B
1 <LOD <LOD <LOD 0.05 +0.028
Trans-Resveratrol 14 <LOD <LOD <LOD 0.24 £0.264
28 <LOD <LOD 0.04 £0.01° 0.07 £0.0128
1 <LOD <LOD 3.81 £0.208 9.50 +0.442B
Myricetin 14 <LOD <LOD 3.85+0.21b8 9.80 +0.422B
28 0.06 +£0.01¢ 0.04 +£0.01°¢ 5.94 +0.42bA 12.52 £0.7624
Quercitin 3- 1 0.09 £0.014 0.08 £0.01¢A 0.11 +0.01b8 0.18 £0.0124
Glucoside 14 0.10 £0.01°A 0.09 £0.01°A 0.10 £0.01%8 0.18 £0.032A
28 0.09 £0.01¢A 0.09 £0.01A 0.14 £0.01b4 0.21 £0.0124
1 <LOD <LOD 0.08 £0.01°B 0.19 +£0.0128
Rutina 14 <LOD <LOD 0.07 £0.01bB 0.23 £0.012AB
28 <LOD <LOD 0.14 £0.01%4 0.27 £0.0224
Kaempferol 3- 1 <LOD <LOD X 3.05 +0.16P8 7.58 +£0.432B
glucosideo 14 <LOD 0.27 £0.01¢ 2.96 +0.038 7.14 +0.4228
28 <LOD 0.03 £0.01¢B 4.85 +£0.28% 9.81 £0.6124
Total phenolics (mg 1 9.68 £0.019A 17.86 £1.094 37.35 +£1.09%4 46.79 +£1.092A
EAG/100 g)! 14 7.79 £0.0148 15.97 £1.09A 27.92 +£1.09%B 45.53 £0.50*
28 7.16 £1.09%  16.60 £1.09%*  23.52£1.09*° 4553 £0.01**
Total flavonoids 1 0.58 £0.0197 0.64 i0.02°i 0.95 +0.02A 1.14 £0.102A
(mg EC/100 g)2 14 0.58 £0.024A 0.64 £0.01¢ 0.89 +£0.022B 0.88 +0.102B
28 0.58 £0.01¢< 0.64 +£0.01°A 0.77 +£0.05%¢ 0.77 +£0.50%¢
1 0.07 £0.01A 0.24 +0.0204 0.28 £0.01bA 0.32 £0.0124
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ABTS (umol Trolox 14 0.07 £0.01°* 0.23 £0.01°* 0.26 +0.01°8 0.28 £0.0128
TEAC/g)? 28 0.06 £0.01°4 0.21 +0.01%8 0.22 +0.01°¢ 0.26 +0.02%"
FRAP (umol Trolox 1 1.11 +£0.02°A 4.77 £0.09%A 4.87 +£0.01%A 4,56 £0.01%*
TEAC/100 g)* 14 1.09 £0.01%* 4.34 +£0.09%8 4.50 £0.09%AB 4.34 £0.09%B

28 1.06 £0.01°" 4.13 £0.09°B 4.34 +0.09%° 4.29 £0.092°B

Abbreviations: <LOD: below the limit of detection.— CY - Control goat yogurt (Without jelly and flour);
YJ - Goat yogurt added 10% whit TG, YJF1% - Goat yogurt added 10% de TG and 1% MCF; YJF2% -
Goat yogurt added 10% de TG and 2% MCF.

#d Mean + standard deviation with different lowercase letters on the same line differed by the Tukey test
(p <0.05), between treatments.

A-C Mean =+ standard deviation with different capital letters in the same column differed by Tukey's test (p
< 0.05), over storage time.

IThe results are expressed in milligram equivalents of galic acid (EGA) per hundred grams of sample (mg
EGA 100 g™"). 2The results are expressed in milligram equivalents of catechin (EC) per hundred grams of
sample (mg EC 100 g -). 3The results are expressed as micromoles of Trolox equivalent antioxidant
capacity (TEAC) per hundred grams of sample pmol TEAC 100 g '").*The results are expressed as
micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) per gram of sample (umol TEAC g™).
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