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RESUMO 

Padrões dietéticos que incluem o consumo regular de compostos prebióticos são capazes de 

modular a composição e metabolismo da microbiota intestinal humana, exercendo papel 

importante na saúde do hospedeiro. A beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) é uma importante 

espécie olerícola com consideravel aporte de nutrientes e de compostos bioativos, com destaque 

para as fibras dietéticas, compostos fenólicos e betalaínas. Esse trabalho teve como objetivo 

avaliar o potencial prebiótico de liofilizados obtidos de diferentes partes da beterraba vermelha 

por meio da verificação de seus efeitos sobre o crescimento e metabolismo de cepas probióticas 

(Lactobacillus acidophilus LA-05, Lacticaseibacillus casei L-26 e Limosilactobacillus 

fermentum 296) e da microbiota colônica humana em condições in vitro. Os ensaios foram 

realizados com liofilizados das partes da raiz (FDBR) e dos talos/folhas (FDBSL) da beterraba 

vermelha cultivar Early wonder. FDBR e FDBSL foram submetidos às análises de 

determinação da composição nutricional e parâmetros físico-químicos. Em seguida, cepas de 

Lactobacillus foram expostas a condições simuladas do trato gastrointestinal na presença de 

FDBR e FDBSL, quando foram avaliados aspectos relacionados a viabilidade celular e 

funcionalidade fisiológica, capacidade antioxidante total e compostos fenólicos totais após as 

três fases principais da digestão (boca, estômago e intestino). Em uma segunda etapa, novas 

amostras de FDBR e FDBSL foram submetidas a digestão gastrointestinal simulada e o produto 

da digestão foi avaliado em ensaios de fermentação usando-os como única fonte de carbono 

para o cultivo das cepas probióticas e para avaliação da modulação da microbiota colônica 

utilizando inóculo fecal. Foi calculado o escore de atividade prebiótica e a atividade metabólica 

microbiana foi monitorada por meio da determinaão de pH e dos conteúdos de açúcares e ácidos 

orgânicos nos diferentes sistemas de cultivo. Também foram monitorados o perfil de fenólicos 

e capacidade antioxidante total durante as fases da digestão simulada e fermentação com 

inóculo fecal. FDBR e FDBSL apresentaram altos teores de fibras solúveis (5,25 e 11,10 g/100 

g) e insolúveis (21,43 e 37,03 g/100 g), pectinas (8,45 e 9,51 g/100 g), betalaínas (3,36–28,99 

g/100 g) e uma variedade de compostos fenólicos. FDBR e FDBSL estimularam o crescimento 

das cepas probióticas testadas com altas contagens de células viáveis (>9 log UFC/mL), 

aumento da produção de ácidos acético, butírico, lático e propiônico causando alterações nos 

teores de compostos fenólicos durante 72 h de cultivo. Ainda, apresentaram valores positivos 

de índices prebióticos (≥0,17) para as diferentes ceas testadas. Durante a exposição a digestão 

simulada, FDBR e FDBSL aumentaram a sobrevivência e manutenção das funções fisiológicas 

ativas nas cepas probióticas, indicado pela alta contagem de células viáveis (≥3,5 log UFC/mL) 

e percentual de células fisiologicamente ativas (>25,2 % para FDBR e 23,1> % para FDBSL). 

FDBR e FDBSL aumentaram a abundância de Lactobacillus spp./Enterococcus spp. (3,64-

7,60%) e Bifidobacterium spp. (2,76-5,78%) e diminuíram a abundância de Bacteroides 

spp./Prevotella spp. (9,56-4,18%), Clostridium histolyticum (1,62-1,15%) e Eubacterium 

rectale/Clostridium coccoides (2,33-1,49%) durante 48 h de fermentação colônica, resultando 

em índices prebióticos positivos (> 3,61). FDBR e FDBSL promoveram intensa atividade 

metabólica, evidenciada pela diminuição do pH, aumento da produção de ácido lático, acético, 

butírico e propiônico, e consumo de glicose e frutose ao longo do tempo no cultivo dos 

probióticos e nos ensaios de fermentação colônica in vitro. Alterações no conteúdo de 

compostos fenólicos e alta capacidade antioxidante durante a fermentação colônica também 

foram observados. FBRD e FDBSL mostraram potenciais propriedades prebióticas, 

contribuindo na modulação benéfica da composição e atividade metabólica da microbiota 

intestinal humana, podendo ser explorados na formulação de produtos alimentícios e 

suplementos dietéticos funcionais.  

Palavras-chave: Beta vulgaris L.; propriedades prebióticas; microbiota intestinal; ingrediente 

funcional. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Dietary patterns that include regular consumption of prebiotic compounds are capable of 

modulating the composition and metabolism of the human intestinal microbiota, playing an 

important role in the health of the host. Red beet (Beta vulgaris L.) is an important vegetable 

species with a considerable supply of nutrients and bioactive compounds, especially dietary 

fiber, phenolic compounds and betalains. The aim of this study was to evaluate the prebiotic 

potential of freeze-dried products obtained from different parts of red beet by checking their 

effects on the growth and metabolism of probiotic strains (Lactobacillus acidophilus LA-05, 

Lacticaseibacillus casei L-26 and Limosilactobacillus fermentum 296) and the human colonic 

microbiota under in vitro conditions. The tests were carried out with freeze-dried parts of the 

root (FDBR) and stalk/leaf (FDBSL) of the red beet cultivar Early wonder. FDBR and FDBSL 

were analyzed to determine their nutritional composition and physicochemical parameters. 

Next, Lactobacillus strains were exposed to simulated conditions of the gastrointestinal tract in 

the presence of FDBR and FDBSL, when aspects related to cell viability and physiological 

functionality, total antioxidant capacity and total phenolic compounds were evaluated after the 

three main phases of digestion (mouth, stomach and intestine). In a second stage, new samples 

of FDBR and FDBSL were subjected to simulated gastrointestinal digestion and the digestion 

product was evaluated in fermentation trials using them as the sole carbon source for the 

cultivation of probiotic strains and to assess the modulation of the colonic microbiota using 

fecal inoculum. The prebiotic activity score was calculated and microbial metabolic activity 

was monitored by determining pH and the content of sugars and organic acids in the different 

cultivation systems. The phenolic profile and total antioxidant capacity were also monitored 

during the simulated digestion and fermentation phases with fecal inoculum. FDBR and FDBSL 

showed high levels of soluble (5.25 and 11.10 g/100 g) and insoluble fiber (21.43 and 37.03 

g/100 g), pectins (8.45 and 9.51 g/100 g), betalains (3.36-28.99 g/100 g) and a variety of 

phenolic compounds. FDBR and FDBSL stimulated the growth of the probiotic strains tested 

with high viable cell counts (>9 log CFU/mL), increased production of acetic, butyric, lactic 

and propionic acids and caused changes in the levels of phenolic compounds during 72 h of 

cultivation. They also showed positive prebiotic index values (≥0.17) for the different ceas 

tested. During exposure to simulated digestion, FDBR and FDBSL increased the survival and 

maintenance of active physiological functions in the probiotic strains, as indicated by the high 

viable cell count (≥3.5 logs CFU/mL) and percentage of physiologically active cells (>25.2% 

for FDBR and 23.1% for FDBSL). FDBR and FDBSL increased the abundance of 

Lactobacillus spp./Enterococcus spp. (3.64-7.60%) and Bifidobacterium spp. (2.76-5.78%) and 

decreased the abundance of Bacteroides spp./Prevotella spp. (9.56-4.18%), Clostridium 

histolyticum (1.62-1.15%) and Eubacterium rectale/Clostridium coccoides (2.33-1.49%) 

during 48 h of colonic fermentation, resulting in positive prebiotic indices (> 3.61). FDBR and 

FDBSL promoted intense metabolic activity, evidenced by a decrease in pH, an increase in the 

production of lactic, acetic, butyric and propionic acid, and the consumption of glucose and 

fructose over time in the probiotic culture and in the in vitro colonic fermentation assays. 

Changes in the content of phenolic compounds and high antioxidant capacity during colonic 

fermentation were also observed. FBRD and FDBSL showed potential prebiotic properties, 

contributing to the beneficial modulation of the composition and metabolic activity of the 

human intestinal microbiota, and could be exploited in the formulation of functional food 

products and dietary supplements. 

Keywords: Beta vulgaris L.; prebiotic properties; intestinal microbiota; functional ingredient. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A beterraba (Beta vulgaris L.) é uma importante espécie olerícola amplamente 

difundida na América, Europa e Ásia, que apresenta a raiz como o produto comercial mais 

importante. Entretanto, talos e folhas da beterraba também podem ser utilizados na alimentação 

humana, apresentando características funcionais semelhantes a raiz devido ao seu elevado teor 

de fibras solúveis e insolúveis e pigmentos antioxidantes, a exemplo de betalaínas, que podem 

conferir propriedades bioativas com efeitos positivos sobre a saúde, possibilitando a exploração 

integral dessa espécie vegetal para fins alimentares (COSTA et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 

2022). No Brasil, o cultivo de beterraba com finalidade comercial é realizado, principalmente, 

com cultivares de mesa, conhecidos como beterraba hortícola ou vermelha (CHHIKARA et al., 

2019; TIVELLI et al., 2011).  

Diversos benefícios à saúde decorrentes do consumo da beterraba vermelha têm sido 

relacionados com suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatórias, 

diuréticas e, mais recentemente, moduladoras da microbiota intestinal (BABARYKIN et al., 

2019; CHHIKARA et al., 2019; DE OLIVEIRA et al., 2021). A beterraba vermelha possui 

fibras dietéticas solúveis e insolúveis, compreendendo hemicelulose, celulose e pectina, das 

quais podem derivar oligossacarídeos com diferentes estruturas e, consequentemente, com 

diversas funções biológicas (HOLCK et al., 2011). Estudos com oligossacarídeos derivados da 

pectina extraída da beterraba indicam que esses componentes possuem propriedades prebióticas, 

com efeitos fisiológicos benéficos sobre a saúde intestinal em decorrência da modulação da 

microbiota intestinal e estímulo da produção de ácidos graxos de cadeia curta (GÓMEZ et al., 

2019; LARSEN et al., 2018; WANG et al., 2023). 

Além das fibras, a beterraba vermelha possui conteúdo elevado de compostos fenólicos 

e pigmentos, destacando-se as betalaínas, que são amplamente investigados em relação aos seus 

efeitos antioxidantes (PUNIA BANGAR et al., 2022; RAMÍREZ-MELO et al., 2022; 

SADOWSKA-BARTOSZ; BARTOSZ, 2021). Os compostos fenólicos mais encontrados na 

beterraba são das classes dos ácidos fenólicos, a exemplo dos ácidos ferúlico, caféico, cumárico 

e  siríngico, e dos flavonoides, a exemplo da catequina, epicatequina, kaempferol e rutina 

(PUNIA BANGAR et al., 2022), que já foram apontados como coadjuvantes na estimulação do 

crescimento de probióticos e modulação da microbiota intestinal (DE OLIVEIRA et al., 2023a, 

2023b; RODRÍGUEZ-DAZA et al., 2021). Estudos com foco nos efeitos das betalaínas sobre 

probióticos e microbiota intestinal são ainda escassos. No entanto, são apontados efeitos 
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positivos de betalaínas e betacianinas sobre a modulação de populações microbianas do 

intestino humano (CAPPER et al., 2020; WANG et al., 2022; WANG et al., 2018). 

Nos últimos anos, tem ocorrido crescente busca pela descoberta de alimentos com 

funcionalidades que promovam benefícios a saúde dos consumidores, com destaque para os 

alimentos capazes de afetar positivamente a saúde intestinal humana (DAMIÁN et al., 2022; 

GALANAKIS, 2021). Padrões alimentares que incluem a ingestão regular de componentes 

prebióticos exercem influência direta na diversidade da microbiota intestinal, bem como na sua 

atividade metabólica, com a produção de compostos derivados, a exemplo de ácidos graxos de 

cadeia curta, que influenciam diferentes aspectos relacionado à saúde humana, como a 

modulação do sistema imunológico e gastrointestinal, melhora da motilidade gastrointestinal e 

redução dos níveis de colesterol sérico (DE SOUZA et al., 2019; SANDERS et al., 2019; 

SHAH et al., 2020).  

Considerando a necessidade de busca de novas matérias primas naturais e melhor 

aproveitamento e valorização integral de recursos alimentares ricos em nutrientes e compostos 

bioativos, em soma à crescente demanda dos consumidores por alimentos com propriedades 

funcionais, este estudo teve como objetivo investigar as propriedades prebióticas de diferentes 

partes da beterraba vermelha por meio da determinação in vitro dos seus impactos sobre o 

crescimento e aspectos relacionados à atividade metabólica de cepas probióticas e da microbiota 

colônica de humanos saudáveis. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 BETERRABA VERMELHA (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris) 

A beterraba (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris) é uma importante hortaliça da família 

Chenopodiaceae, originária do sul e do leste da Europa e norte da África. A subespécie vulgaris 

possui quatro principais biótipos catalogados de acordo com características morfológicas e uso 

final (Figura 1), a citar: beterraba foliar (Leaf Beet Group, Beta vulgaris cicla), açucareira 

(Sugar Beet Group, Beta vulgaris saccharifera), forrageira (Fodder Beet Group, Beta vulgaris 

crassa) e hortícola (Gardem Beet Group, Beta vulgaris rubra) (LEWELLEN; PANELLA; 

HARVESON, 2009). A beterraba hortícola, também conhecida como beterraba vermelha ou 

beterraba de mesa, é o biótipo cultivado no Brasil. A divisão anatômica da beterraba hortícola 

(Figura 1/A) consiste em raiz (hipocótilo) e parte aérea composta por hastes (pecíolo) semi-

rígidas, de coloração vermelha a roxa, e folhas (limbo foliar) tenras, com coloração e formatos 

variados (TIVELLI et al., 2011; TRANI; CANTARELLA; TIVELLI, 2005).  

 

 

 

Legenda: A: Beterraba hortícola; B:  Beterraba açucareira; C: Beterraba folhosa; D: Beterraba forrageira.    

Fontes: A: Autor, 2023; B: https://www.scientificamerican.com/article/sugar-beets-make-hemoglobin/; C: 

https://www.isla.com.br/produto/acelga-verde-escura/18; D: https://lgseeds.co.uk/product/blaze/. 

 

As cultivares de beterraba hortícola cultivadas no Brasil costumam ser de origem norte-

americana ou europeia, com raiz tuberosa de formato globular e constituem o grupo 

denominado Wonder. As principais regiões produtoras são a Sudeste e Sul, por apresentarem 

temperaturas amenas a frias, que são propícias para o cultivo desse tubérculo. Dados do 

mapeamento realizado pela Confederação da Agricultura e Pecuária do Brasil (CNA) em 2017 

B 

 

D 

 
A 

 

C 

 

Figura 1. Grupos principais de Beta vulgaris L. subsp. vulgaris 

Pecíolo 

Hipocólito 

Limbo foliar 
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contabilizaram a comercialização de mais de 218 mil toneladas de beterraba vermelha no Brasil, 

produzidas em uma área com mais de 10 mil hectares, sendo o Paraná o principal estado 

produtor, seguido por Minas Gerais e São Paulo. Apesar de ser um tubérculo resistente, as 

perdas da produção de beterraba podem alcançar 20% da sua produção, sendo deixadas no 

campo ou descartadas no momento da classificação por não apresentarem padrão desejado pelo 

consumidor (TIVELLI et al., 2011; CNA, 2017). 

Todas as partes da beterraba (raiz, talos e folhas) podem ser utilizados na alimentação 

humana, porém a raiz é a parte do vegetal com maior importância comercial. A raiz da beterraba 

costuma ser consumida crua, cozida ou em preparações alimentícias (saladas, sopas, assados e 

conservas) ou de bebidas, enquanto talos e folhas podem ser utilizados na preparação de receitas, 

como saladas e refogados (TIVELLI et al., 2011). Recentemente, com a demanda atual por 

alimentos nutritivos, com funcionalidades tecnológicas e de promoção à saúde, a indústria de 

alimentos e farmacêutica tem buscado na beterraba o desenvolvimento de produtos inovadores 

levando em consideração a presença de corantes naturais (betalaínas) com propriedades 

antioxidantes e outros compostos de interesse presentes em elevas quantidades (PUNIA 

BANGAR et al., 2022; THIRUVENGADAM et al., 2022).  

A indústria alimentícia utiliza a beterraba na forma de suco, polpa, bagaço, pó e extratos, 

que podem ainda ser utilizados no desenvolvimento de produtos alimentícios funcionais 

enriquecidos, a exemplo de massas, produtos de panificação (pães, bolos e salgados), derivados 

lácteos (sorvetes, iogurtes, requeijão, manteiga e bebidas lácteas), salgadinhos extrusados, 

bebidas fermentadas, embutidos cárneos (salsichas, linguiças e hambúrgueres), películas e 

coberturas (PUNIA BANGAR et al., 2022). 

A parte aérea da beterraba (talos e folhas) costuma servir apenas para a alimentação 

animal, fertilizante orgânico ou são descartados no ambiente, aumentando a geração de resíduos 

agroindustriais, embora estudos tenham apontado que alguns compostos fenólicos e minerais 

podem ser predominantes nessas porções do que na própria raiz da beterraba, indicando a 

necessidade de investigação sobre seu aproveitamento (COSTA et al., 2017; LORIZOLA et al., 

2018; KALE et al., 2018; SLATNAR et al., 2015).  

A beterraba possui em sua composição aporte de macro e micronutrientes importantes 

do ponto de vista nutricional, apresentando fibras dietéticas, minerais (potássio, sódio, ferro, 

cobre, magnésio, cálcio, fósforo e zinco), vitaminas (vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina, 

ácido ascórbico e vitaminas do complexo B), aminoácidos essenciais e não essenciais, 

fitoesteróis, pigmentos antioxidantes, como as betalaínas, ácidos fenólicos, principalmente, 

ácido ferúlico, ácido siríngico, epicatequina e kaempferol. Também há um grande interesse 
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sobre sua abundância de nitrato (NO3-), devido ao potencial benéfico para a saúde 

cardiovascular, com a produção endógena do óxido nítrico (NO) (BAIÃO; DA SILVA; 

PASCHOALIN, 2020; PANGHAL et al., 2017; SHALABY; HASSENIN, 2020).  

A composição nutricional da beterraba fresca apresenta variabilidade com base na parte 

anatômica da planta (raiz, caule, folha e casca), das variedades genéticas, condições 

edafoclimáticas, condições de colheita e pós-colheita (CHHIKARA et al., 2019; SAWICKI, 

BĄCZEK E WICZKOWSKI, 2016; TAKACS-HAJOS; VARGAS-RUBOCZKI, 2022). Dados 

apresentados pela Tabela Brasileira de Composição de Alimentos (TBCA) e de estudos 

científicos publicados sobre a composição de nutrientes presentes na raiz, folhas e talos de 

beterraba são apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Composição nutricional aproximada da raiz, talos e folhas da beterraba vermelha. 

 

Fonte: Storck et al. (2013); TBCA, 2023. 

 

A beterraba vermelha possui um aporte de fibras dietéticas solúveis, como a pectina, e 

insolúveis, como a celulose e algumas hemiceluloses, as quais podem derivar oligossacarídeos 

com diferentes estruturas e, consequentemente, com diferentes propriedades biológicas 

(HOLCK et al., 2011). A exploração integral de materiais derivados da beterraba tem se 

mostrado eficiente na produção enzimática de pectino-oligossacarídeos a partir da polpa ou de 

subprodutos fibrosos, produzindo carboidratos com propriedades físico-químicas e fisiológicas 

benéficas para humanos, tais como o estímulo seletivo de bactérias no cólon (CONCHA 

OLMOS; ZÚÑIGA HANSEN, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2021; MARTINEZ et al., 2015). 

Componentes  Quantidade por 100g 

 Raiz 
(TBCA, 2023) 

Talos  
(Storck et al., 2013) 

Folhas 
(Storck et al., 2013) 

Umidade (%) 86,0   94,5 93,2 

Valor energético (cal) 46 13,7 18,3 

Proteína (g) 1,95  1,13 2,20  

Lipídeo (g) 0,10  0,2 0,13 

Carboidrato (g) 11,1 13,7 2,39  

Fibra Alimentar (g)  3,37 0,73 0,74 

Cinzas (g) 0,87  1,7 1,37 

Cálcio (mg) 14,4 - - 

Ferro (mg) 0,32 - - 

Fósforo (mg) 19,4 - - 

Potássio (mg) 375,0 - - 

Vitamina C (mg) 3,2  - - 
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A capacidade das pectinas e oligossacarídeos pécticos de estimular o crescimento de populações 

bacterianas específicas tem sido também descrita (DE OLIVEIRA et al., 2023a; GÓMEZ et al., 

2019; MALIK, BORA; SHARMA, 2019).  

Com base nos estudos disponíveis, a beterraba aparece como fonte de agentes 

promotores de saúde, com potencial de serem utilizados para a prevenção e tratamento 

terapêutico em diferentes patologias, podendo atuar na prevenão de de alguns tipos de câncer, 

doenças cardiovasculares, cerebrovasculares, hepáticas e renais (CHEN et al., 2021; 

CLIFFORD et al., 2015). A beterraba vermelha contém compostos bioativos que podem 

apresentar efeitos na promoção da saúde, incluindo as betalaínas, ácido ascórbico, flavonóides, 

carotenóides, polifenóis, saponinas e elevadas quantidades de nitrato, como mostra a Figura 2 

(CLIFFORD et al., 2015; SHALABY; HASSENIN, 2020).  

 

Figura 2. Principais nutrientes e compostos bioativos da beterraba vermelha. 

Fonte: A: Autor, (2023); B: adaptado de Domínguez et al. (2020). 

 

A beterraba e seus subprodutos são fonte de compostos fenólicos, como ácido gálico, 

vanilina, ácido hidroxibenzóico, ácido siríngico, cianidina-3-O-glicosídeo, catequina, ácido 

ferúlico. A beterraba também é um dos poucos vegetais que contêm um grupo de pigmentos 

denominado betalaínas com destacáveis propriedades bioativas (CLIFFORD et al., 2015; FU 

et al., 2020; TOSSI et al., 2021). As betalaínas são os pigmentos majoritários na beterraba, 

sendo caracterizadas como pigmentos nitrogenados hidrossolúveis derivados do ácido 

Ácidos 

A 

B 
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betalâmico e os principais responsáveis pelas propriedades antioxidantes do vegetal. As 

betalaínas podem ser classificadas em betacianinas (cor vermelho-violeta) e betaxantinas 

(amarelo-laranja), estando associadas com a coloração típica das raízes da beterraba (FU et al., 

2020; TOSSI et al., 2021). 

Diversas pesquisas com betalaínas provenientes da beterraba enfatizam seu potencial 

antioxidante e consequente efeito sobre a saúde (ASRA et al., 2020; BACKES; GENENA, 

2020; KAPOOR; SAWICKI; WICZKOWSKI, 2018; FENG, 2022), bem como de betalaínas e 

outros bioativos de extratos da beterraba (EDZIRI et al., 2019; TUTUNCHI et al., 2019), de 

resíduos da produção de açúcar, sucos e outras formas alimentícias (GÓMEZ et al., 2019; 

MROCZEK et al., 2019), além de  partes comestíveis não usuais, como talos e folhas 

(MROCZEK et al., 2019; NINFALI; ANGELINO, 2013). No entanto, diversas outras classes 

de compostos fenólicos também encontrados em beterrabas tem chamado atenção não somente 

por seu potencial antioxidante, mas por seus mecanismos de biotransformação e interação com 

a microbiota intestinal (RODRÍGUEZ-DAZA et al., 2021). 

A pectina da beterraba sacarina estimulou o crescimento e atividade metabólica de 

espécies de Bifidobacterium e Lactobacillus em sistemas de fermentação inoculados com 

microbiota fecal (ONUMPAI et al., 2011), enquanto os oligossacarídeos pécticos extraídos da 

polpa também têm demonstrado destacável propriedade bifidogênica (GÓMEZ et al., 2016; 

GÓMEZ et al., 2019). A pectina da beterraba açucareira, constituída, principalmente, de ácido 

urônico (63 mol%), galactose (18 mol%) e arabinose (13 mol%), mostrou capacidade de 

aumentar a população de Lactobacillus e Lachnospiraceae no ceco de ratos Wistar (TIAN et 

al., 2016).  

A administração de suco concentrado de beterraba por 14 dias afetou a abundância de 

alguns táxons do microbioma intestinal de adultos saudáveis, com aumento da população de 

Akkermansia muciniphila e diminuição da população de Bacteroides fragilis após três dias de 

consumo (WANG et al., 2023). Betacianinas nativas e catabólitos detectados nas fezes após o 

consumo do suco correlacionaram-se positivamente com a abundância de populações de 

Bifidobacterium e Coprococcus e inversamente com a abundância da população de 

Ruminococcus, causando aumento no teor de ácido (iso)butírico, sendo indicadores de efeito 

benefício da beterraba vermelha sobre a saúde intestinal e sistêmica (WANG et al., 2023). 

Estudo com suco misto preparado com beterraba, maçã, limão e gengibre administrado 

a adultos saudáveis resultou em diminuição da população fecal de Firmicutes e Proteobacteria 

e aumento da população de Bacteroidetes e Cyanobacteria nas fezes após 15 dias de consumo. 

Ainda, foram observados efeitos adicionais, como perda de peso, aumento da produção de 
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vasodilatador NO- e diminuição da oxidação lipídica, que foram associados com o elevado 

conteúdo de nitratos no suco em decorrência do uso de beterraba como ingrediente (HENNING 

et al., 2017).  

Estudos com sistemas de fermentações in vitro com beterraba ou oligossacarídeos 

derivados da beterraba têm indicado que esses componentes podem agir como substrato, 

estimulando o crescimento de diferentes cepas probióticas (DE OLIVEIRA et al., 2023a; 

GÓMEZ et al., 2019; MALIK, BORA, SHARMA, 2019).  

Substâncias pécticas extraídas da beterraba têm demonstrado capacidade de melhorar a 

integridade intestinal e proliferação da mucosa em estudos in vivo, além de favorecer a adesão 

de cepas de Lactobacillus às células epiteliais (LARSEN et al., 2018; PARKAR; TROWER; 

STEVENSON, 2013). Similarmente, pectinoligossacarídeos extraídos de subprodutos de 

beterraba, quando adicionados em caldo de fermentação, têm demonstrado efeitos 

estimuladores do crescimento de cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium, em particular, L. 

reuteri, L. rhamnosus e L. plantarum, demostrando também produção acentuada de ácido lático, 

acético e fórmico (GÓMEZ et al., 2019).  

A inserção de matrizes contendo beterraba também pode melhorar a sobrevivência de 

bactérias probióticas às condições adversas da digestão intestinal. Lacticaseibacillus paracasei 

LS14 foram encapsulados em hidrogéis produzidos com proteína de soja e pectina de beterraba, 

o que resultou em maior capacidade de sobrevivência da cepa após simulação da digestão 

gastrointestinal. A estrutura mais densa do gel formado quando da exposição as condições 

gastrointestinais foi relacionana com a menor degradação mecânica e sensibilidade de L. 

paracasei a ação das enzimas e variação de pH utilizado no ensaio (YAN et al., 2021). 

Ainda, foi relatado que pectinas de beterraba sacarina com alto teor de metoxilação têm 

potencial para melhorar a sobrevivência de espécies probióticas de Lactobacillus expostas a 

estresses gastrointestinais, como baixo pH e enzimas digestivas, indicando que características 

estruturais como grau de metoxilação e ramificação e interações eletrostáticas entre o substrato 

e célula bacteriana estão relacionados com o efeito de proteção (LARSEN et al., 2018). 

Baseado nessas evidências, a beterraba vermelha, incluindo raiz, talos e folhas,  além 

de possuir um aporte de nutrientes de elevado interesse para os consumidores e indústria de 

alimentos, apresenta propriedades bioativas resultantes, principalmente, da presença de fibras, 

betalaínas e compostos fenólicos, que podem conferir uma gama de benefícios à saúde, sejam 

provenientes do consumo in natura ou processado na forma de sucos e pós dessa espécie vegetal, 

como também por meio de substâncias isoladas da raiz ou de seus subprodutos. A crescente 

pressão do mercado de alimentos devido ao contínuo crescimento populacional e ao aumento 
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das preocupações com a alimentação saudável e sustentável tem incentivado a busca por fontes 

alternativas de alimentação para atender às necessidades nutricionais da população (MILIÃO 

et al., 2022). Apesar das evidências dos benefícios nutricionais e funcionais da beterraba, ainda 

são escassos os estudos que investigam o potencial das partes menos consumidas dessa planta, 

como os talos e folhas. O aproveitamento dessas partes da beterraba pode reduzir o desperdício 

de alimentos e enriquecer o valor nutricional das refeições, tornando-as uma opção relevante 

como Planta Alimentícia Não Convencional (PANC). Portanto, explorar o uso dos talos e folhas 

de beterraba pode representar uma oportunidade para diversificar a oferta alimentar e promover 

a sustentabilidade, com uma abordagem alinhada as práticas da economia circular que prioriza 

o uso dos recursos naturais em processos integrados de inserção em novos ciclos, otimizando 

os processos produtivos (LORIZOLA et al., 2018).  

 

2.2 COMPONENTES PREBIÓTICOS 

 

A comunidade científica e o perfil dos consumidores atuais estão interessados em 

alimentos e hábitos alimentares mais saudáveis, refletindo, assim, no crescente mercado de 

alimentos que contêm ingredientes e/ou microrganismos promotores de saúde (DAMIÁN et al., 

2022; VICENTINI; LIBERATORE; MASTROCOLA, 2016). Não existe consenso científico 

sobre a definição de alimento funcional, sendo essencialmente um termo de mercado com 

diferentes definições e regulamentos, dependendo do país, mas que sempre inclui alimentos que 

trazem, além da sua função nutricional, algum benefício para a saúde do consumidor 

(BUCALOSSI et al., 2020; SZAKÁLY et al., 2019).  

A definição de prebiótico passou por atualizações ao longo do tempo. A definição aceita 

mais amplamente ocorreu em 1995, por Gibson e Roberfroid, que ditaram como "um 

ingrediente alimentar não digerível que afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular 

seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um número limitado de bactérias no 

cólon e, assim, melhora a saúde do hospedeiro" (GIBSON et al., 1995). Recentemente, a 

Associação Científica Internacional de Probióticos e Prebióticos (ISAPP) convocou um painel 

de especialistas para revisar a definição de prebióticos, atualizando o termo para a seguinte 

definição: “um substrato fermentável que alcance o cólon humano e seja seletivamente 

fermentado por microrganismos hospedeiros, conferindo, assim, efeitos benéficos à saúde” 

(GIBSON et al., 2017).   

Anteriormente, os estudos para a identificação de substratos prebióticos se 

concentravam na avaliação de carboidratos, particularmente de oligossacarídeos. No entanto, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464620300621#b0200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464620300621#b0200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464620300621#b0200
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uma variedade de novos componentes, a exemplo de compostos fenólicos, peptídeos e ácidos 

graxos provenientes de diversas fontes alimentares, têm despertado interesse em relação às suas 

propriedades prebióticas (CUNNINGHAM et al., 2021; GÓMEZ et al., 2016; LI et al., 2016; 

ZHANG; JU; ZUO, 2018). 

Para considerar um ingrediente alimentar como prebiótico, tal ingrediente deve cumprir 

alguns requisitos: (a) Apresentar resistência à acidez gástrica; (b) não deve ser hidrolisado por 

enzimas de mamíferos e nem absorvido na parte superior do trato gastrointestinal; (c) deve ser 

fermentado seletivamente por bactérias intestinais, estimulando seu crescimento; e (d) tornar-

se metabolicamente ativo alterando a microbiota colônica em direção a uma composição 

associada à saúde e bem-estar (SENÉS-GUERRERO et al., 2020). 

Os benéficos causados pelo consumo de prebióticos não se limitam ao estímulo da 

multiplicação da microbiota intestinal benéfica, estando também associado com diferentes 

benefícios à saúde humana, incluindo a modulação do sistema imunológico, melhoria da função 

gastrointestinal, aumento da absorção de minerais, modulação do metabolismo energético, 

redução do risco de infecções intestinais (SANDERS et al., 2019; WANG et al., 2012), melhora 

da motilidade gastrointestinal e redução dos níveis de colesterol sérico (ASHAOLU, 2020; 

ROBERFROID et al., 2010; SANDERS et al., 2019).  

Nessa perspectiva, mercado global de prebióticos tem crescido nos últimos anos, e, por 

isso, o aumento no interesse no desenvolvendo de novas alternativas para obter processos 

sustentáveis e eficientes para aplicação em larga escala (DONG et al., 2023; MANO et al., 

2018). Os prebióticos mais documentados até o momento são oligossacarídeos resistentes, 

como frutanos (frutoligosacarídeos, oligofrutose e inulina) e galactanos. No entanto, a busca 

por novas substâncias alternativas que cumpram a função prebiótica tem aumentado, expandido 

também às suas possíveis fontes. Estudos sobre novas fontes de substâncias prebióticas, bem 

como abordagens variadas sobre o impacto do consumo na forma nutracêutica ou como 

constituintes de uma matriz alimentar, têm sido amplamente abordados, relacionados, 

principalmente, à presença de uma mistura eficiente de compostos bioativos, antioxidantes e 

fibras alimentares nesses novos alimentos fontes (FERREIRA et al., 2020; KHANGWAL; 

SHUKLA, 2019).  

Além das substâncias à base de carboidratos derivadas de plantas, substâncias à base de 

leveduras e não carboidratos, incluindo compostos fenólicos, ácidos graxos polinsaturados 

(PUFAs) e outros substâncias, têm sido reportados como candidatos a uso como prebióticos 

(Figura 3). Porém, mais estudos são necessários para comprovar esses efeitos, especialmente 

em humanos (CARDOSO et al., 2021; CUNNINGHAM et al., 2021; REZENDE; LIMA; 
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NAVES, 2021). Tem sido discutido não apenas sobre novas fontes de prebióticos emergentes, 

mas também sobre suas características físico-química, mercado, legislação, atividade biológica 

e aplicação tecnológica (CARDOSO et al., 2021 PLAMADA, VODNAR, 2022). 

 

Figura 3. Classificação dos prebióticos de acordo com seu desenvolvimento e “status” 

regulatório. 

 
Fonte: Adaptado de Cardoso et al., (2020).  

Legenda: FOS (frutooligossacarídeos), GOS (galactooligossacarídeos), XOS (xilooligossacarídeos), AXOS 

(arabinoxilooligossacarídeos), IMOs (isomaltooligossacarídeos), HMOs (Oligossacarideos do leite humano), COS 

(quitooligossacarídeos), NAOs, neogaro-oligossacarídeos, PUFAs (ácidos graxos polinsaturados) e CLAs (ácido 

linoleico conjugado), GRAS (Generally Recognized as Safe), FOSHU (Food for Specified Health Uses), EFSA 

(European Food Safety Authority). 

 

Dados científicos apotam diferentes candidatos como potenciais prebióticos, os quais 

apresentam em comum alta resistência à digestão, habilidade de estimular o crescimento de 

bactérias benéficas e de produzir ácidos graxos de cadeia curta (AGCC). Dentre esses tem-se: 

xilooligosacarídeos (XOS) (compostos por cadeias de resíduos de xilose) (AMORIM et al., 

2020a), isomalto-oligossacarídeos (IMOs) (mistura de oligossacarídeos compostos por uma 

unidade de maltose e até oito unidades de glicose unidas por ligações glicosídicas) (WU; 

JOHNSON-HENRY; SHERMAN, 2020), quito-oligossacarídeos solúveis em água (COS, 

quitosana ou quitina despolimerizada, proveniente de exoesqueletos de artrópodes) (LIU et al., 

2020), lactosacarose (trisacarídeo composto por glicose, galactose e frutose) (LI et al., 2016), 

rafinose (resíduos de galactose, glicose e frutose) (AMORIM et al., 2020b; MAO et al., 2018), 

oligossacarídeos do leite humano (HMOs) (RAY et al., 2019; CHENG; YEUNG, 2021), ácidos 
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graxo polinsaturados (PUFFAs, compostos por um ácido carboxílico e uma cauda alifática que 

contém mais de uma ligação dupla carbono-carbono) (LI et al., 2019) e proteínas (proteínas, 

hidrolisados de proteínas e peptídeos) (ZHANG et al., 2020). 

A pectina é um heteropolissacarídeo abundante na parede celular primária e lamela 

média das plantas, formada por homogalacturonana (HG), ramnogalacturonana I (RGI), 

ramnogalacturonana II (RGII) e xilogalacturonana (XG), que podem se organizar em  esruturas 

diversas de acordo com a fonte e o método de extração (ZDUNEK; PIECZYWEK; 

CYBULSKA, 2021). Pectinas tem se mostrado como candidato a prebiótico, uma vez que não 

é digerida no trato gastrointestinal, sendo fermentada pela microbiota colônica humana 

(SCOTT et al., 2020). Estudos têm demonstrado que a pectina de diferentes fontes, como algas 

marinhas, soja ou cítricos, pode ser fermentada por membros dos filos Bacteroidetes e 

Firmicutes e produzir metabólitos relacionados a benefícios sobre a saúde intestinal 

(ELSHAHED et al., 2021; HURTADO-ROMERO et al., 2020).  

As propriedades estruturais da pectina, incluindo o grau de esterificação e as cadeias 

ramificadas, desempenharam papéis críticos na diversidade, enterótipos ou composição distinta 

da microbiota intestinal (TAN; NIE, 2020). Pesquisa recente realizou a administração de dieta 

rica em gordura contendo diferentes concentrações (0%, 1%, 3%, 5%, 8% ou 12%) de pectina 

de maçã por oito semanas em camundongos C57BL/6J, proporcionando aumento das 

populações de bactérias que degradam a pectina, a exemplo de Faecalibaculum e 

Ruminococcus, redução de lesões colônicas, aumento da produção de AGCC (dose dependente) 

e modulação da microbiota intestinal, onde as populações de Lactobacillus, Faecalibaculum e 

Coriobacteriaceae apresentaram correlações positivas com os níveis de acetato, propionato e 

butirato (ZHAO et al., 2022). 

A despolimerização da pectina resulta em pectinoligosacarídeos (POS) que podem ser 

usados como novos ingredientes funcionais com efeitos prebióticos. Esses oligossacarídeos 

estruturalmente complexos têm se mostrado melhores candidatos prebióticos do que as pectinas 

nativas em ensaios in vitro e in vivo (GÓMEZ et al., 2016; MIGUEZ et al., 2020; YEUNG et 

al., 2021). 

Efeitos da pectina ou POS derivados da beterraba sobre a composição da microbiota 

intestinal foram recentemente revisados, mostrando que POS da beterraba podem modular 

positivamente a composição e atividade da microbiota intestinal, destacando-se os efeitos 

bifidogênicos, além de estimular o crescimento e metabolismo de probióticos, o que pode 

induzir efeito semelhante ao prebiótico (DE OLIVEIRA et al., 2021).  
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Além das fibras, compostos fenólicos também apresentam potencial atividade 

prebiótica, uma vez que, quando atingem o cólon, entram em contato direto com os 

microrganismos intestinais, proporcionando interação complexa e multidirecional (MASSA et 

al., 2020; SUN et al., 2018). Compostos fenólicos são metabólitos secundários sintetizados 

pelas plantas e alguns outros organismos em situações adversas, como na presença de patógenos 

ou condições climáticas não favoráveis.  

Os compostos fenólicos são categorizados como flavonoides (flavonas, flavanonas, 

flavonóis, flavanóis, isoflavonas e antocianinas) e moléculas não flavonoides (ácidos fenólicos, 

ácidos hidroxicinâmicos, lignanas, estilbenos e taninos) (DI LORENZO et al., 2021). Em sua 

maioria, os compostos fenólicos são encontrados na forma conjugada (glicosilada) ou ligados 

com macromoléculas de alta complexidade, como fibras dietética, apresentando baixa absorção 

no intestino delgado (ALVES-SANTOS et al., 2020).  

A biotransformação de compostos fenólicos derivados da dieta pode estimular o 

crescimento de bactérias probióticas específicas, bem como de bactérias comensais que 

compõem a microbiota intestinal (principalmente Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., mas 

também Akkermansia spp., Roseburia spp. e Faecalibacterium spp.), influenciando aspectos 

como adesão, crescimento, sobrevivência e funcionalidade, além de modular a composição da 

microbiota intestinal por meio da inibição de bactérias patogênicas (MOORTHY et al., 2020; 

OZDAL et al., 2016; SANDERS et al., 2019 SINGH et al., 2019). Outras interações 

mutuamente benéficas entre compostos fenólicos, microbiota intestinal e hospedeiro têm sido 

relatadas, como aumento da bioacessibilidade e biodisponibilidade desses compostos durante a 

fermentação colônica (ALVES-SANTOS et al., 2020; MARTINOV et al., 2017; MA; CHEN, 

2020). 

Há exemplos na literatura sobre compostos fenólicos dietéticos com promissora 

atividade prebiótica, sendo provenientes de diferentes fontes alimentares, a exemplo de vinho 

tinto (NAUMOVSKI; PANAGIOTAKOS; D’CUNHA, 2020), subprodutos do processamento 

da jabuticaba (MASSA et al., 2020; SUN et al., 2018), extratos de frutas (ALVES-SANTOS et 

al., 2020; COMAN et al., 2018; PENG et al., 2021) e chás (SUN et al., 2018). 

Ensaios in vitro mostraram que compostos fenólicos, como catequina, ácido gálico, 

ácido protocatecuico e vanílico, foram capazes de estimular o crescimento de L. rhamnosus GG 

ATCC 53103 e L. acidophilus NRRLB 4495 em meio laboratorial, além de inibir o crescimento 

de Escherichia coli e Salmonella Typhimurium (PACHECO-ORDAZ et al., 2018). 

Antocianinas dos frutos de Lycium ruthenicum Murray (“goji berry”) promoveram aumento da 

abundância relativa de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. e redução da abundância 
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relativa de Escherichia spp./Shigella spp. na microbiota intestinal de indivíduos com síndrome 

inflamatória intestinal (PENG et al., 2021). 

À medida que o foco na sustentabilidade, custos e escala de produção emergem, novas 

fontes naturais são buscadas, com premissa tanto na valorização de resíduos e subprodutos 

vegetais por meio da produção de novos substratos direcionados à modulação da microbiota 

intestinal, quanto como estratégia de aproveitamento integral dos recursos naturais, redução do 

desperdício e menor geração de resíduos (CUI et al., 2019; SABATER et al., 2021). 

Subprodutos agroindustriais, como resíduos de processamento, cascas, sementes, talos e folhas, 

também têm sido apontados como fontes promissoras de ingrediente de valor agregado, como 

fibras alimentares e compostos fenólicos com potencial efeito prebiótico (MENEZES et al., 

2021; SERRANO-CASAS et al., 2017). 

Pesquisas com subprodutos vegetais, a exemplo de subprodutos da beterraba açucareira 

(LARSEN et al., 2019; GÒMEZ et al., 2019, YU et al., 2022),  caju (fibra) (DUARTE et al., 

2017; MENEZES et al., 2021b) e abacaxi (casca e caule) (CAMPOS et al., 2020), grãos de café 

verde (DESAI et al., 2016), agave e farinha de banana verde (ALVARADO-JASSO et al., 

2020), vagens de Prosopis nigra como substrato para produção enzimática de FOS (ROMANO 

et al., 2019) e macroalgas marinhas (PRAVEEN et al., 2019), indicam o potencial prebiótico 

desses materiais, uma vez que atuaram diretamente sobre a sobrevivência e estimulação de 

bactérias benéficas e produção de metabólitos importantes, como os AGCC. 

 

2.3 EFEITO DE DIFERENTES SUBSTRATOS ALIMENTARES SOBRE A MICROBIOTA 

BACTERIANA INTESTINAL 

 

O intestino humano é colonizado por uma grande variedade de microrganismos vivos, 

que formam um ecossistema dinâmico essencial para a manutenção da saúde humana. Estima-

se, que o número de microrganismos que colonizam o intestino, denominado 'microbiota 

intestinal, seja dez vezes maior do que o de células do corpo humano e carregue 150 vezes mais 

genes do que o genoma humano inteiro (TSIGALOU et al., 2021).  

Nos últimos anos, o interesse por maiores esclarecimentos sobre a relação entre a 

composição e função da microbiota colônica humana tem aumentado exponencialmente. São 

apontados como dominantes na microbiota intestinal os filos bacterianos Firmicutes, 

Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia, com os dois 

filos Firmicutes e Bacteroidetes representando 90 % da microbiota intestinal. O filo Firmicutes 

é composto por mais de 200 gêneros diferentes, como Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, 
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Enterococcus e Ruminococcus. Bacteroides e Prevotella consistem nos gêneros predominantes 

no filo Bacteroidetes. O filo Actinobacteria é proporcionalmente menos abundante, sendo 

representado principalmente pelo gênero Bifidobacterium (RINNINELLA et al., 2019a; 2019b; 

RUAN et al., 2020; VAN TREUREN; DODD, 2020). 

Cada indivíduo alberga um padrão único de composição bacteriana, determinado em 

parte pelo genótipo do hospedeiro e pela colonização inicial que ocorre com a transmissão 

materno-fetal durante a gravidez, onde o histórico genético do recém-nascido, a microbiota 

intestinal materna, o ambiente intrauterino, o tipo do parto, a alimentação e o ambiente externo 

ao qual é exposto podem influenciar a colonização microbiana do seu trato gastrointestinal 

(VANDENPLAS et al., 2020; YANG et al., 2021). Na fase adulta, a microbiota intestinal de 

um indivíduo pode sofrer variações na sua diversidade devido a influências externas, como 

padrões dietéticos, uso de antibióticos, estilo de vida, estresse ambiental, status socioeconômico 

e geografia (CHENG; NING, 2019; DAVENPORT et al., 2014; RUAN et al., 2020). A 

composição genética microbiana também pode mudar com o tempo, por exemplo, devido à 

ocorrência de mutagênese (SUN et al., 2020). 

Diferentes estudos definem que a microbiota intestinal tem um papel fundamental na 

mediação do metabolismo humano, atuando na produção de vitaminas, aminoácidos, AGCC, 

manutenção da barreira epitelial, inibição da adesão de patógenos nas superfícies intestinais, 

degradação de fontes de carbono originalmente não digeríveis e modulação do sistema 

imunológico (CHEN et al., 2021; SÁNCHEZ et al., 2017). 

A microbiota pode vir a ser considerada saudável quando se mostra diversificada, 

equilibrada e resiliente, com capacidade de retornar a um estado de equilíbrio após perturbações. 

Esse equilíbrio pode ser chamado de homeostase, enquanto as alterações na composição e 

função da microbiota levam ao conceito de disbiose, que podem estar associadas com a 

presença de várias doenças crônicas, como disturbuios intestinais (doença celíaca, síndrome do 

intestino irritável, doença inflamatória intestinal) e extraintestinais (doenças cardiovasculares, 

hepáticas e renais, síndrome metabólica, alergias, obesidade) (ANDRADE et al., 2020; 

CARDING et al., 2015; MENEZES et al., 2021a; RUAN et al., 2020).   

Evidências científicas demonstram que remodelar as interações hospedeiro-microbiota 

por meio da nutrição é uma via terapêutica para promoção da saúde e prevenção de doenças. A 

dieta é um importante determinante da configuração da microbiota, sendo o alimento a principal 

fonte de energia para os microrganismos intestinais. Assim, mudanças nos padrões de 

macronutrientes dietéticos, principalmente carboidratos, podem resultar em variações rápidas 

na estrutura populacional da microbiota intestinal por meio da modulação da abundância de 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mutagenesis
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determinadas espécies e das suas funções individuais ou coletivas (Figura 4) 

(KOLODZIEJCZYK; ZHENG; ELINAV, 2019; RAMOS; MARTÍN, 2021; YANG et al., 2020; 

ZHANG; JU; ZUO, 2018). 

Padrões dietéticos podem influenciar fortemente a composição da microbiota intestinal, 

podendo, em alguns casos, como nas dietas pobres em fibras, reduzir a diversidade microbiana 

intestinal em relação aos filos e gêneros, levando à disbiose, com alteração da função de barreira 

e permeabilidade e ativação anormal de células imunes, repercutindo em alta incidência de 

doenças crônicas (RINNINELLA et al., 2019b; YANG et al., 2020).  

 

Figura 4. Efeito dos nutrientes na microbiota intestinal 

. 

 

Fonte: adaptada de Yang et al. (2020). 

 

Padrões alimentares, como vegetariano e vegano, tendem a promover maior riqueza de 

Bacteroidetes na microbiota intestinal quando comparada a dietas onívoras (LOSASSO et al., 

2018).  Dietas cetogênicas resultam em aumento da ingestão de gorduras e redução da ingestão 
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de carboidratos, causando diminuição do conteúdo de polissacarídeos associado com 

diminuição das populações de microrganismos intestinais benéficos, a exemplo de 

bifidobactérias (RINNINELLA et al., 2019b). O uso de dieta cetogênicas em crianças 

promovem diferenças na composição taxonômica e funcional da microbiota, apresentando 

diminuição na abundância de bifidobactérias, Eubacterium rectale e Dialister e aumento de 

Escherichia coli (LINDEFELDT et al., 2019). 

As mudanças cíclicas na microbiota intestinal humana devido à variação sazonal na 

dieta, especialmente para pessoas que vivem em sociedades tradicionais, também é um exemplo 

relevante de como a dieta tem grande influência na formação da microbiota 

(KOLODZIEJCZYK; ZHENG; ELINAV, 2019). A dieta mediterrânea, que é amplamente 

aceita como padrão de dieta saudável, por ser baseada no consumo de uma variedade de 

alimentos vegetais, com alto percentual de fibras, acarreta em um perfil bacteriano com maior 

abundância de Bacteroidetes e menor proporção de Firmicutes em relação aos Bacteroidetes 

(TSIGALOU et al., 2021). 

Padrão alimentar caracterizado pela baixa ingestão de fibras dietéticas e maior consumo 

de gordura e açúcar, pode reduzir a diversidade microbiana. O baixo consumo de fibra alimentar 

prejudica a microbiota intestinal, resultando em disfunções que contribuem para o aumento de 

doenças, podendo levar também ao desaparecimento de cepas bacterianas benéficas 

(SONNENBURG et al., 2016; ZHANG; JU; ZUO, 2018). 

Carboidratos podem ser absorvidos parcialmente no intestino delgado, a exemplo de 

monossacarídeos e dissacarídeos, enquanto outros mais complexos, como as fibras, que não 

sofrem digestão, são fermentados no cólon por microrganismos presentes neste ambiente. 

Quando os carboidratos não digeridos chegam ao cólon, estruturas complexas são hidrolisadas 

por enzimas extracelulares produzidas pela microbiota, que clivam esse substrato em uma 

estrutura mais simples que pode ser importada para a célula para ser fermentada, gerando ATP 

e metabólitos, como ácidos orgânicos (GONG et al., 2020; PAYLING et al., 2020). 

Estudos revelam que os prebióticos geralmente causam aumento da prevalência de 

Bifidobacterium, seguido por aumento de Lactobacillus, os quais costumam ser probióticos 

marcadores de prebiose por excelência (CATARINO et al., 2021; WANG et al., 2020), embora 

a definição atual de prebiótico permita a ampliação dos microrganismos alvo, englobando 

algumas espécies de gêneros antes reconhecidas como patogênicas. Algumas fibras dietéticas, 

incluindo arabinoxilanos, galacto-oligossacarídeos, inulina e oligofrutose, podem modular 

positivamente a microbiota, aumentando a população de bactérias benéficas, como 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gut-microbiota
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microflora
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Bifidobacterium, Lactobacillus, Akkermansia, Fecalibacterium, Roseburia, Bacteroides, 

Prevotella, Clostridium e Ruminococcus (YANG et al., 2020).  

Nesse contexto, ação prebiótica pode ocorrer sobre microrganismos conhecidos como 

probióticos. Os probióticos podem ser definidos como microrganismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (HILL et 

al., 2014), com mecanismos de ação relacionados a proteção contra patógenos, modulação da 

microbiota intestinal, produção de enzimas e AGCC, restauração da homeostase intestinal com 

melhora na função de barreira e modulação do sistema imune, como apresentado na Figura 5 

(SANDERS et al., 2019; YANG et al., 2020).  

 

Figura 5. Mecanismo de ação dos probióticos 

 

Fonte: Adaptado de Sanders et al., 2019. 

 

Bifidobacterium e Lactobacillus são considerados os principais alvos microbianos para 

a açao prebiótica devido aos seus resultados benéficos na saúde intestinal com resultados 

sistêmicos (HILL et al., 2014; SANDERS et al., 2019). O gênero Lactobacillus é amplamente 

distribuído na natureza, sendo isolado de várias matrizes alimentares, incluindo materiais 

vegetais, produtos lácteos, produtos fermentados e leite materno. As cepas desse gênero 
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geralmente receberam uma presunção qualificada de segurança (QPS) da “European Food 

Safety Authority” (EFSA) e “status” de geralmente reconhecido como seguro (GRAS) da 

“United States Food and Drug Administration” (US FDA), sendo algumas amplamente 

comercializadas, a exemplo de L. acidophillus La-05 e L. paracasei L-26 (CUI & CU, 2021; 

EFSA, 2017; ZHANG et al., 2018). Outras cepas, a exemplo de Limosilactobacillus fermentum 

296, tem sido citada como segura e capaz de exercer diversos efeitos positivos sobre a saúde 

do hospedeiro em diversos ensaios in vitro e in vivo (CRUZ NETO et al., 2023; DE ARAÚJO 

et al., 2022; DE ALBUQUERQUE et al., 2018). 

As populações de algumas bactérias intestinais (por exemplo, Bacteroides e Clostridium) 

tendem a diminuir após a ingestão de prebióticos, possivelmente devido à inibição competitiva 

de outras espécies colonizadoras que fermentam preferencialmente os prebióticos no intestino, 

bem como pela produção de ácidos orgânicos, especialmente os AGCC. Os AGCC induzem 

alterações no microambiente intestinal, promovendo a redução do pH colônico, impedindo que 

bactérias patogênicas se adaptem facilmente a esse ambiente (RAMOS; MARTÍN, 2021; 

WANG et al., 2020). Um estudo de revisão sobre o uso de prebióticos para alterações na 

microbiota intestinal apontou que, em ensaios com amostras fecais humanas, há evidência de 

aumentos significativos para o gênero Bifidobacterium, após a intervenção com prebióticos 

(WANG et al., 2020). 

Além dos carboidratos, estudos recentes têm apontado que a interação entre compostos 

fenólicos e microrganismos benéficos da microbiota intestinal trazem benefícios à saúde por 

meio da estimulação do crescimento, sobrevivência e funcionalidade de microrganismos 

probióticos, bem como pela atividade dos metabólitos resultantes da sua biotransformação, 

sugerindo-os como compostos prebióticos (DE SOUZA et al., 2019; WANG; QI; ZHENG, 

2022). Compostos fenólicos dietéticos são apontados como fortes candidatos a prebióticos, com 

potencial de modular a microbiota intestinal, em especial a diversidade bacteriana e proporção 

entre Firmicutes/Bacteroidetes, com ênfase em espécies probióticas pertencentes aos gêneros 

Lactobacillus (PARKAR; TROWER; STEVENSON, 2013; WANG et al., 2018 WANG, QI, 

ZHENG, 2022).  

Sendo a beterraba uma hortaliça com aporte considerável de nutrientes e bioativos, com 

todas as suas porções anatômicas ricas em betalaínas, compostos fenólicos e fibras dietéticas, 

se faz necessário a busca por possibilidades de seu aproveitamento integral como ingrediente 

funcional. A identificação de possíveis propriedades benéficas de diferentes partes da beterraba, 

como estimulação do crescimento, proteção frente aos efeitos adversos da digestão 

gastrointestinal por meio da manutenção da funcionalidade e da capacidade de sobrevivência 
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de probióticos, bem como dos seus impactos sobre a microbiota intestinal humana, torna-se 

importante para valorização tanto da raiz quanto dos subprodutos da beterraba, estando 

alinhados com a perspectiva agroalimentar sustentável e de economia circular.  

No contexto atual da produção de alimentos, os processos de fabricação são otimizados 

buscando menor dependência de matérias primas virgens, priorizando insumos renováveis, 

aliando, assim, o desenvolvimento econômico ao melhor uso dos recursos naturais (JIMENEZ-

LOPEZ et al., 2020). Toma-se, como exemplo, a cultura da beterraba, onde partes comestíveis 

não usuais, como talos e folhas, bem como beterrabas fora do padrão de comercialização podem 

ser utilizadas para a produção de ingredientes de valor agregado para a indústria alimentícia e 

farmacêutica.  

Uma abordagem relevante sobre a temática da tese é apresentada no artigo de revisão 

intutulado como “A review on bioactive compounds of beet (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris) 

with special emphasis on their beneficial effects on gut microbiota and gastrointestinal health”, 

publicado no periódico “Critical Reviews in Food Science and Nutrition” no ano de 2020 

(APÊNDICE B), o qual foi um dos produtos dessa tese. A revisão fornece uma atualização e 

discute a literatura disponível sobre os nutrientes e compostos bioativos presentes na beterraba 

e sua capacidade de causar efeitos benéficos sobre a microbiota intestinal, com repercussões 

em diversos parâmetros indicadores da saúde intestinal. A publicação do artigo de revisão na 

tese está em consonância com a política de permissões para uso acadêmico descrito no “Taylor 

& Francis Journal” e encontra-se disponível para acesso em 

https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1768510 

  

https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1768510
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 LOCAL DA PESQUISA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 Os experimentos foram realizados, em sua maioria, no Laboratório de Microbiologia 

e Bioquímica de Alimentos (LMBA) do Departamento de Nutrição - Universidade Federal da 

Paraíba (UFPB) - Campus I, João Pessoa – PB. As análises cromatrográficas ocorreram no 

Laboratório Experimental de Alimentos (LEA) - Departamento de Tecnologia de Alimentos - 

Instituto Federal do Sertão Pernambucano (IF Sertão-PE), Petrolina – PE.  

 Inicialmente, os liofilizados da beterraba foram obtidos após higienização e 

porcionamento do vegetal. A parte raiz foi denominada FDBR e a mistura de talo e folhas de 

FDBSL. FDBR e FDBSL foram submetidos às análises de determinação da composição 

nutricional e parâmetros físico-químicos, seguido por digestão gastrointestinal in vitro, onde as 

cepas de Lactobacillus testadas foram expostas aos liofilizados de beterraba, sendo avaliados 

parâmetros relacionados a fisiologia e viabilidade celular bacteriana, capacidade antioxidante 

total e compostos fenólicos totais durante as três fases principais da digestão (boca, estômago 

e intestino). Em segundo momento do estudo, FDBR e FDBSL passaram por processo de 

digestão simulada e o produto da digestão foi avaliado em dois ensaios de fermentação distintos 

com três cepas probióticas, onde foi realizada a contagem das células viáveis em placas, 

seguindo com ensaios de fermentação com inóculo fecal humano, quantificando grupos 

bacterianos utilizando a técnica de fluorescência de hibridização in situ (FISH), seguido por 

análise de citometria de fluxo multiparamétrica (CFM). Nas duas fermentações foi realizado o 

monitoramento de indicadores de atividade metabólica (pH, perfil de açúcares, ácidos orgânicos 

e perfil de compostos fenólicos) presentes no meio fermentado ao longo do tempo. Em seguida, 

foi realizada a avaliação do escore prebiótico para cada fermentação in vitro. O desenho do 

estudo encontra-se apresentado na Figura 6. 
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Figura 6. Delineamento experimental da pesquisa. 

 

 

 

Fonte: Autor, 2023.  

Legenda: FDBR, liofilizado de raiz de beterraba; FDBSL, liofilizado de talo e folha de beterraba; FISH, 

hibridização por fluorescência in situ; CFM, citometria de fluxo multiparamétrica.  

 

3.1.1 Aquisição das amostras de beterraba e obtenção dos liofilizados 

 

 Para a realização desse estudo, foram coletadas amostras de beterraba vermelha (Beta 

vulgaris L., cultivar Maravilha ou “early wonder” de três diferentes produtores da agricultura 

familiar (10 amostras de cada) em seu estado integral (raiz, talos e folhas) (Figura 7), obtidas 

em feiras agroecológicas na cidade de João Pessoa. As amostras passaram pelas etapas de 

lavagem, sanitização com solução de hipoclorito de sódio (150 ppm, 15 minutos) e enxague. 
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As beterrabas higienizadas foram fracionadas em raiz, talos e folhas e cada parte foi 

prontamente processada em processador elétrico doméstico usando disco ralador de 1,2 mm 

(modelo RI0702, Philips Walita, São Paulo). Todo o material foi acondicionado em pratos 

plásticos e congelados a -18 ºC por 24 h, e, subsequentemente, submetidos ao processo de 

liofilização por 24 horas (temperatura -55 ± 2 oC, pressão do vácuo <138μHg, velocidade 1 

mm/horas) usando liofilizador de bancada (modelo L-101, LIOTOP, São Carlos, Brasil). O 

material seco foi novamente processado e tamisado através de peneira fina para obtenção de 

um pó com tamanho de partícula <1,0 mm.  O pó obtido foi acondicionado em sacos de 

polietileno laminado e armazenados sob refrigeração (4 ± 0,5 ºC) até uso nos experimentos. 

Dos liofilizados obtidos, talos e folhas foram misturados em igual proporção, obtendo-se, assim, 

duas amostras de liofilizados: raiz (FDBR) e talo + folha (FDBSL). 

 

Figura 7. Beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) cv. Early wonder. 

  

Fonte: Autor, 2023 

 

3.1.2 Caracterização físico-química dos liofilizados de beterraba 

 

3.1.2.1 Composição centesimal 

 

 A análise dos parâmetros físico-químicos dos liofilizados FDBR e FDBSL foram 

realizadas utilizando os procedimentos descritos pela AOAC (2016) para obtenção dos teores 

de umidade (AOAC 940.26), cinzas (AOAC 940.26), carboidratos, proteínas (AOAC 935.58) 

e lipídios (AOAC 920.39). Os conteúdos de fibras insolúveis e solúveis foram determinados 

utilizando método enzimático-gravimétrico (TOBARUELA et al., 2018) e teor de pectina como 

pectato de cálcio (RANGANNA, 1979). 
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3.1.2.2 Quantificação de açúcares e ácidos orgânicos 

 

Para determinação do conteúdo de açúcares (glicose e frutose), foi preparado um extrato 

aquoso do FDBR e FDBSL. Inicialmente, 1 g de cada amostra foi homogeneizada com 5 mL 

de água ultra purificada (Sistema de Purificação de Água Integral Milli-Q®, EMD Millipore, 

Billerica, MA, EUA) por 10 minutos com aparelho Turratec (Tecnal, Piracicaba, São Paulo, 

Brasil). A suspensão foi centrifugada (4000 x g, 15 minutos, 4 ºC) e o sobrenadante foi filtrado 

com filtro de 0,45 μm (Whatman®, GE Healthcare, Chicago, IL, EUA).  

 Para determinação dos conteúdos de ácido lático, cítrico, succínico, fórmico e málico 

e/ou AGCC (acético, butírico e propiônico), foi realizada uma extração ácida, onde 1 g da 

amostra foi diluída em 5 mL de ácido sulfúrico 4 mM/L, solubilizada utilizando agitador tipo 

Vortex (Tecnal), e, em seguida, centrifugado (58136 x g, 10 minutos, 4 °C). O sobrenadante foi 

coletado utilizando agulha acoplada a uma seringa e, em seguida, filtrado com filtro de seringa 

de 0,45 μm (Whatman®, GE Healthcare, Chicago, IL, EUA).  

 Para cada amostra, foi realizada uma injeção em sistema de cromatografia líquida de 

alta eficiência LC 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, Califórnia, EUA), 

equipado com bomba de solvente quaternário (modelo G1311C), desgaseificador, 

compartimento de coluna termostato (modelo G1316A) e amostrador automático (modelo 

G1329B) acoplado a detector de matriz de diodo (DAD) (modelo G1315D) e detector de índice 

de refração (RID) (modelo G1362A). Durante a análise, a coluna Agilent Hi-Plex H (300 x 7,7 

mm) com tamanho de partícula de 8,0 μm e coluna de guarda PL Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent 

Technologies) foram mantidas a 50 °C, o volume de injeção foi de 10 μL, vazão de 0,5 

mL/minutos, fase móvel 4 mM H2SO4 em água ultrapura e corrida de 20 minutos. Os dados 

obtidos foram processados com o software OpenLAB CDS ChemStation EditionTM (Agilent 

Technologies). Os picos e as áreas médias de pico foram utilizados para quantificação dos 

compostos por meio da comparação dos seus tempos de retenção com os padrões de ácidos 

orgânicos e açúcares, expressando os resultados em g/L (COELHO et al., 2018; LIMA et al., 

2019).  

 Para realização dessas análises, os padrões de glicose e frutose foram obtidos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MA, EUA); os padrões dos ácidos acético, butírico, cítrico, fórmico, lático, 

propiônico, succínico e málico foram obtidos da Vetec Química Fina (Rio de Janeiro, Brasil); 

todos o com uma pureza de ≥ 99 %. A água ultrapura foi obtida de sistema de ultra purificação 

de água (Milli-Q®) e o ácido sulfúrico foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha). 
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3.1.2.3 Quantificação de compostos fenólicos 

 

 A execução dessa análise se deu por meio de hidrólise ácida, onde 2 g de cada amostra 

(FDBR e FDBSL) foram acidificadas com HCl 0,1 M (Neon, Suzano, São Paulo, Brasil) para 

atingir pH 2, seguindo-se por mistura com 10 mL de metanol (Neon): água destilada (70:30, 

v/v) e tratamento com ultrassom (60 minutos, 37 kHz, 30 ºC). A solução foi centrifugada (4000 

x g, 15 minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi filtrado com filtro de tamanho de poro de 0,45 μm 

(Whatman®).  

 Para separação e quantificação dos compostos fenólicos foi utilizado cromatógrafo 

Agilent (modelo 1260 Infinity LC, Agilent Technologies) equipado com bomba quaternária de 

solventes (modelo G1311C), desgaseificador, compartimento termostático da coluna (modelo 

G1316A) e amostrador automático (modelo G1329B), juntamente com detector de matriz de 

diodos (DAD) (modelo G1315D) e detector de índice de refração (DIR) (modelo G1362A). As 

condições analíticas foram: pré-coluna Zorbax C18 (12,6 × 4,6 mm, 5 μm) (Zorbax, EUA) e 

coluna Zorbax Eclipse Plus RP-C18 (100 × 4,6 mm, 3,5 μm) utilizadas para a separação 

cromatográfica dos compostos fenólicos. A fase móvel foi uma solução de água acidificada 

com ácido fosfórico 0,1 M (pH 2,0, fase A) e metanol acidificado com ácido fosfórico a 0,5 % 

(fase B) com taxa de fluxo de 0,8 mL/minutos. Os dados foram processados com o software 

OpenLAB CDS ChemStation EditionTM (Agillent Technologies). Os picos das amostras de 

CLAE foram identificados comparando seus tempos de retenção com aqueles encontrados para 

os padrões de compostos fenólicos (Sigma Aldrich). Foram realizadas injeções duplicadas e as 

áreas médias dos picos foram usadas para quantificação dos compostos fenólicos identificados, 

expressando os resultados em mg/g (PADILHA et al., 2017). 

 

3.1.2.4 Quantificação de betalaínas 

 

Para determinação do teor de betalaínas, um extrato aquoso (1%, p/v) foi preparado e 

macerado por congelamento por aproximadamente 12 horas. Depois de descongelar, o extrato 

aquoso foi centrifugado duas vezes (8536×g, 20 minutos, 4 ºC), o sobrenadante (1 mL) foi 

diluído com água destilada (24 mL) e as leituras de absorbância (538 nm e 476 nm) foram 

realizadas em triplicata em espectrofotômetro (Biotek Multi-Detecção Synergy HTX, Winooski, 

VT, EUA). A absorções de luz em 538 nm e 476 nm foram usadas para calcular o conteúdo de 

betacianinas e betaxantinas (mg/100 g), respectivamente. A absorção a 600 nm foi medido para 
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corrigir a ocorrência de pequenas impurezas. O conteúdo total de betalaínas foi expresso como 

a soma de betacianinas e betaxantinas (NILSSON, 1970; VON ELBE, 2001). 

 

3.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO DE FDBR E FDBSL SOBRE A SOBREVIÊNCIA DE CEPAS 

DE Lactobacillus QUANDO EXPOSTAS A DIGESTÃO GASTROINTESTINAL 

SIMULADA 

 

3.2.1 Preparo dos inóculos bacterianos 

 

Para a realização destes experimentos foram utilizadas três cepas de microrganismos 

reconhecidos como probióticos, a saber: Lactobacillus acidophilus (LA-05), Lacticaseibacillus 

casei (L-26) (anteriormente denominado Lactobacillus casei L-26) (ZHENG et al., 2020) e 

Limosilactobacillus fermentum (L-296) (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; GARCIA et al., 

2016). As cepas La-05 e L-26 foram fornecidas pela Coleção de Microrganismos da Faculdade 

de Biotecnologia da Universidade Católica Portuguesa (Porto, Portugal). A cepa L. fermentum 

296 foi isolada de subprodutos de frutas e previamente caracterizada em estudos in vitro e in 

vivo como tendo aptidões para uso como probióticos (CAVALCANTE et al., 2019; DE 

ALBUQUERQUE et al., 2018; DE LUNA FREIRE et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2020; 

GARCIA et al., 2016). Para utilização nos ensaios, cada cepa foi cultivada em caldo de Man, 

Rogosa e Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, Índia) a 37 ± 1 °C por 24 horas sob anaerobiose 

(AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Em seguida, as culturas foram centrifugadas 

(4500 x g, 15 minutos, 4° C), lavadas duas vezes e ressuspensas em solução salina tamponada 

com fosfato esterilizada (8 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KCl, 1,44 g/L de Na2HPO4, 0,24 g/L de 

KH2PO4) para obter suspensões celulares com densidade óptica a 655 nm (DO655) de 0,3 - 0,5. 

Estas suspensões apresentaram contagens de células viáveis de aproximadamente 6 log de 

unidades formadoras de colônias (UFC) por mL (UFC/mL) quando inoculadas em ágar MRS 

(HiMedia) (DE ALBUQUERQUE et al., 2018; DE SOUSA et al., 2015). 

 

3.2.2 Simulação da digestão gastrointestinal 

 

O processo de simulação ocorreu conforme os estágios referentes às fases da digestão 

oral, estomacal e intestinal. A agitação mecânica foi utilizada para simular os movimentos 

peristálticos e todas as etapas foram realizadas sob temperatura de 37 °C ± 1 ºC em estufa 

incubadora (TE-424, Tecnal) (DE ALBUQUERQUE et al., 2020). 
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Foram testados os liofilizados FDBR, FDBSL, FOS (controle positivo) e um sistema 

com adição de tampão de fosfato (HiMedia) usado como controle negativo. Inicialmente, 2,5 g 

da amostra liofilizada foi misturada com 25 mL de água destilada esterilizada e 

homogeneizados por 2 minutos. A seguir, cada amostra foi inoculada assepticamente com 5 mL 

da suspensão de inóculo de cada cepa (La-05, L-26 e L-296 com contagem final de células 

viáveis entre 6 e 7 log de UFC/mL) e homogeneizados por 2 minutos antes de prosseguir para 

as etapas seguintes. 

A etapa boca foi simulada por meio da adição de solução de α-amylase (Sigma Aldrich) 

na concentração de 100 U/mL de CaCl2 a 1 mM e pH ajustado para 6,9 com solução de 

NaHCO3 1M sob agitação de 200 rpm com tempo de exposição de 2 minutos a 37 ± 1 oC. Na 

etapa que simula as condições estomacais, foi adicionado solução de pepsina (Sigma Aldrich) 

na concentração de 25 mg/mL de HCl a 0,1 N, adicionada a uma razão de 0,05 mL/mL e com 

redução gradual do pH da mistura até 2,0, usando solução de HCl a 1N e agitação de 130 rpm 

a 37 ± 0,5 oC durante 120 minutos. A etapa da fase intestinal foi simulada com com adição de 

solução contendo pancreatina (Sigma Aldrich) na concentração de 2 g de pancreatina/L de 

NaHCO3 a 0,1M e solução de sais de bile (Sigma Aldrich) na concentração de 12 g de sais de 

bile bovino/L de NaHCO3 a 0,1M com ajuste de pH para 6,0 com NaHCO3 a 0,1M, sendo 

expostos durante 120 minutos sob agitação de 45 rpm a 37 ± 1 oC. 

 

3.2.3 Enumeração de células viáveis das cepas de Lactobacillus durante a digestão 

gastrointestinal simulada 

 

Para avaliar a viabilidade das cepas expostas aos liofilizados de beterraba (FDBR e 

FDBSL) durante o processo de digestão simulada, alíquotas de 100 μL foram retiradas de cada 

fase da digestão simulada (boca, estômago e intestino), diluídas seriadamente (10-1-10-5) em 

solução salina tamponada estéril e alíquotas de 10 μL foram inoculadas em ágar MRS 

(HiMedia), por meio da técnica de microgotas, e incubadas sob anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid, 

Basingstoke, Inglaterra) a 37 ± 1 oC por 48 horas. Ao final do período de incubação, as colônias 

visíveis foram enumeradas e os resultados expressos em log UFC/mL com limite de detecção 

de 2 log UFC/mL (DUARTE et al., 2017). 

 

3.2.4 Avaliação do estado fisiológico das cepas de Lactobacillus durante a digestão 

gastrointestinal simulada 

 



43 

 

 

3.2.4.1 Procedimento de coloração e análise de citometria de fluxo multiparamétrica  

 

Após a exposição a cada uma das etapas da digestão gastrointestinal simulada, alíquota 

de 1,5 mL foi retirada e filtrada em membrana de celulose regenerada (0,45 μm, Whatman®), 

sendo o filtrado obtido lavado duas vezes e ressuspenso em solução salina tamponada com 

fosfato e submetidas ao procedimento de coloração com iodeto de propídio (PI, Sigma-Aldrich) 

na concentração de 10 μg/mL e diacetato de carboxifluoresceína (cFDA, Sigma-Aldrich) na 

concentração de 2,5 μg/mL. As amostras submetidas à dupla coloração foram incubadas por 15 

minutos em ambiente protegido da luz. Em seguida, estas suspensões foram centrifugadas 

(4500 x g, 10 minutos, 4 °C) e lavadas em igual volume de tampão fosfato salino esterilizado a 

fim de remover o excesso dos fluorocromos. Finalmente, foram ressuspendidas em solução 

salina tamponada com fosfato estéril. Assim, as suspensões de células estavam adequadas para 

análise em citômetro de fluxo multiparamétrico (RODRIGUES et al., 2022). 

A coloração com estes fluorocromos foi realizada para avaliar a integridade da 

membrana citoplasmática (corante PI) e presença de atividade respiratória/metabólica (corante 

cFDA), respectivamente, nas células dos isolados inoculados nas diferentes amostras 

(liofilizados e controles positivo e negativo) (DE SOUZA PEDROSA et al., 2020; 

PAPARELLA et al., 2008). 

 

3.2.4.2 Análise de dados e interpretação dos resultados 

 

As análises foram realizadas com uso de citômetro de fluxo com emissão de laser de 

argônio a 488 nm e 640 nm (BD Accuri C6, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). O 

detector de fluorescência denominado de canal FL1 detecta luz com comprimento de onda de 

533 nm ± 30 nm e foi utilizado para coletar fluorescência na cor verde, a fim de verificar 

marcações com cFDA. O detector de fluorescência denominado de canal FL3 detecta luz com 

comprimentos de onda > 670 nm foi utilizado para coletar fluorescência na cor vermelha, a fim 

de verificar marcações com PI. 

Os níveis do limiar para aquisição de dados foram definidos com os detectores de 

dispersão de luz. Na dispersão direta (foward scatter, FSC) utilizou-se o valor de 30.000 e na 

dispersão lateral (side scatter, SSC) foi utilizado o valor de 12.000 com o intuito de eliminar 

partículas muito menores do que as células intactas e delimitar as células bacterianas, 

respectivamente. 

Cada aquisição de amostra foi feita com uma configuração de baixa taxa de fluxo (12 
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μL/minuto) e um total de 10000 eventos foram analisados por amostra. Foi utilizada uma 

compensação automática para os dados obtidos. A análise dos dados foi realizada com o 

software BD Accuri C6 (Becton Dickinson and Company) (PAPARELLA et al., 2008; DE 

SOUZA PEDROSA et al., 2020). 

Para analisar os dados de dupla marcação foram projetados gráficos de densidade FL1 

no eixo Y versus FL3 no eixo X. Os gráficos FL1 versus FL3 foram demarcados com quatro 

quadrantes, sendo um para cada subpopulação celular de acordo com a fluorescência detectada 

nas leituras como mostra a Figura 8 (PAPARELLA et al., 2008) 

 

Figura 8. Interpretação do citograma da dispersão das subpopulações marcadas com iodeto de 

propidium (PI) e carboxifluoresceína diacetato (cFDA). 

 

 

Fonte: Autor, 2023.  

Legenda: PI+ (membrana permeabilizada), PI- (membrana intacta), cFDA + (com atividade enzimática) e cFDA 

– (sem atividade enzimática); PI-/cFDA+ (células vivas), PI+/cFDA+ (células injuriadas), PI+/cFDA- (células 

mortas); PI-/cFDA- (células não marcadas). 

 

3.2.5 Avaliação da capacidade antioxidante dos liofilizados durante a digestão simulada 

 

A capacidade antioxidante de FDBR e FDBSL foi avaliada através do uso de dois 

métodos: eliminação do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e capacidade sequestradora 

do radical ABTS●+ (ácido 2,2'-azino-bis(ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (LEE et al., 

2020; SHEHATA et al., 2021). Para análise de DPPH, após exposição a cada etapa da digestão 

simulada, alíquotas (0,05 mL) das amostras foram reagidas com solução de DPPH 0,2 mM 

(Sigma-Aldrich) em metanol (0,1 mL), agitadas vigorosamente e mantidas por 30 minutos no 

b 
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escuro para logo em seguida ter a absorbância lida a 517 nm com um espectrofotômetro (Biotek 

Multi-Detection Synergy HTX). O controle foi preparado com água substituindo a amostra. 

O cátion radical ABTS (ABTS●+) foi gerado com a reação de 5 mL de solução aquosa 

de ABTS (7 mM) + 88 μL de solução de persulfato de potássio (140 mM). A mistura foi mantida 

no escuro (14 h, 28 ± 1 ºC) antes do uso e diluída com etanol para atingir uma absorbância de 

0,7 ± 0,02 unidades a 734 nm usando um espectrofotômetro. Alíquotas (0,05 mL) das amostras 

foram reagidas com 0,1 mL da solução de radical ABTS azul-verde, agitadas e mantidas no 

escuro à temperatura ambiente (25 ± 1 °C) por 6 minutos. Em seguida foram observadas as 

diminuições da absorbância a 734 nm usando espectrofotômetro. Todos os testes foram 

realizados em triplicata e o resultado expresso em percentual de atividade de eliminação do 

radical. 

 

3.3 ENSAIOS PARA AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES PREBIÓTICAS 

 

 Ensaios in vitro utilizando sistemas de fermentação foram realizados para avaliar os 

efeitos de FDBR e FDBSL sobre a sobrevivência e proteção de cepas de Lactobacillus com 

alegação probiótica durante a passagem gastrointestinal. Fermentação in vitro utilizando 

inóculo fecal humano também foi usado para avaliar o impacto dos liofilizados de beterraba 

sobre a modulação de grupos bacterianos distintos da microbiota intestinal, bem como sobre 

seu metabolismo. Um índice matemático foi utilizado para obter a média quantitativa da 

influência dos substratos testados sobre a seletividade no crescimento de bactérias benéficas. 

 

3.3.1 Digestão gastrointestinal in vitro dos liofilizados 

 

 Os liofilizados FDBR e FDBSL foram submetidos a uma digestão gastrointestinal in 

vitro para ser transformado em material com características similares àquelas quando atingem 

o cólon humano. Para isso, 5g de cada amostra foi solubilizada em 50 mL de água destilada 

estéril e prosseguindo para as etapas de digestão oral, estomacal e intestinal conforme descrito 

no tópico 3.2.2. 

Todo o material proveniente da digestão simulada, foi transferido para um tubo de 

diálise de celulose regenerada de 1 kDa de peso molecular (Spectra/Por_ 6, Spectrum Europe, 

Holanda) e dialisada em contrafluxo de NaCl 0,01M a 5 ± 1 ºC para remover monossacarídeos 

livres presentes no subproduto pré-digerido. Após 18 horas, os fluidos de diálise foram 

substituídos por nova solução de NaCl 0,01M a 5 ± 1 ºC e o processo continuou por um período 

adicional de 2 horas. As amostras digeridas dialisadas foram liofilizadas novamente (Figura 9 
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A – B) e armazenadas seguindo os mesmos procedimentos descritos no tópico 3.1.1 

(GUERGOLETTO et al., 2016; MASSA et al., 2020).  

 

Figura 9. FDBR (“freeze-dried red beet root”) E FDBSL (“freeze-dried red beet stem and 

leaves”) após digestão simulada 

 

 

  

 

 

 

Fonte: Autor, 2023.  

Legenda: A, liofilizado da raiz de beterraba após digestão e diálise; B, liofilizado do talo e folha de beterraba após 

digestão e diálise. 

 

3.3.2 Avaliação do potencial prebiótico sobre cepas de probióticos 

 

3.3.2.1 Preparo dos inóculos  

 

 Para a realização destes experimentos foram utilizadas três cepas de microrganismos 

apontados como probióticos, a saber: Lactobacillus acidophilus (LA-05), Lacticaseibacillus 

casei (L-26) e Limosilactobacillus fermentum (L-296) e preparados inóculos em forma de 

suspensão de acordo com o tópico 3.2.1.  

As cepas Escherichia coli ATCC 8739 e E. coli ATCC 11775 foram utilizadas para 

preparar um inóculo entérico misto para uso nos ensaios de determinação do escore prebiótico. 

As cepas foram cultivadas separadamente em caldo de infusão de cérebro-coração (BHI) 

(HiMedia, Mumbai, Índia) a 37 ºC por 18 – 20 h, as culturas foram centrifugadas (4500 x g, 15 

minutos, 4 ° C), lavadas e ressuspensas em solução salina esterilizada (NaCl 8,5 g/L) para obter 

uma suspensão de células com contagens de aproximadamente 6 log CFU/mL quando cultivada 

em ágar BHI (HiMedia). O inóculo da mistura entérica foi obtido pela mistura (1:1) das 

suspensões das duas cepas de E. coli (DUARTE et al., 2017). Estoques de todas as cepas 

testadas foram mantidos em ágar MRS ou BHI contendo glicerol (150 g/L; Sigma-Aldrich) a  

-20 ºC.  

 

 

 

A                                B 

 

A                                B 
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3.3.2.2 Meios de cultivo 

 

 O caldo MRS com fonte de carbono modificada foi utilizado como meio basal para 

avaliar os potenciais efeitos prebióticos do FDBR e FDBSL liofilizados submetidos à digestão 

gastrointestinal in vitro (SÁNCHEZ-ZAPATA et al., 2013; SOUSA et al., 2015; DUARTE et 

al., 2017). A composição 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 dipotássico 2 g/L, 

tween 80 1 g/L, acetato de sódio 5 g/L, citrato de amônio tribásico 2 g/L, sulfato de magnésio 

0,2 g/L, sulfato de manganês 0,04 g/L e 20 g/L da respectiva fonte de carbono. Para monitorar 

o crescimento das cepas probióticas testadas, quatro diferentes caldos de cultivo foram 

preparados com base na única fonte de carbono utilizada na sua composição: 1: caldo contendo 

glicose 20 g/L (ingrediente não prebiótico, padrão MRS; HUEBNER; WEHLING; HUTKINS, 

2007); 2: caldo contendo fruto-oligossacarídeos 20 g/L (FOS, ingrediente prebiótico; GIBSON 

et al., 2017); 3 e 4: caldo contendo o FDBR e FDBSL liofilizado submetidos à digestão in vitro 

(respectivamente: 20 g/L; e 5: caldo sem adição da fonte de carbono (controle negativo).  

Todos os ingredientes utilizados para preparar os caldos de cultivo foram obtidos da 

Sigma-Aldrich, com exceção do FOS que foi obtido da Galena Ltd. (Campinas, São Paulo, 

Brasil).  

 

3.3.2.3 Enumeração de células viáveis das cepas probióticas 

  

 A análise do crescimento das cepas probióticas testadas quando cultivadas nos 

diferentes caldos ocorreu por meio da contagem de células viáveis. Inicialmente, o inóculo da 

respectiva cepa testada (200 μL) foi dispensado em frascos esterilizados contendo 10 mL do 

caldo de cultivo específico (contagem final de células viáveis de aproximadamente 6 log 

UFC/mL). Em seguida, as misturas foram homogeneizadas utilizando Vortex durante 30 

segundos e incubadas a 37 ± 1 °C. Em diferentes tempos de incubação (zero – logo após a 

homogeneização e após, 12, 24, 48 e 72 horas), alíquotas de 100 μL de cada mistura foram 

diluídas em série em solução salina esterilizada (1:9) e, posteriormente, alíquotas de 10 μL de 

cada diluição foram plaqueadas em ágar MRS usando a técnica de inoculação por microgota. 

As placas foram incubadas a 37 ± 1°C durante 24-48 horas em condições de aerobiose 

(AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Os resultados das contagens de células viáveis 

foram expressos como log UFC/mL (DE ALBUQUERQUE et al., 2020). 
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3.3.2.3 Determinação do índice de atividade prebiótica 

 

 Para a determinação do índice da atividade prebiótica dos liofilizados FDBR e FDBSL 

digeridos, um inóculo de cada uma das cepas teste de probióticos foi distribuído (2 %, v/v) em 

frascos esterilizados contendo 10 mL de caldo MRS com glicose (20 g/L), FDBR (20 g/L), 

FDBSL (20 g/L) ou FOS (20 g/L). Paralelamente, suspensões da mistura de patógenos entéricos 

foram inoculadas (2 %, v/v) em caldo M9 contendo glicose (20 g/L), FDBR (20 g/L), FDBSL 

(20 g/L) ou FOS (20 g/L). Os caldos contendo os patógenos entéricos foram incubados a 37 °C 

sob aerobiose. Em dois diferentes intervalos de tempo (zero – logo após homogeneização e 48 

horas após incubação), alíquotas de cada sistema foram diluídas seriadamente e inoculadas em 

meios seletivos (ágar MRS para Lactobacillus e ágar eosina azul de metileno para E. coli, 

HiMedia). As placas foram incubadas a 37 ± 1 °C durante 24-48 horas (DUARTE et al., 2017) 

e os resultados de log UFC/mL obtidos, usados na Equação 1 para determinação do índice 

prebiótico. 

 

Equação 1: A determinação do índice prebiótico  

Legenda: Resultados em log de UFC/mL para PRO (probióticos), PRE (prebióticos), GLI (glicose), ME (mistura 

entérica) 

 

 

A obtenção de valor de escore de atividade prebiótica positivo indica efeitos 

estimuladores seletivos do componente examinado sobre o crescimento da cepa probiótica em 

detrimento da mistura entérica e, consequentemente, potencial atividade prebiótica (DE 

ALBUQUERQUE et al., 2020; ZHANG et al., 2018). 

 

3.3.2.4 Monitoramento de indicadores de atividade metabólica 

 

Os efeitos de FDBR e FDBSL no metabolismo probiótico foram avaliados com as 

medidas de pH, açúcares e ácidos orgânicos nos meios de cultivo com FDBR, FDBSL, FOS e 

glicose nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas. O conteúdo de diferentes compostos fenólicos também 

foi mensurado, mas apenas nos tempos 0, 24 e 72 horas. O pH foi mensurado usando 

Índice 

prebiótico

o 

Eq. 1 
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potenciômetro digital (Q400AS, Quimis, Sao Paulo, SP, Brazil). Nos períodos citados, uma 

alíquota de 2 mL foi coletada, centrifugada (6402×g, 10 minutos, 4 ◦C) e o sobrenadante filtrado 

em filtro de seringa com poro de 0,45-μm (Whatman). Do filtrado resultante, uma alíquota de 

0,5 mL foi retira e acrescida em igual volume de metanol:água (70:30 v/v) para análise 

cromatográfica de fenólicos conforme item 3.2.2.2. O volume restante do filtrado seguiu para 

análise de açúcares e ácidos orgânicos como descrito no item 3.2.2.3. 

 

3.4 ENSAIOS COM SISTEMAS DE FERMENTAÇÃO COLÔNICA  

 

3.4.1 Procedimentos éticos  

 

 Considerando as exigências do Conselho Nacional de Saúde, este estudo foi submetido 

à apreciação pelo Comitê de Ética e Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal da Paraíba – CEP/CCS, o qual aprovou sua execução (parecer 

nº 4.251.958) em 01 de setembro de 2020 (Anexo A). Este procedimento está baseado na 

Resolução 466/12 (CNS-MS, 2012), que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de 

pesquisas envolvendo seres humanos e estabelece que "toda pesquisa envolvendo seres 

humanos deverá ser submetida à apreciação de um Comitê de Ética em Pesquisa". Os indivíduos 

participantes da pesquisa foram esclarecidos acerca da temática da pesquisa e, em seguida, 

fizeram assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice A).  

 

3.4.2 Coleta das amostras fecais 

 

As amostras fecais frescas foram doadas por quatro voluntários adultos saudáveis, sendo 

dois homens e duas mulheres, com idades entre 18-40 anos. Como critérios de inclusão, os 

doadores deveriam seguir dieta onívora regular, sem precedentes de doença gastrointestinal, 

sem uso frequente de alimentos probióticos ou prebióticos, além de não ter feito uso de 

antibióticos ou qualquer outro medicamento de uso controlado por, pelo menos, seis meses 

antes da coleta (GUERGOLETTO et al., 2016; ANDRADE et al., 2020). Os doadores 

receberam instruções específicas para a coleta/ armazenamento adequado das amostras. Um kit 

para coleta foi disponibilizado para cada doador, contendo frascos coletores esterilizados, luvas 

e espátula descartável, além de álcool 70%. 

As amostras foram coletadas em até 30 minutos após a excreção, sendo transportadas 

para o LMBA/UFPB em jarra de anaerobiose (Anaerojar, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) 
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contendo gerador de gás anaeróbico (AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e utilizadas 

imediatamente (RODRIGUES et al., 2016).  

 

3.4.3 Preparação do inóculo fecal humano 

 

As amostras fecais frescas coletadas de cada doador foram misturadas em igual 

quantidade (1:1:1:1), para formar um único inóculo (120 g) e diluídas (1:10) em solução 

constituída de 0,5 g/L de cisteína-HCl e 8,5 g/L de NaCl (Sigma-Aldrich), e, posteriormente, 

homogeneizadas por 2 minutos sob agitação (200 rpm). O inóculo fecal diluído e 

homogeneizado foi filtrado com o uso de uma camada tripla de gazes esterilizadas para remoção 

de partículas grandes e armazenadas (37 ± 1 °C) em frascos esterilizados sob condições 

anaeróbicas (AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) (ANDRADE et al., 2020; 

MENEZES et al., 2021b). Os ingredientes usados para preparar o meio de pré-cultura foram 

obtidos da Sigma-Aldrich. 

 

3.4.4 Preparação do meio de fermentação colônica in vitro 

 

Para o processo de fermentação, foi formulado 1 L de meio de crescimento, com a 

seguinte composição: 4,5 g de NaCl, 4,5 g de KCl, 1,5 g de NaHCO3, 0,69 g de MgSO4, 0,8 g 

de L-cisteína, 0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de K2HPO4, 0,4 g de sal biliar, 0,08 g CaCl2, 0,005 g de 

FeSO4, 1 mL de Tween 80 e 4 mL de solução de resazurina (0,025 %, v/v) como indicador 

anaeróbio, diluído em água destilada e esterilizado por autoclavagem (121 °C, 1 atm, 15 

minutos) (BIANCHI et al., 2011). Culturas descontínuas de fermentação (40 mL) foram 

formuladas com 40% de meio de crescimento (v/v), 40% da pré-cultura do inóculo fecal 

humano (v/v) e 20% do FDBR ou FDBSL (p/v) digerido segundo o tópico 3.3.1, seguido por 

incubação sob anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) por 48 horas a 37 ± 

1 °C (MENEZES et al., 2020). Para compor o experimento também foi preparado um meio 

fermentativo com FOS (20% p/v) e um meio sem adição de substrato fermentável, para serem 

testados como controles positivos e negativos, respectivamente (GUERGOLETTO et al., 2016; 

MENEZES et al., 2021b). Os ingredientes utilizados para formular os meios de fermentação 

foram obtidos da Sigma Aldrich. 
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3.4.5 Quantificação das populações bacterianas com hibridização por fluorescência in situ 

(FISH) e citometria de fluxo (CF) 

 

A técnica de hibridização por fluorescência in situ (FISH) com sondas 

oligonucleotídicas selecionadas e projetadas para atingir regiões específicas do gene 16S rRNA 

de diferentes grupos microbianos combinada com citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) 

foi utilizada para avaliar a capacidade do FDBR e FDBSL digerido em modular a microbiota 

intestinal humana em sistemas de fermentação colônica in vitro (CONTERNO et al., 2019; 

MENEZES et al., 2021). Foram utilizadas cinco diferentes sondas (Tabela 2). As sondas foram 

sintetizadas comercialmente e marcadas com o corante fluorenscente Cy3 (Sigma Aldrich) 

capaz de hibridizar a região específica do gene 16S rRNA de grupos bacterianos selecionados 

(RODRIGUES et al., 2016; MENEZES et al., 2020). O marcador SYBR Green (Molecular 

Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi usado para enumerar a população total de bactérias 

por meio da marcação da fita dupla de DNA (CONTERNO et al., 2019). 

 

Tabela 2.  Sondas de oligonucleotídeos de rRNA 16S e condições de hibridização utilizadas 

nas análises com hibridização fluorescente in situ acoplada a citometria de fluxo 

multiparamétrica (FISH-CFM). 

Sonda Especificidade Sequência Temperatura 

(ºC) 

Bac 303 Bacteroides 

spp./Prevotella spp. 

CCAATGTGGGGGACCTT 45 ºC 

Bif 164 Bifidobacterium spp.  CATCCGGCATTACCACCC 50 ºC 

Chis 150 Clostridium histolyticum TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT 50 ºC 

Erec 482 Clostridium 

coccoides/Eubacterium 

rectale 

GCTTCTTAAGTCARGTACCG 50 ºC 

Lab 158 Lactobacillus spp. 

/Enterococcus spp; 

GGTATTAGCAYCTGTTTCCA 50 ºC 

 

No tempo zero (logo após a homogeneização) e após 24 e 48 horas de fermentação, 

alíquotas de 375 μL das culturas foram fixadas com 1125 μL de solução de paraformaldeído 

filtrada (4 %, p/v) para estabilizar a estrutura celular, ficando em overnight a 4 ºC. Após esse 
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período, as alíquotas foram centrifugadas (10000 × g, 5 minutos, 4 °C), lavadas duas vezes com 

PBS 1 M, ressuspensas em 300 μL de PBS:etanol 99 % (1:1 v/v), filtradas com filtro de 

membrana tamanho de poro 0,45 μm (Whatman®) e armazenadas a -20 ºC. 

Para a realização da hibridização in situ, 10 μL da suspensão contendo as células fixadas 

foram ressuspensas em 190 μL de PBS 1X (Gibco, Gaithersburg, EUA; pH 7.2), centrifugadas 

(4000 × g, 15 minutos, 4 °C), descartado o sobrenadante, ressuspensas em 200 μL de tampão 

Tris-EDTA (100 mM Tris-HCl and 50 mM EDTA; pH 8) e centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 

4 °C). As amostras foram tratadas com 200 μL de Tris-EDTA contendo lisozima (1 mg/mL) e 

incubadas por 10 minutos no escuro a temperatura ambiente (25 ± 0,5 °C) para permeabilizar 

as células que receberam as sondas Lab 158 e Bif 164, seguindo por centrifugação (4000 × g, 

15 minutos, 4 °C). As amostras foram ressuspensas em 45 μL de tampão de hibridização [0,9 

M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,1 % (p/v) de dodecil sulfato de sódio (DSS)] adicionado 

de 5 μL de sonda oligonucleotídica fluorescente (50 ng/μL) e mantidas sob temperatura de 

hibridização apropriada para cada sonda (45 ou 50 °C) no escuro por 4 horas. 

Após essa etapa, as amostras foram centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 25 °C), 

ressuspensas em 200 μL de tampão de hibridização sem DSS e mantidas sob temperatura de 

lavagem apropriada para cada sonda (45 ou 50 °C) no escuro por 30 minutos para retirar sondas 

não ligadas. As amostras foram centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 25 °C), ressuspensas em 

200 μL de PBS 1X e 20 μL de SYBR Green (1:1000 solução estoque diluída em dimetil 

sulfóxido ≥99.9 %, Sigma-Aldrich), incubadas por 10 minutos no escuro sob temperatura 

ambiente (25 ± 0,5 °C), centrifugadas (4000 × g, 15 minutos, 25 °C) e ressuspensas com 200 

μL de PBS 1X. 

Uma amostra em branco (sem a sonda oligonucleotídica 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 citômetro de fluxo (BD Accuri C6, New Jersey, EUA), o que permite revelar 

o potencial de autofluorescência das amostras, excluindo os falsos positivos. Na análise de CFM, 

os sinais fluorescentes das células individuais passam através de uma zona de laser, sendo 

coletados como sinais logarítmos. Os sinais fluorescentes (medidas da área de pulso) foram 

coletados pelos canais FL1 (SYBR Green) e FL2 (Lab 158, Bif 164, Bac 303, Chis 150 e Erec 

482). A aquisição das amostras foi configurada para passar em um baixo fluxo, com nível limite 

para dispersão direta (FSC) ajustado para 30.000 e com total de 10.000 eventos coletados para 

cada amostra. Os citogramas de emissão de fluorescência foram registrados com o software BD 

Accuri C6 (Becton Dickinson and Company). Os resultados foram expressos como abundância 
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(porcentagem relativa) de células hibridizadas com cada sonda Cy3 específica de grupo 

bacteriano (registrados como eventos fluorescentes) em relação ao total de bactérias 

enumeradas com coloração SYBR Green (DE ALBUQUERQUE et al., 2021). 

 

3.4.6 Determinação do índice prebiótico 

 

Para obter uma medida comparativa quantitativa geral do equilíbrio entre diferentes 

populações bacterianas nas amostras de fermentação colônica, bem como para comparar a 

influência do FDBR e FDBSL na modulação microbiana seletiva durante a fermentação 

colônica, um índice prebiótico foi calculado com dados obtidos na análise de FISH-CFM. A 

equação usada foi descrita por Albuquerque et al. (2021). Após o cálculo da abundância relativa 

(porcentagem relativa), foi feita uma correlação com o número total (abundância, %) de 

bactérias enumeradas, sendo utilizada na equação 2: 

 

Equação 2. Índice prebiótico de modulação microbiana 

 

Índice prebiótico = % Lab + % Bif – % Bac – % Chis – % Erec (Eq. 2) 

 

Onde: % Lab = abundância encontrada para Lab após 24 ou 48 horas - abundância 

encontrada para Lab no tempo zero; % Bif = abundância encontrada para Bif após 24 ou 48 

horas - abundância encontrada para Bif no tempo zero; % Bac = abundância encontrada para 

Bac após 24 ou 48 horas - abundância encontrada para Bac no tempo zero; % Chis = abundância 

encontrada para Chis após 24 ou 48 horas - abundância encontrada para Chis no tempo zero; 

e % Erec = abundância encontrada para Erec após 24 ou 48 horas - abundância encontrada para 

Erec no tempo zero. 

A equação assume que um aumento na população de Lactobacillus spp./Enterococcus 

spp. (hibridizado pela sonda Lab 158) e/ou Bifidobacterium spp. (hibridizado pela sonda Bif 

164) é indicador de efeito positivo sobre a modulação da microbiota intestinal, enquanto o 

aumento na população de Bacteroides spp./Prevotella spp. (hibridizado pela sonda Bac 303), 

C. histolyticum (hibridizado pela sonda Chis 150) e E. rectale/C. coccoides (hibridizado pela 

sonda Erec 482) é indicador de efeito negativo. Mudanças na abundância destes grupos são 

inseridas na equação em relação aos seus níveis iniciais (abundância). Se um grupo bacteriano 

mostra diferenças negativas entre o tempo de fermentação e o tempo zero, o sinal (positivo ou 

negativo) imediatamente anterior a essa sonda é alterado na equação. Isso permite normalizar 
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o uso da equação para um número variado de sondas. A obtenção de um valor de índice 

prebiótico positivo indica um equilíbrio benéfico dos grupos bacterianos identificados na 

fermentação colônica induzida pelo substrato examinado e, consequentemente, potencial 

atividade prebiótica. Por sua vez, a obtenção de um valor de índice prebiótico negativo indica 

uma modulação indesejável da microbiota pelo substrato examinado (DE ALBUQUERQUE et 

al., 2021). 

 

3.4.7 Monitoramento de indicadores de atividade metabólica durante a fermentação 

colônica 

  

Alíquotas de 1 mL foram coletadas no tempo zero e após 24 e 48 horas de fermentação 

para determinação do pH e dos conteúdos de açúcares, AGCC (acético, butírico e propiônico) 

e compostos fenólicos, seguindo os mesmos procedimentos descritos no tópico 3.3.2.4. Os 

valores de pH foram medidos com um potenciômetro digital (método 981.12, AOAC, 2016). 

 

3.4.8 Avaliação da capacidade antioxidante dos liofilizados durante a fermentação 

colônica 

 

A capacidade antioxidante das diferentes formulações nos sistemas de fermentação 

colônica foi avaliada no tempo zero (logo após a homogeneização dos componentes do meio 

de fermentação) e após 24 e 48 horas de fermentação. Foram utilizados métodos já descritos no 

tópico 3.2.5. 

 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata e em três experimentos distintos, sendo 

os resultados expressos como média ± desvio padrão. Para avaliar os dados quanto a 

normalidade, a homogeneidade e/ou a homoscedasticidade foram utilizados os testes de 

Kolmogorov-Smirnov e o teste de Levene (p<0,05). Os dados parâmetros físico-químicos de 

FDBR e FDBSL foram submetidos ao teste t Student (p ≤0,05), enquanto as contagens de 

células viáveis de Lactobacillus nestes substratos e seus respectivos scores de atividade 

prebiótica foram submetidos a análise de variância (ANOVA) seguida do teste post hoc de 

Tukey, utilizando p ≤0,05 para significância estatística. O software GraphPad Prism 7.0 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) foi usado para executar a análise estatística. Teste de 
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correlação de Pearson foi aplicado para avaliar a correlação entre variáveis analisadas durante 

72 horas de cultivo dos probióticos nos meios FDBR e FDBSL (contagens de células viáveis, 

pH, consumo de acúcares e perfil de fenólicos), durante a exposição a digestão gastrointestinal 

simulada (capacidade antioxidante e perfil de compostos fenólico, contagem de células 

probióticas viáveis e tamanho de subpopulações de células vivas e injuriadas) e durante a 

fermentação colônica (abundancia relativa dos grupos bacterianos monitorados, valores de pH 

e ácidos graxos de cadeia curta). Análise de componentes principais (PCA) foi executada com 

dados sobre a abundância relativa de grupos bacterianos medidos, valores de pH, AGCC e 

índice prebiótico durante a fermentação colônica. Foi usando o software R, versão 2.15.3, (Ross 

Ihaka e Robert Gentleman, University of Auckland, Nova Zelândia) para executar a análise 

estatística.  
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4 RESULTADOS 

 

 Os resultados da tese são apresentados na forma de dois artigos originais, dispostos nos 

apêndices C e D. O artigo apresentado no apêndice C é intitulado “Different parts from the 

whole red beet (Beta vulgaris L.) valorization with stimulatory effects on probiotic lactobacilli 

and protection against gastrointestinal conditions”, publicado no periódico Food Bioscience 

(https://doi.org/10.1016/j.fbio.2023.102439), o qual avaliou os efeitos in vitro de  liofilizados 

de diferentes partes [raiz (FDBR) e mistura de talos e folhas (FDBSL)] de beterraba vermelha 

sobre o crescimento e atividade metabólica de cepas probióticas de Lactobacillus, bem como 

sobre a sua sobrevivência e estado fisiológico quando expostas à condições gastrointestinais 

simuladas (SGIC). Também foi monitorado e discutido alterações na capacidade antioxidante 

dos liofilizados durante a digestão gastrointestinal. 

Os resultados demonstraram que FDBR e FDBSL apresentam altos teores de fibras 

solúveis (5,25 e 11,10 g/100 g) e insolúveis (21,43 e 37,03 g/100 g), pectinas (8,45 e 9,51 g/100 

g), betalaínas (3,36 – 28,99 g/100 g) e uma variedade de compostos fenólicos. FDBR e FDBSL 

estimularam o crescimento das cepas probióticas com altas contagens de células viáveis (>9 log 

UFC/mL), consumo de açúcares e produção de ácido lático e AGCC (ácido acético, butírico e 

propiônico) durante 72 horas de cultivo. Na análise do escore prebiótico, FDBR e FDBSL 

tiveram escores de atividade prebiótica positivos para os três probioticos testados (≥0,17), 

indicando efeitos de estimulação seletiva sobre esses microrganismos, com provável associação 

ao teor de fibras alimentares e compostos fenólicos dos substratos testados. FDBR e FDBSL 

aumentaram a sobrevivência e manutenção de funções fisiológicas ativas nos probióticos 

testados durante a exposição ao SGIC. O conteúdo de compostos fenólicos e a capacidade 

antioxidante de FDBR e FDBSL aumentou após a exposição às condições do estômago, 

enquanto a capacidade antioxidante diminuiu após exposição a condições intestinais. Assim, os 

efeitos estimuladores e protetores de FDBR e FDBSL em cepas probióticas os tornam 

candidatos a serem explorados na formulação de alimentos funcionais ou suplementos 

dietéticos com efeitos positivos sobre a microbiota intestinal associados a potenciais efeitos 

prebióticos. 

O artigo apresentado no apêndice D, “Investigating the effects of conventional and 

unconventional edible parts of red beet (Beta vulgaris L.) on target bacterial groups and 

metabolic activity of human colonic microbiota to produce novel and sustainable prebiotic 

ingredientes”, publicado no periódico Food Research International 
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(https://doi.org/10.1016/j.foodres.2023.112998), investigou os efeitos de FDBR e FDBSL 

sobre a abundância e atividade metabólica de grupos bacterianos considerados como os 

principais fermentadores e representativos da microbiota intestinal humana. Também foram 

avaliados valores de pH, açúcar, AGCC, compostos fenólicos e capacidade antioxidante 

durante 48 horas de fermentação colônica.  

Os resultados mostraram que FDBR e FDBSL, de forma geral, aumentaram a 

abundância relativa de Lactobacillus spp./Enterococcus spp. (3,64 - 7,60 %) e Bifidobacterium 

spp. (2,76 - 5,78 %) e diminuíram a abundância relativa de Bacteroides spp./Prevotella spp. 

(9,56 - 4,18 %), C. histolyticum (1,62 - 1,15%) e E. rectale/C. coccoides (2,33 - 1,49 %) durante 

48 horas de fermentação colônica. FDBR e FDBSL apresentaram índices prebióticos positivos 

(> 3,61) durante a fermentação colônica, indicando efeitos estimulatórios seletivos sobre grupos 

bacterianos intestinais benéficos. FDBR e FDBSL também aumentaram a atividade metabólica 

da microbiota colônica humana, evidenciada pela diminuição do pH, consumo de açúcar, 

produção de AGCC, alterações no conteúdo de compostos fenólicos e manutenção da 

capacidade antioxidante durante a fermentação colônica. 

O desenvolvimento dessa tese forneceu informações relevantes sobre os aspectos 

nutricionais e funcionais de diferentes partes da beterraba vermelha. Componentes com 

alegação de saúde, como fibras solúveis e insolúveis, betalaínas e compostos fenólicos, foram 

encontrados em concentrações relevantes tanto na raiz como nos talos e folhas da beterraba 

vermelha. Esses mesmos compostos bioativos podem ser responsáveis pela eficácia desses 

materiais em proteger as cepas probióticas das condições adversas durante a passagem no trato 

gastrointestinal, ajudando a manter sua viabilidade e funcionalidade ao atingir o intestino para 

exercer seus efeitos benéficos sobre o hospedeiro. Foi observada a estimulação do crescimento 

seletivo das cepas probióticas e alterações na composição e atividade metabólica da microbiota 

intestinal humana, evidenciados pelo aumento do número de células viáveis das cepas 

probióticas, alterações no pH, produção de metabólitos e alterações no conteúdo de açúcares e 

compostos fenólicos ao longo do tempo. 

Índices prebiótico positivos para fermentações com bactérias probióticas e 

microrganismos de origem colônica indicam a capacidade dos liofilizados de beterraba de 

serem usados como novos ingredientes prebióticos em potencial, encorajando o consumo da 

raíz, caules e folhas de beterraba vermelha como alimentos funcionais e como fontes de 

ingredientes prebióticos sustentáveis e de valor agregado, sendo uma estratégia para a 

valorização da cultura da beterraba vermelha. 
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Entretanto, algumas limitações podem ser compreendidas no desenvolvimento do 

trabalho devido a dificuldade dos ensaios de natureza in vitro em mimetizar os complexos 

eventos físico-químicos e fisiológicos que ocorrem no corpo humano, mais especificamente no 

trato digestório. Pesquisas futuras sobre o potencial prebiótico da beterraba vermelha poderiam 

usar recursos metodológicos já estudados para extrair compostos da raíz, talos e folhas da 

beterraba vermelha, a exemplo de poli e oligossacarídeos, compostos fenólicos e pigmentos, 

para avaliar os efeitos dessas substancias de forma isolada sobre probióticos reconhecidos e na 

modulação da microbiota instestinal humana, aliando testes in vitro de alto desempenho com 

avaliações in vivo com o intuito de elucidar melhor os seus impactos sobre a saúde humana e 

mecanismos subjacentes. 
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE PROGRAMA DE PÓS-

GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA NUTRIÇÃO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E 
ESCLARECIDO 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

 Prezado (a) Senhor (a)   

  

Esta pesquisa é sobre avaliação do efeito prebiótico de farinhas obtidas de diferentes 

partes de beterraba utilizando sistema de fermentação in vitro com inóculo fecal humano e está 

sendo desenvolvida pela pesquisadora Sônia Paula Alexandrino de Oliveira, aluna do Programa 

de PósGraduação em Ciências da Nutrição, da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), sob a 

orientação do Prof. Dr. Evandro Leite de Souza, professor do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Nutrição do Departamento de Nutrição (UFPB).  

Os objetivos do estudo são obter farinhas da raiz, talos e folhas de beterraba vermelha e 

avaliar o potencial prebiótico das mesmas utilizando sistemas de fermentação in vitro, com o 

inóculo fecal humano. A realização desta pesquisa trará informações científicas atualmente 

escassas acerca da relação do potencial prebiótico da beterraba hortícola. A pesquisa apresenta 

abordagem inovadora considerando os aspectos tecnológicos, econômicos e de sustentabilidade, 

por utilizar além da parte comercial da beterraba, a raiz, co-produtos da cultura da beterraba 

(talos e folhas), que possui também elevada concentração de polifenóis e carboidratos não 

digeríveis, definindo benefícios do uso na alimentação e possíveis interações benéficas com 

probióticos.  

A execução deste projeto de tese apresenta o potencial de gerar informações que 

subsidiem a elaboração de ingredientes funcionais, aspecto de corrente interesse à indústria 

alimentícia e a comunidade que busca por consumo de uma alimentação mais saudável. Em 

virtude que este TCLE se encontra em mais de uma página, as demais serão rubricadas pelo 

pesquisador e sujeito da pesquisa.  

Solicitamos a sua colaboração para realizar a doação de material fecal, o qual será 

colhido no referido dia e armazenado em frasco de coleta cedido pelos envolvidos na pesquisa, 

como também sua autorização para apresentar os resultados deste estudo em eventos da área de 

saúde e, eventualmente, publicação em revista científica. Por ocasião da publicação dos 

resultados, seu nome será mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa não oferece riscos, 

previsíveis, para a sua saúde e que os resultados obtidos servirão de base para definir os efeitos 



75 

 

 

prebióticos de farinhas obtidas de raiz, talos e folhas de beterraba. Esclarecemos que sua 

participação no estudo é voluntária e, portanto, o(a) senhor(a) não é obrigado(a) a fornecer as 

informações e/ou colaborar com as atividades solicitadas pela pesquisadora.  

Caso decida não participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do 

mesmo, não sofrerá nenhum dano moral ou financeiro. Os pesquisadores estarão a sua 

disposição para qualquer esclarecimento que considere necessário em qualquer etapa da 

pesquisa. Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu 

consentimento para participar da pesquisa e para publicação dos resultados. Estou ciente que 

receberei uma cópia desse documento. 

 

   ______________________________________ 

     Assinatura do Participante da Pesquisa  

                                           _____________________________________ 

           Assinatura da Testemunha             

 

Contato do Pesquisador (a) Responsável:  

Caso necessite de maiores informações sobre o presente estudo, favor ligar para a 

pesquisadora: Sônia Paula Alexandrino de Oiveira. 

Endereço (Setor de Pesquisa): Laboratório de Microbiologia de Alimentos, Departamento de 

Nutrição do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), 

Campus I - Cidade Universitária – CEP 58051-900 – João Pessoa – PB Telefone: (83) 3216-

7807/ (83) 98841-1246 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da 

Paraíba Campus I - Cidade Universitária - 1º Andar – CEP 58051-900 – João Pessoa/PB  

 (83) 3216-7791 – E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br 

 

Atenciosamente, 

___________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

___________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Participante 
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APÊNDICE B – Artigo de revisão (https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1768510).  
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APÊNDICE C – ARTIGO ORIGINAL 1 (https://doi.org/10.1016/j.fbio.2023.102439). 
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APÊNDICE D – ARTIGO ORIGINAL 2 (https://doi.org/10.1016/j.foodres.2023.112998). 
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ANEXO A – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética 
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