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RESUMO

Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber), espécie vegetal popularmente conhecida como xique-
xique, é uma cactacea caracterizada como planta alimenticia ndo convencional (PANC) nativa
do bioma Caatinga, a qual vem sendo estudada em relacdo a suas propriedades nutricionais e
como fonte de compostos bioativos, incluindo aqueles com propriedades prebioticas. O objetivo
desse estudo foi avaliar o potencial prebidtico do liofilizado da polpa do xique-xique sobre a
microbiota col6nica humana de individuos saudaveis. Para isso, foi elaborado um pd liofilizado
a partir da polpa do xique-xique (FDPg) e foram realizadas analises para determinacéo de sua
composic¢do nutricional e parametros fisico-quimicos, seguido por digestdo gastrointestinal in
vitro. O FDPg digerido foi submetido a ensaio de fermentacdo com in6culo fecal humano e
realizadas analises de metagendmica (sequenciamento 16S RNAr) e monitoramento de
indicadores de atividade metabdlica (pH, agUcares, acidos organicos, compostos fendlicos e
metabolémica) e atividade antioxidante. As andlises foram realizadas na amostra bruta
liofilizada e no meio fermentado ao longo do tempo durante 48 horas de fermentacdo coldnica
in vitro. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo. O FDPg apresentou pH &cido, alto teor de fibra alimentar,
principalmente fibras insollveis, agUcares, acidos organicos e compostos fendlicos em sua
composicdo, além de capacidade antioxidante. Ao longo da fermentacdo coldnica, 0 FDPg
causou, de forma geral, mudancas desejaveis nos grupos bacterianos formadores da microbiota
intestinal humana, com aumento da abundancia relativa de bactérias benéficas a saude
intestinal, como Mitsuokella, Bacteroides, Megasphaera e Acidaminococcus, e diminui¢do da
abundancia relativa de bactérias considerada ndo benéficas, como Succinivibrio, Citrobacter,
Escherichia-Shigella, Faecalibacterium e Blautia. Ainda, FDPg estimulou a atividade
metabolica da microbiota intestinal ao longo da fermentacdo colénica, refletida por meio da
reducdo dos valores do pH, producéo de acidos graxos de cadeia curta, producdo de compostos
fendlicos (ex., epicatequina, epigalocatequina e procianidina B2) e manutencdo de atividade
antioxidante. Assim, o FDPg pode ser caracterizado como ingrediente com propriedades
prebidticas podendo ser utilizado para a elaboracdo de produtos inovadores com propriedades

funcionais e de alto valor agregado.

Palavras-chave: Cactaceas. Compostos fendlicos. Microbioma intestinal. Atividade

antioxidante. Fermentacéo.



ABSTRACT

Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber), a plant specie popularly known as xique-xique, is a
cactaceae characterized as an unconventional food plant (PANC) native to the Caatinga biome,
which has been studied in relation to its nutritional properties and as a source of bioactive
compounds, including those with prebiotic properties. The aim of this study was to evaluate the
prebiotic potential of freeze-dried xique-xique pulp on the human colonic microbiota of healthy
individuals. To this end, a freeze-dried powder was prepared from the xique-xique pulp (FDPg),
and analyses were carried out to determine its nutritional composition and physicochemical
parameters, followed by in vitro gastrointestinal digestion. The FDPg digested was subjected
to a fermentation test with human fecal inoculum and metagenomic analyses (16S rRNA
sequencing) and monitoring of metabolic activity indicators (pH, sugars, organic acids,
phenolic compounds, and metabolomics) and antioxidant activity were carried out. The
analyses were carried out on the freeze-dried raw sample and on the fermented medium over
time during 48 h of in vitro colonic fermentation. The experiments were carried out in triplicate,
and the results are expressed as mean + standard deviation. The FDPg had an acidic pH, a high
content of dietary fiber, mainly insoluble fiber, sugars, organic acids, and phenolic compounds
in its composition, with antioxidant capacity. Throughout colonic fermentation, the FDPg
generally caused desirable changes in the bacterial groups that make up the human intestinal
microbiota, with an increase in the relative abundance of bacteria beneficial to intestinal health,
such as Mitsuokella, Bacteroides, Megasphaera and Acidaminococcus, and a decrease in the
relative abundance of bacteria considered to be non-beneficial, such as Succinivibrio,
Citrobacter, Escherichia-Shigella, Faecalibacterium and Blautia. In addition, FDPg stimulated
the metabolic activity of the intestinal microbiota throughout colonic fermentation, reflected by
a reduction in the pH values, production of short-chain fatty acids, production of phenolic
compounds (e.g., epicatechin, epigallocatechin, and procyanidin B2) and maintenance of
antioxidant capacity. This way, FDPg can be characterized as an ingredient with prebiotic
properties that can be used to produce innovative products with functional properties and high

added value.

Keywords: Cactaceae. Phenolic compounds. Intestinal microbiome. Antioxidant activity.

Fermentation.
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1 INTRODUCAO

Espécies nativas brasileiras de distintas areas climaticas e relevos vém sendo estudadas
guanto aos seus constituintes bioativos. Na regido Nordeste, o clima semiarido e a vegetacdo
xerdfita apresentam-se em aproximadamente 50% de seu territdrio, no qual se encontra a flora
caracteristica do bioma Caatinga (Barros et al., 2012).

A espécie Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber) Byles & Rowley, pertencente a
familia Cactaceae, conhecida popularmente como xique-xique, possui forte adaptacdo as
condigdes extremas de temperatura e umidade, multiplicando-se regularmente e cobrindo &reas
extensas da Caatinga (Carvalho et al., 2021). Essa espécie tem sido mostrada em estudos como
fonte alimentar para comunidades do Nordeste brasileiro (Lucena et al., 2012; Silva, 2015),
onde o miolo dos cladoddios é consumido cozido ou assado, usado na producdo de farinhas,
biscoitos, bolos e doces, além de ser utilizado na medicina popular em forma de suco para
tratamento de gastrite, colite e ictericia (Lucena et al., 2012).

Os aspectos nutricionais do xigque-xique tém sido estudados como sugestdo para
utilizacdo como fonte alimentar e de renda, bem como para estimular o desenvolvimento de
uma das regides mais carentes do Brasil (Pinto; Scio, 2014). Alguns estudos com o suco do
xique-xique identificaram nutrientes importantes, como fibras solGveis e insollveis, e minerais,
sugerindo-o como uma alternativa alimentar de importante valor nutricional (Bezerril et al.,
2021). Em outro estudo, diversos compostos fenolicos foram identificados no suco do xique-
xique, destacando-se os flavonoides (Carvalho et al., 2021). Os cladddios de xique-xique
também foram investigados quanto ao perfil de compostos fendlicos, sendo considerados boas
fontes de flavonoides e acidos fendlicos (Aradjo et al., 2021; Bezerril et al., 2021). Ainda, foi
demonstrado que o liofilizado do suco de xigque-xique estimulou o crescimento de cepas de
Lactobacillus, sugerindo-o como tendo possiveis efeitos prebidticos (Ribeiro et al., 2020).

Os prebi6ticos sdo atualmente definidos como “substratos usados seletivamente por
microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio a satde” (Gibson et al., 2017), de
modo que o elevado teor de carboidratos fermentaveis no xique-xique o torna uma potencial
fonte de componentes com propriedades prebidticas (Bezzeril, 2017). Os carboidratos
fermentaveis presentes em alimentos podem induzir mudangas especificas na composic¢ao da
microbiota do hospedeiro, especialmente no colon (Wang et al., 2019), como repercussdes
sobre as funcoes fisioldgicas e sistémicas do hospedeiro (Collins et al., 2018).

As fibras alimentares e compostos fendlicos, ao longo da passagem pelo trato

gastrointestinal interagem com a microbiota residente. Devido esses compostos da dieta
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apresentarem baixa biodisponibilidade e serem extensamente metabolizados no intestino grosso
pela microbiota intesitnal, sdo capazes de estabelecer uma interacdo capaz de modular a
composicao microbiana por estimular a multiplicacéo de determinadas espécies em detrimento
de outras, promovendo o crescimento seletivo de bactérias benéficas formadoras da microbiota
intestinal humana (Gibson et al., 2017).

Paralelamente, esses microrganismos, ao utilizarem os compostos fenolicos como
substratos, geram uma série de metabolitos secundarios, tais como metabdlitos fenolicos e
acidos graxos de cadeia curta, como efeitos sistémicos benéficos a salde, podendo se enquadrar
na classificagdo de prebioticos (Alves-Santos et al., 2020). Com isso, as interacdes entre
compostos fendlicos e microrganismos benéficos tém sido citadas como eventos bioldgicos
importantes para alcancar os efeitos de promocao da salde induzidos por esses componentes
(Souza et al., 2019).

Sabendo-se da ampla distribuicdo das cactaceas no Estado da Paraiba, com exploragdo
sazonal e geracdo de produtos de baixo valor agregado, além da presencga de uma variedade de
substancias bioativas nessas espécies vegetais, torna-se necessario a realizacao de estudos que
avaliem e transformem essas matrizes em ingredientes com potencial de aplicabilidade pela
indUstria alimenticia e farmacéutica, dentre outras aplicacGes. Considerando a evidéncia de que
o0 xique-xique compreende uma fonte de fibras dietéticas e compostos fendlicos que podem ser
fermentados seletivamente pela microbiota intestinal para promover a producdo aumentada de
moléculas bioativas, esse estudo teve como objetivo avaliar o potencial prebiotico do liofilizado
da polpa do xique-xique sobre a microbiota colénica humana de individuos saudaveis utilizando

sistema de fermentacgéo colGnica in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  CAATINGA E PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS

O Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2019), possuli
seis biomas distintos: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa. O
bioma Caatinga se destaca na regido semiarida do Nordeste, com extensdo territorial de
aproximadamente 840 kmz2, o equivalente a 11% do territorio nacional, abrigando diferentes
tipos de vegetacdo e ofertando uma variedade de plantas utilizadas como fontes alimentares e
para uso na medicina popular por parte das populacgdes locais (Nascimento et al., 2011; IBGE,
2019)

A Caatinga, também conhecida como floresta branca, ocupa mais de 70% do territorio
do Nordeste brasileiro (Figura 1), e, dentre suas caracteristicas, apresenta baixa precipitacéo,
temperaturas médias anuais elevadas e estaces chuvosas e de estiagem bem definidas, com
prevaléncia do periodo sem chuva na maior parte do ano (Brasil, 2022).

Com caréter xerofito marcado por florestas secas e vegetacdo arbustiva, a Caatinga € o
unico ecossistema exclusivamente brasileiro. Durante os periodos de seca, algumas plantas
podem perder suas folhas para minimizar a perda de agua, outras como 0s cactos acumulam
agua em seus tecidos, enquanto varias outras tém ciclos de vida anuais, as quais florescem e
crescem em estacBes chuvosas (Ricardo et al., 2018). Os estdmatos, localizados em seu caule,
recolhem-se durante o dia para diminuir a transpiracdo e as raizes absorvem a agua a noite
(Lucena et al., 2013).

Figura 1 - Area ocupada pela Caatinga no Nordeste.
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Fonte: Ricardo et al. (2018).
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A Caatinga apresenta alta diversidade de espécies de cactaceas, as quais representam
uma fonte alternativa de grande potencial produtivo, sendo utilizadas pela populacao local para
fins medicinais, no uso como combustivel ou em materiais de construcdo, ou, ainda, na
alimentacdo humana e animal, embora esse ultimo uso seja ainda pouco explorado (Lucena et
al., 2012; Ribeiro, Meiado, Leal, 2015). Parte dessa diversidade vegetal pode ser comestivel,
destacando-se as Plantas Alimenticias Ndo Convencionais (PANC), como parte constituinte da
riqueza da Caatinga e com potenciais econémicos e nutricionais ainda pouco conhecidos (Tuler
etal., 2019).

Diversas espécies de cactaceas sdo consideradas PANC, destacam-se Pilosocereus
gounellei, Napalea cochenilifera, Opuntia ficus-indica, Pereskia aculeata, Cereus
hildmannianus, Hylocereus lemaire, Hylocereus undatus, entre outras (Kinuppi; Lorenzi,
2014). Além das suas aplicacdes alimentares, as cactaceas tém sido exploradas em setores
industriais, incluindo aplicacfes tecnoldgicas, farmacéuticas e quimicas (De Azevedo Ribeiro
et al., 2015; Nepomuceno et al., 2017; Alvarez-Bayona et al., 2019; Vishnupriya et al., 2020).

As PANC séo espécies vegetais cujas partes que podem ser consumidas ndo sdo comuns
ou convencionalmente conhecidas e que, economicamente, possuem funcionalidades
inexploradas e se encontram fora da cadeia atual de producéo de alimentos, possuindo potencial
alimentar para os seres humanos (Biondo, 2018). Vale ressaltar que uma planta considerada
ndo convencional em uma regido, pode ser muito utilizada em outras localidades (Fonseca et
al., 2018).

As PANC, de acordo com a espécie, tém seu valor nutricional caracerizado por teores
significativos de vitaminas, sais minerais, fibras, carboidratos e proteinas, além de propriedades
funcionais relacionadas a promogao da satde (Brasil, 2010). Segundo Kinupp e Lorenzi (2014),
no Brasil existem cerca de 5.000 espécies de PANC. A maioria das PANC se desenvolve
espontaneamente sem a necessidade de serem plantadas, podendo ou ndo ser cultivada, nao
necessitando de muita atencdo de manejo, apenas cuidados basicos em relacdo aos demais
cultivos (Liberato et al., 2019). A n&o utilizacdo das PANC se deve a fatores como competi¢édo
no mercado com hortalicas convencionais, mudangas de habito de alimentacdo, baixa
disponibilidade no mercado, ndo comercializagéo e pouca informacéo sobre as potencialidades

nutricionais (Biondo et al., 2018).
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2.1.1 Pilosocereus gounellei: cultivo e caracteristicas nutricionais

Pilosocereus gounellei, conhecida popularmente como xique-Xxique, € uma espécie de
planta pertencente a familia Cactaceae, subfamilia Cactoideae. Essa espécie ocorre somente na
regido da Caatinga do Nordeste brasileiro e se desenvolve bem em &reas mais secas do
semiérido, tendo capacidade de crescer em solos com pouca profundidade, arenosos e rochosos
(Monteiro et al., 2015; Oliveira et al., 2018).

O xique-xique (Figura 2) tem como partes principais o tronco, flor, fruto e raiz. A
espécie se apresenta com o tronco ereto com galhos laterais afastados e ampla curvatura direta
ao solo, espinhos resistentes, coloragdo verde-opaca, flores tubulosas, brancas, grandes e
noturnas, sendo seu fruto do tipo baga, arredondado e achatado nos polos, com casca
avermelhada e interior purpura e pequenas sementes pretas (Almeida et al., 2007). Seu caule e
polpa sdo utilizados na alimentacdo de animais e na producdo de sucos, biscoitos, bolos e
geleias, porém poucos estudos disponibilizam informacdes sobre suas caracteristicas fisico-
quimicas (Quadro 1), o que poderia estimular seu aproveitamento como alimento e fonte de

renda, visto sua adaptacao ao clima e solo da regido da Caatinga (Lucena et al., 2012).

Figura 2 - Xique-xique (Pilosocereus gounellei).

Fonte: Imagem do autor (2022).
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O xique-xique vem sendo estudado quanto a seus aspectos nutricionais e sua utilizagdo
como fonte alimentar e de renda visando estimular o desenvolvimento nas regides onde é
cultivado (Pinto; Scio, 2014). Estudos mostram que 0 Xxique-xique € uma boa opg¢do como
alternativa alimentar por conter nutrientes importantes como fibras dietéticas e minerais
(Bezerril et al., 2021) além de compostos bioativos (Maciel et al., 2016; Silva et al., 2018;
Carvalho et al., 2021).

Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do xique-xique.

ESTUDOS E QUANTIDADES

Bezerril et al (2021)

COMPOSICAO Ribeiro et al (2020) Carvalho et al Machado et al (2021) o ) ) )
. . . . Cladddios do xique-xique Bezerril et al (2021)

(a cada 100g) Xique-xique (2020) Cookies com farinhas de - . B . .

o . . . . (cilindro vascular - cilindro  Geléia de xique-xique
liofilizado Suco do xique-xique xique-xique
central)

Umidade (%) SR 97,42 2,63 -3,65 94,16 - 87,13 29,02
Proteina (g) 7,59 0,29 0,94-1,36 0,49-0,76 0,28
Lipideos (g) 2,35 0,09 25,52 29,33 0,28 - 0,77 SR

Cinzas (g) 30,10 1,15 2,47 -2,74 1,99 - 1,59 0,83
Fibras totais () 16,23 0,62 4,41 -8,10 2,7-6,54 2,60
Fibras sollveis (g) 14,40 0,55 0,08 —1,07 0,87 - 1/37 0,89
Fibras insoldveis (g) 1,83 0,07 4,33-7,03 1,83-5,18 1,71
pH 5,02 5,23 SR 4,77 - 4,87 4,61
Atividade de 4gua SR 0,93 0,32-0,43 0,97-0,97 0,85
Acidez SR 0,07 SR 0,07 -0,09 0,14

°Brix SR 1,85 SR SR 63,08

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al (2020), Carvalho et al (2020), Machado et al (2021), Bezerril et al (2021),
Bezerril et al (2021). SR: sem registro.

Lucena et al. (2013) apontaram a utilizacdo da polpa (miolo) do xique-xique na
producdo de farinha pela populacéo do cariri paraibano, além de sua utilizacdo no tratamento
de infeccOes e inflamacdes (Maciel et al., 2016). Os estudos in vitro que demonstraram a
presenca de componentes bioativos nessa planta, como os compostos fenolicos e flavonoides,
também demonstraram atividade antioxidante proveniente, principalmente, de extratos do fruto
do xique-xique (Maciel et al., 2016; Silva et al., 2018). Estudos in vivo também ja foram
realizados, sendo reportada atividade antinociceptiva, anti-inflamatoria e antipirética dos
extratos salinos do caule do xique-xique em ratos, com potencial hipoglicémico e hipolipidico,
sem apresentar efeitos toxicos (Oliveira et al., 2018).

Em estudo realizado por Dias et al. (2015), foi observado que o extrato bruto etanélico
do caule do xique-xique (25 mg/kg) mostrou atividade anti-inflamatdria e baixa toxicidade

guando avaliado em edema de pata de rato induzido por carragenina. Sousa et al. (2018)
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https://ifst.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jfpp.15265#jfpp15265-note-0001_43
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observaram, em estudo com modelos animais, que o extrato etandlico da raiz e do caule do
xique-xique (200 mg/kg) apresentou importante efeito gastroprotetor. Por usa vez, Ribeiro et
al. (2020) relataram que o liofilizado do suco de xique-xique possui potencial prebidtico, visto
que estimulou o crescimento e metabolismo de cepas probidticas de lactobacilos, sendo tais
efeitos associados como o contetido de fibras soluveis e agucares (glicose e frutose) encontrados
no material testado.

Sabendo-se que o xique-xique € uma matriz amplamente conhecida e disponivel na
regido Nordeste do Brasil, com importancia nutricional, econémica, ambiental e medicinal para
a populacdo da regido semidrida, e, valendo-se do interesse dos consumidores por alimentos
que possuam beneficios a salde, a investigacdo acerca da caracterizagdo das propriedades
fisico-quimicas e funcionais do Xxique-xique se torna uma tematica de interesse atual,
principalmente sobre sua capacidade de exercer efeitos moduladores da composi¢éo e atividade
metabdlica da microbiota intestinal humana, podendo repercutir em maior valorizacdo da

cultura de cacataceas.

2.2  MICROBIOTA INTESTINAL HUMANA

A microbiota intestinal humana é constituida por um ecossistema bastante complexo,
tendo, em sua composicdo, bactérias, fungos, arqueias, virus e protozoarios responsaveis por
promoverem interacbes com o hospedeiro, incluindo a digestdo e a absor¢do de nutrientes
provenientes da dieta (Peredo-Lovillo; Romero-Luna; Jiménez-Fernandez, 2020). A microbiota
intestinal humana é considerada um “6rgdo” metabolicamente ativo devido tais a¢des exercidas
pelos seus constituintes (Holscher, 2017), bem como agente protetor da salde intestinal e
sistémica do hospedeiro (Cosme; Inés; Vilela, 2022).

A composi¢do da microbiota intestinal humana é variavel e novos estudos tém mostrado
a presenca de bactérias na placenta, cavidade amnid6tica, corddo umbilical e mecénio, sugerindo
que o processo de colonizagdo microbiana no intestino possa iniciar ainda intra-utero (Collado
et al., 2016; Younge et al., 2019). Com o avanco das fases da vida, a diversidade de espécies
na microbiota aumenta continuamente depois dos seis meses de vida, conforme inicia-se a
introducdo de alimentos solidos na alimentagédo (Carvalho-Ramos et al, 2018). Além da idade,
modulam a composicdo microbiana diversos fatores externos, como o consumo alimentar, o
uso de medicamentos/antibidticos, tratamentos quimioterapicos e radioterapicos, localizacéo
geografica, influxo e efluxo de microrganismos externos (Clemente et al., 2012), indice de

massa corporal (IMC), estilo de vida, frequéncia de exercicios, etnia, habitos alimentares e
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culturais (Nagpal et al., 2018; Rinninella et al., 2019; Clarke et al., 2019), conforme disposto
na Figura 4.

As técnicas convencionais dependentes de cultivo microbiano ndo conseguiam
identificar cerca de 60% a 80% dos microrganismos presentes no corpo humano, sendo
acreditado a sua condigdo de ndo cultivabilidade (Fraher; O’toole; Quigley, 2012). Porém,
novas técnicas moleculares foram desenvolvidas permitindo a identificacdo e quantificagdo de
boa parte dessas bactérias consideradas, anteriormente, como nao cultivaveis (Sarangi; Goel;
Aggarwal, 2019).

O surgimento de técnicas moleculares avangadas, como 0 sequenciamento de alto
rendimento, assim como o desenvolvimento de ferramentas computacionais para analise de
dados de alta complexidade, possibilitaram melhor entendimento das interacGes entre o
metabolismo microbiano e o desenvolvimento no hospedeiro (Rooks; Garrett, 2016) e da
caracterizagdo filogenética (Sarangi; Goel; Aggarwal, 2019). Dentre as técnicas mais utilizadas
atualmente, destacam-se aquelas que séo baseadas na extragdo de DNA e amplificagdo do gene
16S do RNA ribossomal (RNAr) (Fraher; O’toole; Quigley, 2012). O gene 16S RNAr ¢
constituido de regides hiper-variaveis que sao suficientes para diferenciar diversas espécies
bacterianas (Sommer; Bé&ckhed, 2013), bem como possuem regifes conservadas, sendo
atualmente o marcador taxondmico mais utilizado para identificacdo das espécies bacterianas
(Minot et al., 2023).

Figura 3 - Fatores que afetam a composi¢do e funcdo da microbiota intestinal.
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Fonte: Adaptado de Clarke et al. (2019).

Os individuos adultos saudaveis possuem uma microbiota com predominancia dos filos
Firmicutes, Bacterioidetes, Actinobacteria, e Proteobacteria, sendo Bifidobacterium,
Ruminococcus, Bacteroides, Clostridium, Peptococcus, Eubacterium, Faecalibacterium,
Peptostreptococcus e Akkermansia os géneros bacterianos predominantes (Jian, et al., 2023;
Dixit et al., 2021; Gomaa, 2020; Collado et al., 2007). Para caracterizar uma microbiota
intestinal saudavel, deve haver predominancia de bactérias anaerébias obrigatdrias dos filos
Firmicutes e Bacteroidetes, pois podem impedir a expansdo da populacdo de aerdbios
facultativos e membros potencialmente patogénicos da familia Enterobacteriaceae pertencentes
ao filo Proteobacteria (Kriss et al., 2018). J& em um cenério de desequilibrio da microbiota
intestinal, pode haver reducdo na proporcdo de Bacteroidetes, aumento na proporcdo de
Firmicutes (Micrococcaceae), Proteobacteria (Enterobacteriaceae) e Fusobacteria (Tsai et al.,
2019).

O trato gastrintestinal (TGI) vem sendo considerado a maior superficie de colonizagéo
microbiana dos mamiferos (Clemente et al., 2012), onde € estabelecida uma relacéo simbidtica
entre 0 hospedeiro e os microrganismos (Rooks; Garrett, 2016). O TGI possui uma rede
complexa de mecanismos imunologicos e ndo imunologicos, sendo essa chamada “barreira da
mucosa gastrointestinal”, referindo-se a interagdo entre varios componentes do TGI, incluindo

células epiteliais, células imunes e células especializadas do epitélio intestinal, estruturas
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proteicas (jungdes de oclusdo), substancias liberadas pelas células do TGI (citocinas,
bacteriocinas e muco) e outros metabolitos ativos, como &cidos graxos de cadeia curta
(Machado et al., 2015). No TGI, ha uma composicdo microbiana varidvel em aspectos
taxonémicos e funcionais (Rinninella et al., 2019).

A microbiota participa do desenvolvimento e maturagdo do TGI, vascularizagio
intestinal, regeneragdo tecidual, homeostase 0ssea, metabolismo de nutrientes e xenobidticos e
no processo de imunomodulacédo (Jandhyala, 2015). Os microrganismos que habitam o intestino
podem estar envolvidos na homeostase corporal (Stojanov et al., 2020), comportamento e
funcdes neuroldgicas (Zhang et al., 2020), sintese de glicoproteinas, hormonios,
neurotransmissores e moléculas inflamatorias e na fisiopatologia de muitas doencas (Gibiino et
al., 2018).

A alimentacao possui um papel importante na iniciacdo, formacdo e modulacéo do perfil
populacional dos membros da microbiota intestinal, pois fornece os nutrientes indispensaveis
ao metabolismo de diversos grupos de bactérias, atuando como substrato direto por meio de
nutrientes ndo digeridos e, de forma indireta, com os subprodutos resultantes da digestdo
(Ozgiin; Umu; Diep, 2017). As bactérias colonizadoras transformam os componentes dietéticos
e produzem metabdlitos envolvidos na modulacdo do sistema imunoldgico e nas respostas
metabdlicas do hospedeiro. Logo, a dieta modula a composicao e a capacidade funcional da
microbiota intestinal, influenciando nos processos bioquimicos do hospedeiro e estabelecendo
um sistema de interacdo e interdependéncia mdtua (Danneskiold-Samsoe et al., 2019).

O desequilibrio da microbiota intestinal é chamado de disbiose e pode estar relacionado
com a reducdo de organismos benéficos, crescimento excessivo de organismos patobiontes e
perda de diversidade microbiana (Gholizadeh et al., 2019). Uma microbiota em disbiose tem
sua producdo de enzimas alterada, com diminuicdo da capacidade de absorcdo dos nutrientes
(Brenchley; Douek, 2012), e associacdo com inflamacéo cronica e rompimentos na barreira
epitelial (Zhao et al., 2023). Esse desequilibrio tem sido associado com o desenvolvimento de
muitas doengas humanas relacionadas ao sistema imunoldgico, embora em muitos casos ainda
ndo foi estabelecido se a disbiose € uma causa ou consequéncia da doenca (Levy et al., 2017).
As alteragdes na diversidade microbiana podem aumentar o risco de desenvolver doengas
crénicas e inflamacéo sisttmica (Wilkins; Monga; Miller, 2019), cancer, gota, artrite (Ding et
al., 2019) e pode estar associada com disturbios intestinais e extraintestinais (Carding et al.,
2015; Das; Nair, 2019).

Sendo assim, estratégias para restaurar ou manter um equilibrio favoravel para o

hospedeiro abrange, alem das modificacOes dietéticas, a ingestdo de microrganismos benéficos
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vivos, estimulacdo do crescimento seletivo de microrganismos intestinais nativos e/ou a
aplicacdo combinada de ambas as estratégias, que, resumidamente, se faz por meio do consumo
de probioticos, prebioticos e simbioticos, respectivamente (Kim; Keogh; Clifton, 2018), como
também a realizacdo de transplante de microbiota fecal em situacdes especificas (doencas
inflamatdrias intestinais, sindrome metabodlica, alguns canceres entre outros) (Coman; Vodnar,
2020). Neste sentido, a administracdo de probioticos, prebidticos ou simbidticos de consumo
oral sinalizam abordagens mais comuns para manutencdo ou restauracdo do equilibrio da

microbiota nas diferentes fases da vida (Fagnant et al., 2023).

2.2.1 Prebioticos

O estudo dos prebidticos é relativamente recente. Por volta de 1995, foram definidos
como “ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro, estimulando
seletivamente o crescimento e/ou a atividade de uma ou de um numero limitado de bactérias no
célon” (Gibson; Roberfroid, 1995). Posteriormente, em 2004, essa definicao foi alterada para
“ingrediente seletivamente fermentado que proporciona mudangas especificas na composicao
e/ou atividade da microbiota gastrointestinal e que conferem beneficios ao bem-estar e salde
do hospedeiro” (Gibson et al.,, 2004). Conforme houve mudanca na definicdo, trés
caracteristicas principais de um prebidtico foram ressaltadas e essenciais para classifica-los:
Resistir a acidez gastrica, a hidrdlise de enzimas digestivas e a absorcdo intestinal; ser
fermentavel por géneros/espécies da microbiota intestinal; e ter efeito seletivo no crescimento
e/ou atividade da microbiota intestinal relacionada a salde e ao bem-estar do hospedeiro
(Gibson et al., 2004).

Por muito tempo, o termo “seletivamente” foi interpretado como referindo-se,
principalmente, a lactobacilos e bifidobactérias, onde restringia o efeito prebidtico a acédo
bifidogénica. Ou seja, acreditava-se ser necessario a estimulagdo especifica de bifidobactérias
(bifidogénese) para ser considerado “efeito prebidtico”. Com o passar dos anos e 0
desenvolvimento de novas técnicas avangadas de base molecular para identificagdo de géneros
bacterianos na microbiota intestinal, foi estabelecido que outros géneros podem ser capazes de
utilizar alguns substratos prebioticos por fermentacdo e outras vias metabolicas, permitindo
reconhecer os efeitos dos prebidticos além da acao de bifidobactérias e dos lactobacilos, sendo
necessaria uma avaliacdo de toda a diversidade microbiana (Gibson et al., 2017).

Assim, um acordo recente de um painel de especialistas da Associagdo Cientifica

Internacional para Probidticos e Prebioticos aperfeicoou a definicdo de prebidticos para
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“substrato utilizado seletivamente por microrganismos hospedeiros conferindo beneficios a
saude” (Gibson et al., 2017). Os prebidticos ndo sdo os Unicos componentes a afetar a
microbiota, mas sdo os Unicos capazes de promover a seletividade sobre 0s microrganismos.
Os substratos prebidticos podem ser utilizados por outros microrganismos do intestino que
podem promover efeitos benéficos a salde, seja por fermentacdo ou por meio de outras vias
metabdlicas, sendo que esses microrganismos podem variar de acordo com o hospedeiro
(Gibson et al., 2017). O efeito inclui algumas espécies microbianas, com excecdo aos
patogénicos, podendo-se incluir espécies de Bifidobacterium e Lactobacillus, e ainda
Faecalibacterium prausnitzii, Anaerostipes spp, Akkermansia muciniphila, Ruminococcus spp.
e Roseburia spp. (Hutkins et al., 2016; Espin et al., 2017; Gibson et al., 2017).

Dessa forma, o novo conceito permitiu incluir outros microrganismos e outros
componentes alimentares que possam promover o0 crescimento microbiano seletivo (Espin et
al., 2017) (Figura 5). Os prebioticos ja bem respaldados s&o formados por carboidratos, a
exemplo de alguns oligossacarideos, como frutoligossacarideos (FOS) e galactoligossacarideos
(GOS); oligossacarideos resistentes, como oligossacarideos do leite humano (HMO);
mananoligossacarideos; lactulose; polidextrose e inulina (Saad et al., 2013; Bruno-Barcena;
Azcarate-Peril, 2014; Nascimento; Junior, 2021; Rezende; Lima; Naves, 2021).

Ainda existem outras substancias, incluindo alguns peptideos e proteinas (Duda-Chodak
et al., 2015; Martinez-Gutierrez et al., 2017), compostos fendlicos, xilo-oligossacarideos
(Cunningham et al., 2021) e os &cidos graxos poli-insaturados, convertidos nos respectivos
acidos graxos conjugados, que podem se enquadrar na definicdo de prebidticos, desde que sua

eficacia seja aprovada em testes in vitro e in vivo (Saad et al., 2013; Gibson et al., 2017).
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Figura 4 — Esquema grafico da distin¢do de substancias possuidoras ou ndo de propriedades
prebioticas.
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Fonte: adaptado de Gibson et al. (2017). Os prebidticos dietéticos ndo devem ser degradados pelas
enzimas alvo do hospedeiro. *A figura mostra os prebioticos candidatos e também os aceitos, visto que os niveis
de evidéncia variam atualmente, sendo o FOS e 0 GOS os prebioticos mais pesquisados. CLA, &cido linoléico
conjugado; PUFA, acido graxo poliinsaturado; FOS, frutooligossacarideos; GOS, galactooligossacarideos; MOS,
mananoligossacarideo; XOS, xilooligossacarideo.
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Os efeitos benéficos advindos dos prebidticos dependem da influéncia na microbiota
intestinal e dos metabdlitos produzidos, uma vez que sdo fontes de energia no processo de
fermentacdo e promovem o crescimento de microrganismos especificos, proporcionando uma
microbiota mais saudavel (Holscher, 2017). O consumo regular de prebioticos tem sido
associado com a modulacédo da resposta imunoldgica, atuando na melhora da funcéo intestinal,
aumentando a absor¢do de vitaminas e minerais, trazendo efeitos positivos no metabolismo
energético, e reduzindo o risco de infeccdes intestinais. Logo, 0s prebidticos mostram impacto
direto na composicdo da microbiota intestinal e sintese de metabdlitos derivados (Sanders et
al., 2019; Farias et al., 2019).

Compostos que apresentam efeitos prebioticos podem ser administrados de forma
isolada em suplementos alimentares ou estar presentes em varios alimentos, como iogurtes,
pées, tomate, mel, cebola, aspargos, chicéria e leite humano, além de serem encontrados
também para comercializagcdo na forma de po ou xarope, que podem ainda ser incorporados ao
preparo de outros alimentos (Gibson et al., 2017; Mollakhalili-Meybodi et al., 2021), como
produtos lacteos (Dantas et al., 2021), sorvete (Silva et al., 2020), kefir e iogurte (Yo et al.,

2021), massas, xaropes e sucos de frutas (Cunningham et al., 2021).
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A fermentabilidade de prebioticos pela microbiota col6nica depende de caracteristicas
estruturais dos substratos prebidticos, como grau de polimerizacdo, comprimento da cadeia,
composicao e tipo de ligacdo glicosidica (Tian et al., 2017; Ferreira-Lazarte et al., 2019).
Durante o processo de fermentacdo, os microrganismos produzem gases (como dioxido de
carbono e hidrogénio), &cido latico e &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) (como o acético,
butirico e propidnico), que podem promover melhoras na salde local e sisttmica (Rastall;
Gibson, 2015; Patcharatrakul; Gonlachanvit, 2016). Dentre as funcdes bioldgicas dos AGCC
incluem a manutencdo da integridade do epitélio intestinal, regulacdo do pH colénico, sintese
de muco, fornecimento de energia para os colonécitos e melhora do metabolismo da glicose
(Snelson, Kellow, Coughlan, 2019), da funcdo imunoldgica, do estresse oxidativo (Liu et al.,
2021) e da resisténcia contra a invasao por patdgenos (Blaack et al., 2021).

Novas evidéncias sugerem que compostos fendlicos, incluindo flavonoides e néo
flavonoides, abundantes em alimentos podem atuear como importantes moduladores da
microbiota intestinal (Sayers; Wijeyesekera; Gibson, 2021), caracterizando-0s como potenciais
prebidticos, visto que influenciam positivamente na adesdo, crescimento, sobrevivéncia e
funcionalidade de microrganismos probidticos (Souza et al., 2019; Sanders et al., 2019;
Moorthy et al., 2020). Os compostos fendlicos sdo encontrados em matrizes alimentares na
forma livre ou ligados a outros compostos, como a matriz da fibra dietética (Jackson; Jewell,
2017), sendo sugestdo de que as fibras presentes nos vegetais podem facilitar o transporte dos
compostos fenolicos até alcancar o colon humano (Sayers; Wijeyesekera; Gibson, 2021).

Devido a falta de estudos em humanos para confirmar os achados obtidos previamente
em estudos in vitro e in vivo, as evidéncias encontradas indicam os compostos fenélicos como
possiveis prebidticos, embora ja seja consenso que tais compostos estimulam o crescimento de
microrganismos alvos de prebidticos e aumentam a producdo de AGCC (Mosele; Macia;
Motilva, 2015; Cueva et al., 2020). Sendo assim, a presenca de fibras e compostos fenolicos no
xique-xique, bem como seus potenciais impactos na composi¢do da microbiota intestinal, o

colocam como um possivel substrato para obtencéo de novas substancias prebidticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 TIPODEESTUDO

O presente estudo caracteriza-se como investigacdo experimental em laboratorio.
Estudos in vitro sdo realizados buscando simular condi¢des biologicas reais em laboratorio de

modo a fornecendo principios para realizacdo de estudos posteriores (Freire & Pattussi, 2018).

3.2  LOCAIS DE EXECUCAO DA PESQUISA

As andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia e Bioquimica de
Alimentos (Universidade Federal da Paraiba - UFPB); Laboratério de Bromatologia (UFPB);
Laboratdrio de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (UFPB); Laboratério de
Experimentagdo e Andlise de Alimentos (Instituto Federal de Pernambuco-IFPE), Laboratorio
de Alimentos Funcionais (Instituto de Nutricdo Josué de Castro/Universidade Federal do Rio
de Janeiro - UFRJ); Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Andlises (Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos-IPeFarm - UFPB) e Neoprospecta (Floriandpolis -
Santa Catarina).

3.3  AQUISICAO E LIOFILIZACAO DO XIQUE-XIQUE

O xique-xique foi adqurido de uma plantagéo de cultivo privado regional (Boa Vista,
PB, Brasil; 07°15'32" S 36°14'24" W), em agosto de 2022, selecionado mediante sua
integridade fisica e transportado devidamente acondicionado em caixas de poliestireno sob
temperatura fria (10 + 1 °C) até o Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica de Alimentos
(LMBA), Departamento de Nutricdo (DN), Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) (Jodo Pessoa — PB), onde foi processado para a realizagdo dos
experimentos.

O material foi identificado botanicamente pelo Prof. Leonardo Person Felix (Centro de
Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, Areia, PB, Brasil) e a espécie foi
depositada no Herbario Prof. Jaime Coelho Morais (Centro de Ciéncias Agréarias da
Universidade Federal da Paraiba) sob niumero de acesso 17.562. A colecdo de material vegetal

foi registrada no Sistema de Informacéo e Biodiversidade do Brasil (SISBIO; nimero 62681),



27

bem como no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e Conhecimentos
Tradicionais Associados (SISGEN; nimero AA17429).

Da matéria adquirida, foram retirados os espinhos e selecionados os cladddios mediante
sua integridade fisica, o quais foram higienizados em agua potavel corrente e sanitizados por
imersdo em agua clorada (100 ppm) por 15 minutos, com posterior enxague em agua potavel
corrente. De cada cladddio, foi separado o cilindro vascular do talo central. O talo central foi
descartado e apenas o cilindro vascular foi processado, uma vez que a polpa apresenta maior
quantidade de mucilagem composta por carboidratos complexos (Saenz; Sepulveda;
Matsuhirob, 2004). As amostras do cilindro central do xique-xique foram separadas em sacos
hermeticamente fechados (Figura 6), envolvidas em papel aluminio e armazenadas sob
congelamento (-18 £ 2 °C).

O material congelado foi levado para liofilizacdo em liofilizador de bancada (modelo L-
101, Liotop®, S&o Carlos, SP, Brasil) sob temperatura -56 + 1 °C por aproximadamente 27
horas (presséo de vacuo <138 puHg, velocidade de liofilizacdo 1 mm/h). O material liofilizado
foi macerado e peneirado em malha fina (tamanho de particula <1 mm) e acondicionado em
frascos de vidro esterilizados envolvidos em papel aluminio e armazenado sob refrigeracdo
(temperatura 4 £ 0,5 °C) (Massa et al., 2020).

Figura 5 — Etapas de processamento para obtengéo do liofilizado a partir do cilindro vascular

de xique-xique

Cladodios de xique-xique Cilindro vascular (polpa) Polpa de xique-xique para
de xique-xique armazenamento

Polpa de xique-xique Polpa de xique-xique Liofilizado da polpa de
triturada para liofilizagao triturado durante a xique-xique
liofilizagao

Fonte: Imagem do autor (2023).
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34  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apols a obtencdo do liofilizado da polpa do xique-xique (FDPg) foram realizadas
analises para determinacdo de sua composicdo nutricional e parametros fisico-quimicos,
seguido por uma digestdo gastrointestinal in vitro. O FDPg foi submetido a ensaios de
fermentacdo com inoculo fecal humano e realizadas andlises de metagendmica
(sequenciamento 16S RNAr) e monitoramento de indicadores de atividade metabdlica (pH,
acucares, acidos organicos, compostos fenolicos e metaboldmica) e atividade antioxidante. As
andlises foram realizadas na amostra bruta liofilizada e no meio fermentado ao longo do tempo

(zero, 24 e 48 h de fermentacdo). O desenho experimental do estudo é apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma do desenho experimental do estudo.

Cilindo vascular (polpa)
do xique-xique

Elaboragio do liofilizado da

polpa do xique-xique (FDPg)

Caracterizagio Liofilizagdo Caracterizagio
fisico-quimica nutricional
pH Proteina
Atividade de agua Lipideos
Acidez Digestdo gastrointestinal Mlpn‘rmﬁ
Cinzas Agucares
Clorofila Liofilizagio dos fluidos Fibras totais, soliveis e

Cor insoliveis

Atividade antioxidante

Indicadores de
atividade metabolica
Acgucares
Compostos fendlicos
Acidos Organicos
pH
Metabolomica

Fermentacio colonica
in vitro

Atividade antioxidante

Fonte: Imagem do autor (2023).

Acidos orgianicos
Compostos fenolicos

Metagendnica

Sequenciamento do
gene 168 rRNA
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3.5  ANALISES FISICO-QUIMICAS E NUTRICIONAIS

O FDPg foi submetido as andlises de determinacdo de pH, atividade de &gua, acidez
total titulavel, cinzas, clorofila e cor. Além disso, foram realizadas analises para caracterizacdo
nutricional do FDPg, com quantificacdo de proteinas, lipideos, fibras sollveis e insolaveis,
minerais, agucares, &cidos organicos, compostos fendlicos, além de determinacdo da atividade
antioxidante. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

O pH foi determinado com uso de pHmetro digital (Quimis®, Q400AS, Séo Paulo, SP,
Brasil), onde o eletrodo de vidro foi inserido diretamente em aliquotas da amostra diluida em
agua destilada, sendo as medidas realizadas a 25 £ 0,5 °C. A atividade de agua (aa) foi
determinada sob temperatura de 25 + 2 °C utilizando-se equipamento AquaLab® (Modelo
4TEV, Meter®, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) por meio da disposi¢do do FDPg (média de
1 g) até preencher o suporte de leitura do equipamento. A acidez total titulavel foi baseada na
neutralizacdo da amostra com solugcdo padrdo de NaOH O0,1N, sendo determinada por
titulometria, utilizando fenoftaleina como indicador (aproximadamente 3 gotas). O teor de
cinzas foi determinado por meio de incineracdo em mufla a 550°C até alcancar peso constante
(AOAC, 2019).

Para determinag&o de clorofila, foi utilizado o método descrito por Lichtenthaler (1987),
onde foram pesados 2 g da amostra, acrescido 25 mL de acetona 80% e filtrado para baldo de
25 mL, tendo seu volume completado com o proprio solvente. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro (SpectraMax M2) nos comprimentos de onda de 647 nm e 663 nm para
clorofila, utilizando os valores encontrados para quantificar Clorofila a e Clorofila b. Para o
branco, utilizou-se apenas acetona 80%.

Para andlise de cor, utilizou-se colorimetro Minolta CR-2000 (Minolta Limited, Milton
Keynes, Reino Unido) e as leituras de cor foram efetuadas para cada amostra apés
homogeneizacao, utilizando os valores a* (vermelho-verde) e b* (amarelo-azul) para calcular
o valor do angulo de tonalidade e luminosidade (L* = zero — preto e L* = 100 — branco),
conforme CIE (1986).

Para determinacdo de proteinas, foi utilizado o método Kjeldhal utilizando o fator 5,75
recomendado para material de origem vegetal, como descrito pela AOAC (2019). O teor de
lipidios foi determinado de acordo com técnica descrita por Folch, Less e Stoane-Stanley
(1957), com extracdo em solugdo de cloroférmio-metanol (2:1). Para determinacdo de fibra
total, solGvel e insolUvel seguiu-se a metodologia descrita pela AOAC (1995), com uso de kit

de ensaio enzimatico-gravimétrico (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA).
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Para as analises de minerais (potéssio, calcio, magnésio, sédio, manganés, fésforo, ferro,
zinco, cobre e cobalto), foi realizada a digestdo das amostras, em triplicata, conforme AOAC
(2000), onde as amostras foram carbonizadas em placa aquecedora, colocadas em mufla a 450
°C por 6 horas, sendo as cinzas umedecidas com agua Milli-Q e adicionado 1 mL de &cido
nitrico concentrado, aquecendo em placa até completa secagem e repetindo a adi¢do de cido
até a obtencdo de cinzas claras. As cinzas foram dissolvidas com solucdo de 10% de &cido
nitrico ultrapuro em agua Milli-Q.

A quantificacdo dos minerais foi realizada utilizando a técnica analitica de
Espectrometria de Emissdo Otica com Fonte de Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES)
(Horiba Jobin Yvon, Ultima 2, Longjumeau, Franca), sequencial, com viséo radial, equipado
com camara de nebulizacdo ciclénica, nebulizador do tipo MiraMist (Mira Mist CE, Burgener
Research Inc., Ontario, Canada), amostrador automatico modelo AS 421. Para anélise de dados,
foi utilizado o software operacional Analyst 5.4. As condic¢des de operagdo do ICP-OES foram
1200 W de poténcia de radiofrequéncia, 12 L/min de fluxo de gas do plasma, 0,2 L/min de fluxo
de géas auxiliar, 1,0 bar de pressdo do nebulizador, 1,0 mL/min de vazdo de introducdo da
amostra, e 1 s de tempo de integracdo. Foi realizada a interpolacdo utilizando curva analitica
com quatro solugdes-padrao para a calibragéo, preparadas a partir da diluicdo de solucéo-padrao
estoque SpecSol de concentragdo 1.000 ou 10.000 mg L (Quimlab Quimica & Metrologia®,
Jardim Califérnia, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) até a obtencdo das concentracbes desejadas,

conforme assemelhamento de matriz.

3.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A identificacdo dos compostos fenolicos foi realizada segundo a metodologia validada
por Padilha et al. (2017) para quantificacdo de procianidina B1, procianidina B2, quercetina 3-
glicosideo, kaempferol 3-glicosideo, epicatequina galato, epigalocatequina galato,
epicatequina, catequina e miricetina.

Para a andlise, inicialmente foi realizada uma extracdo metandlica em duplicata, onde
aproximadamente 2 g do FDPg foram acidificados com 0,1 M HCI (Neon, Sao Paulo, SP,
Brazil) para atingir pH 2 e misturados com 20 mL de metanol, seguido por tratamento com
ultrassom (60 min,37 kHz, 30 °C) (Ultrasonic, Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil). As solucGes
foram centrifugadas (4000 x g, 15 min, 4 °C) e os sobrenadantes foram filtrados com filtros
PTFE de tamanho de poro de 0,45 um (Whatman®).
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Para separacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos, foi empregado método de
deteccdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por meio de um cromatdgrafo
liquido Agilent 1260 Infinity LC System (Agilent Technologies, Santa Clara - USA) equipado
com bomba quaternaria de solventes, desgaseificador, compartimento termostatico da coluna e
amostrador automatico, juntamente com detector de matriz de diodos (DAD).

As outras condi¢des analiticas foram as seguintes: coluna de fase reversa Hydro-RP C18
(150 x 4.6 mm, 4 micrémetros, Phenomenex®); fase movel com gradiente de acido formico
aquoso a 0,3% (eluente A), metanol (eluente B) e acetonitrila (eluente C), a uma vazao de 1,0
mL/min. Os compostos fenolicos foram monitorados de 190 a 370 nm. Os dados foram
processados usando o software OpenLAB CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies).
Foi realizada a identificacdo e quantificacdo por comparacdo com padrbes externos,
comparando seus tempos de retencdo com aqueles encontrados para os padrées de compostos
fendlicos (Sigma Aldrich) e espectro de absorcdo do respectivo padrdo. Foram realizadas
injecdes duplicadas e as areas médias dos picos foram usadas para quantificacdo dos compostos
fenolicos identificados (Coelho et al., 2018; Padilha et al., 2017; Lima et al., 2019).

3.7 QUANTIFICACOES DE ACUCARES E ACIDOS ORGANICOS

Para a determinacdo de aguUcares e acidos organicos foi empregado métodos de deteccao
por CLAE (Ball et al.,, 2011), utilizando-se um cromatégrafo LC 1260 Infinity (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA) equipado com bomba de solvente quaternario
(modelo G1311C), desgaseificador, compartimento de coluna termostato e amostrador
automatico acoplado a detector de matriz de diodo (DAD) (para agUcares) e detector de indice
de refracdo (RID) (para &cidos organicos).

Para determinacdo do conteldo de acUcares (glicose, frutose, maltose e ramnose) e
contetidos de &cido citrico, formico, malico e succinico, foi preparado um extrato aquoso do
FDPg. Inicialmente, 1 g do FDPg foi homogeneizado com 20 mL de &gua ultrapurificada (1:20)
(Sistema de Purificacio de Agua Integral Milli-Q®, EMD Millipore, Billerica, MA, EUA) por
10 minutos com aparelho Turratec (Tecnal). A suspensdo foi centrifugada em centrifuga
refrigerada (centrifuga refrigerada MPW® 351R, Varsovia, Pol6nia; rotor 11457; RCF 10732
X g; raio 9,6 cm; angulo 30°; 4000 rpm) (1696 x g, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi filtrado
com um filtro PTFE de 0,45 pm (Whatman®, GE Healthcare, Chicago, IL, EUA).

Durante a andlise, as condi¢des analiticas foram: coluna Agilent Hi-Plex H (300 x 7,7

mm) com tamanho de particula de 8,0 um e coluna de guarda PL Hi-Plex H (5 x 3 mm) (Agilent
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Technologies) mantidas a 50 °C com volume de injecéo foi 10 pL, vazdo de 0,5 mL/min, fase
movel 4 mM H>SO4 em gua ultrapura e corrida de 20 minutos. Os dados foram processados
com o software OpenLAB CDS ChemStation EditionTM (Agilent Technologies), sendo
utilizados os picos e as areas meédias de pico para quantificacdo dos compostos atraves da
comparacao dos seus tempos de retencdo com 0s respectivos padrdes para agucares e acidos
organicos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (Batista et al., 2018; Coelho et al., 2018; Lima
et al., 2019; Padilha et al., 2017).

Para realizacdo dessas andlises, os padrdes de glicose e frutose foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, EUA); os padrdes de maltose foram obtidos da Chem Service
(West Chester, EUA); e os padrdes de acidos citrico, formico, malico e succinico foram obtidos
da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil); todos com uma pureza de >99%, a agua
ultrapura foi obtida de sistema de ultrapurificacdo de agua (Milli-Q®MilliQ®) e o &cido

sulfarico foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha).

3.8  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A capacidade antioxidante foi avaliada por meio da capacidade antioxidante equivalente
a trolox por meio da captura do radical 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico
(ABTS™) conforme Silva et al. (2023) com pequenas modificacdes; da eliminagéo do radical
DPPH (2,2-difenil-1picril-hidrazil) conforme Silva et al. (2023); e do poder antioxidante para
a reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe®* no ensaio de FRAP
conforme Silva et al. (2023), com pequenas modificacdes.

A obtencdo do extrato se deu conforme metodologia adaptada de Silva et al. (2023),
utilizando 2 g do FDPg diluidos em solu¢do aquosa de metanol a 80% (20:80, p/v). O tubo foi
envolto em papel aluminio, armazenado sob refrigeracdo (4 £ 0,5 °C) por 24 horas e
centrifugado em centrifuga refrigerada (MPW®, rotor 11456; RCF 3996 x g; raio 14,3 cm;
angulo 30°; 4500 rpm) (1696 x g, 10 minutos, 4 °C). Utilizou-se o sobrenadante para as analises

posteriores.

3.8.1 Captura do radical DPPH*(2,2-difenil-1picrilhidrazila)

A atividade antioxidante foi determinada por meio da avaliagdo da capacidade de

desativar o radical DPPH", segundo do método de Silva et al. (2023), com adaptacGes. Uma
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solugéo de DPPH (0,06 mmol/L em metanol 80%) foi preparada e armazenada em vidro ambar
a 20 °C até o uso. Uma curva padréo de Trolox foi preparada.

Foram elaboradas diferentes dilui¢des do extrato e acrescentados a solucdo de trabalho
de DPPHe. A mistura foi mantida sob repouso por 30 minutos em temperatura ambiente (25 +
0,5 °C) no escuro. Para o controle negativo, foi utilizada a mistura da solucao extratora (50 pL)
e solucdo de trabalho de DPPHe (250 pL), e para a solugdo “branca” foi utilizada apenas a
solucdo extratora (metanol 80%) (300 uL). Das diferentes diluicbes elaboradas, foram
transferidas 50 puL para uma microplaca de 96 pocos e realizada a leitura em comprimento de
onda de 515 nm usando espectrofotdmetro (BioTek Eon, Winooski, VT, USA).

A atividade antioxidante foi calculada usando uma curva padréo de Trolox a 2 mM (50-

2000 puM) e os percentuais de inibicdo forma determinados utilizado a Equacéo 1:

o ABSc — (ABSa - ABSb)
% inibicdo DPPH = ABSc X 100 (Eq. 1)

Sendo, “ABSc” a absorbancia do controle, “ABSa” a absorbancia da amostra e “ABSb”
a absorbancia do branco. Os resultados foram expressos em puM trolox/g de amostra (umol
Trolox/g).

3.8.2 Reducdo do ferro (Fe*?) (FRAP)

O potencial antioxidante pelo método FRAP foi realizado utilizando a metodologia
descrita por Silva et al. (2023), com adaptacGes. Foram elaboradas diferentes dilui¢cbes do
extrato e acrescentados o reagente FRAP. O reagente FRAP foi preparado no momento da
analise, sendo utilizado uma mistura de tampdo acetato (0,3M, pH 3,6), solucdo TPTZ (10 mM
em HCl a 40 mM) e solucdo aquosa de cloreto férrico a 20 mM em agua destilada, na proporcao
100:10:10 (v/v).

Para a analise foram elaboradas diferentes dilui¢fes do extrato e, entdo, foram retirados
45 UL de cada diluicdo e acrescentados 135 L de 4gua destilada. Em seguida, ocorreu a adi¢cdo
de 1,35 mL do reagente FRAP e seguiu-se para homogeneizacdo em agitador de tubos tipo
Vortex (Tecnal). A mistura foi incubada em banho ultratermostatizado (Splabor®) a 37 + 0,5
°C por 30 minutos no escuro. Foram transferidos 250 pL da mistura para uma microplaca de

96 pocos e realizada a leitura em comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro
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(BioTek Eon), para medir a reducdo reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina) com Fe3*. Para o “branco” foi apenas o reagente FRAP (300 pL).

A atividade antioxidante foi calculada usando uma curva de sulfato ferroso a 2 nM (em
50 mL de agua destilada) como referéncia (50 - 2000 uM). Os resultados foram expressos em

pmol de equivalentes de sulfato ferroso por g de amostra (umol FeSQO4/g).

3.8.3 Captura do radical livre ABTS (ABTS™)

O potencial antioxidante pelo método ABTS*™ foi realizado utilizando a metodologia
descrito por Silva et al. (2023), com modificacdes. O radical ABTS™* foi feito por meio da
reacdo da solucdo ABTS+ a 7 mM com a solucdo de persulfato de potassio a 140 mM,
incubados em temperatura de 25 £ 1 °C, no escuro, durante 16 horas. Em seguida, foi realizada
a diluicdo em alcool etilico absoluto até obter o valor de absorbéncia de 0,70 + 0,05 nm a 734
nm.

Diferentes dilui¢bes do extrato foram elaboradas e foram transferidos 50 pL de cada
diluicdo para uma microplaca de 96 pocos e acrescentados 250 pL do radical ABTS™". Para o
controle negativo foi feito uma mistura da solugdo extratora (50 pL) e o radical ABTS™ (250
uL). Para a solugdo “branca”, foi utilizada apenas a solucéo extratora (300 pL). As amostras
foram mantidas no escuro por 6 minutos e, em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia
em comprimento de onda de 734 nm, usando espectrofotdmetro (BioTek Eon) para medir a
diminuicdo na concentragdo do radical livie ABTS™".

A atividade antioxidante foi calculada usando uma curva padréo de Trolox a 2 mM (50-

2000 uM) e os percentuais de inibicdo foram calculados por meio da Equacéo 2:

Coa ABSc — (ABSa - ABSb)
% inibi¢do ABTS = ABSc X100 (2)

Sendo “ABSc” a absorbancia do controle, “ABSa” a absorbancia da amostra e “ABSb”
a absorbancia do branco. Os resultados foram expressos em uM Trolox/g de amostra (umol

Trolox/qg).

3.9 DIGESTAO GASTROINTESTINAL IN VITRO
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O FDPg foi submetido a uma digestdo gastrintestinal in vitro logo ap6s a liofilizagdo, a
fim de ser transformado em material com caracteristicas similares aquelas quando atingem o
colon humano (Guergoletto et al., 2016). Inicialmente, 5 g do FDPg foram reidratados com 25
mL (1:5, p/v) de agua destilada esterilizada sob temperatura ambiente (25 = 0,5 °C) e
homogeneizados por 15 minutos em frascos de vidro previamente esterilizados em autoclave.
Os movimentos peristalticos foram simulados por meio de agitacdo mecéanica em incubadora
com agitacdo orbital e temperatura controlada (TE-424, Tecnal) a37 + 0,5 ° C.

Para simular a condicéo oral, foram adicionadas 1,2 mL de a-amilase (100 U/mL de a-
amilase diluida em 1 mM de CaCl,) e, em seguida, foi ajustado o pH para 6,9, adicionando
solucdo de bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 1 M, e exposto a agitacdo manual por 2 minutos.
Ap0ds esta etapa, ocorreu a simulacdo da condicdo estomacal, onde o pH da mistura foi ajustado
para 2,0 utilizando-se HCl a 1 M, adicionado de pepsina (25 mg de pepsina diluida em 1 mL
de 0,1 M HCI) e mantido a 37 °C + 0,5 °C durante 60 minutos sob agitagéo (2 x g, 60 min). Para
simular as condi¢des duodenais e de ileo, foi adicionado solucdo intestinal (2 g de pancreatina
/ L de 0,1 M NaHCOse 12 g de sais biliares bovinos/L de 0,1 M NaHCOs3 e pH ajustado para
6,5 com NaHCOs a 1M, sendo a mistura incubada a 37 °C + 0,5 por 90 minutos sob agitacéo
mecéanica (0,3 x g, 90 min) (Sampaio et al., 2022). Todas as enzimas e reagentes usados para
digestdo gastrointestinal in vitro foram adquiridos na Sigma-Aldrich.

O fluido resultante da digestdo simulada passou pelo processo de dialise para a retirada
de produtos digestivos de baixo peso molecular (monossacarideos livres), onde a mistura foi
transferida para um tubo de dialise de celulose regenerada de 1 kDa de peso molecular
(Spectra/Por_ 6, Spectrum Europe, Holanda) e dialisada com NaCl 0,01M a 5 + 0,5 °C por 18
horas. Apos esse periodo, os fluidos de dialise foram substituidos e o processo continuado por
um periodo adicional de 2 horas a 5 + 0,5 °C (Sampaio et al., 2022). Por fim, as amostras pré-
digeridas dialisadas foram liofilizadas por, aproximadamente, 32 horas e armazenadas sob
refrigeracdo (5 £ 0.5 °C) por, no maximo, 1 semana, até a sua utilizagdo nos experimentos da

fermentagdo colonica.

3.10 ENSAIO COM SISTEMA DE FERMENTACAO COLONICA IN VITRO

3.10.1 Procedimentos éticos

Mediante as exigéncias do Conselho Nacional de Saude, esta pesquisa foi submetida a

analise pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da
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Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS/UFPB, para aprovacao da sua execucao.

Este procedimento esta baseado na Resolucdo 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 devera ser submetida a aprecia¢do de um Comité de
Etica em Pesquisa”. O projeto foi submetido, via plataforma Brasil, e aprovado (Anexo A) pelo
Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB sob o nimero do parecer 5.906.607 (CAAE:
66834523.7.0000.5188).

Os individuos que participaram voluntariamente desta pesquisa foram esclarecidos
sobre a temética e importancia da pesquisa e assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) (Apéndice A) concordando com a participagdo na pesquisa.

3.10.2 Coleta das amostras fecais

As amostras fecais frescas foram doadas por seis voluntarios adultos saudaveis, sendo
trés homens e trés mulheres, entre 19 e 40 anos de idade. Os individuos receberam informacdes
prévias sobre o estudo, como forma de pré-selecdo, para fins de concordancia ou ndo acerca da
participagdo nesta pesquisa e foram conduzidos ao Laboratdrio de Microbiologia e Bioquimica
de Alimentos (LMBA) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPB, onde foram
submetidos a uma triagem a fim de avaliar se atendiam aos critérios de inclusdo necessarios a
participacdo na pesquisa.

Como critérios de inclusdo, os doadores deveriam seguir dieta onivora; sem
precedentes de doenca no intestino grosso; sem uso de alimentos probidticos ou prebidticos
concentrados ha, no minimo, seis meses antes do periodo de coleta; além do ndo uso de
antibidticos, inibidores de bomba de préton ou qualquer outro medicamento de uso controlado
por, pelo menos, seis meses antes da coleta, ndo consumir alcool regularmente, ndo serem
fumantes e possuirem IMC eutréfico.

Um kit para coleta foi disponibilizado para cada doador, contendo frascos coletores
esterilizados, luvas, prato descartavel, espatula descartavel e alcool a 70%. Os participantes
foram instruidos quanto ao manuseio asséptico do material. As amostras foram coletadas em
até 30 minutos apoOs a excrecdo, sendo transportadas em jarra de anaerobiose e utilizadas

imediatamente (Albuquerque et al., 2021; Menezes et al., 2021).
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3.10.3 Preparacgédo das amostras fecais e preparacdo do meio de fermentacgéo col6nica in

vitro

As amostras fecais frescas coletadas de cada doador foram misturadas em igual
quantidade (1:1:1:1:1:1), diluidas (1:10 p/v) em tampéo fosfato alcalino reduzido constituido
de 0,5 g/L de cisteina e 8,5 g/L de NaCl e homogeneizadas por 2 minutos sob agitacdo manual.
A mistura fecal/inoculo fecal (100 g) foi filtrada com o uso de camada tripla de gazes
esterilizadas para remocdo de particulas grandes e utilizado, ainda fresco, apos a filtracao
(Albuquerque et al., 2021; Menezes et al., 2021).

Para o processo de fermentacédo, foi formulado 1 L de meio de crescimento, com a
seguinte composicdo: 4,5 g de NaCl, 4,5 g de KCI, 1,5 g de NaHCO3, 0,69 g de MgSQOs4, 0,8 g
de L-cisteina, 0,5 g de KH2POs, 0,5 g de K:HPO4, 0,4 g de sal biliar, 0,08 g CaClz, 0,005 g de
FeSO4, 1 mL de Tween 80 e 4 mL de solucdo de resazurina (0,025%, v/v) como indicador
anaerdbio, diluido em &gua destilada e esterilizado por autoclavagem (121 °C, 1 atm, 15 min)
(Sampaio et al., 2022). O FDPg digerido e dialisado foi submetido a fermentacdo com o indculo
fecal fresco previamente preparado.

O volume final do sistema de fermentacdo foi de 40% de meio de fermentagdo (v/v),
40% da pré-cultura do inéculo fecal humano (v/v) e 20% do FDPg digerido e liofilizado (p/v).
Todos os meios de fermentagdo foram incubados sob anaerobiose (AnaeroGen®) por 48 h a
37 °C (Albuquergue et al., 2021; Menezes et al., 2021). Também foi preparado um meio
fermentativo contendo FOS (20% p/v, ingrediente prebidtico padrdo) (Gibson et al., 2017;
Sanders et al., 2019) para ser utilizado como controle positivo, e outro meio sem adigdo de
substrato fermentavel para ser utilizado como controle negativo (Guergoletto et al., 2016;
Rodrigues et al., 2016). Os ingredientes utilizados para formular os meios de pré-cultura e

fermentacao foram obtidos da Sigma Aldrich (Rodrigues et al., 2016).

3.10.4 Monitoramento de indicadores de atividade metabdlica

Nos tempos zero, 24 e 48 horas de fermentacdo col6nica foram retiradas aliquotas do
sistema de fermentacdo descrito no topico 3.10 para analises do pH, agtcares e acidos organicos
e compostos fendlicos. Os valores de pH foram mensurados conforme descrito no topico 3.5.
Para a determinag&o de compostos fendlicos, seguiram-se procedimentos descritos conforme o
topico 3.6. Para a determinagdo de agucares e acidos organicos, foi realizado o procedimento

descrito no topico 3.7. Para a anélise do potencial antioxidante, retirou-se 2 mL para o preparo
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do extrato utilizando os ensaios de ABTS™", DPPH" e FRAP como descrito nos tépicos 3.8.1,
3.8.2 e 3.8.3, respectivamente.

Para a determinacdo do perfil metabolémico global (global metabolite profilling)
utilizou-se a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), conforme metodologia
descrita por Sampaio et al., (2022). Aliquotas de 2 mL de cada tempo avaliado (0 e 48 horas)
em cada sistema de fermentacdo col6nica foram diluidas em solu¢cdo com metanol padréo
HPLC (CH3OH) e 4gua deuterada (D20) (1:1:1, v/v), centrifugadas (MPW®, 1696 x g, 10
minutos, 4° C) e filtradas através de uma membrana de éster de celulose de 0,45 pm
(Millipore®). Da soluc&o resultante, 550 uL foram transferidos em um tubo quantitativo (5 mm
x 177,8 mm). Os experimentos de RMN foram realizados em equipamento Bruker Ascend 400,
operando a 400 MHz para *H RMN e 100 MHz para *C RMN (Bruker, Billerica, MA, EUA).
A matriz de dados das amostras consistiu em espectros formados por linhas e colunas (picos)
variando conforme a intensidade de sinais nas diferentes regides avaliadas. Os deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
em Hz, e as multiplicidades de RMN de 'H indicadas segundo a convencdo: s (singleto), sl
(singleto largo), d (dubleto), dI (dubleto largo), dd (duplo dubleto), t (tripleto), g (quarteto) e m
(multipleto) (HU et al., 2019). Os espectros foram processados usando o software Bruker
TopSpin 4.1.1. As intensidades das regides foram utilizadas para quantificacdo relativa dos
metabdlitos no material analisado durante a fermentacédo. A regido referente ao CH;OH e D>O

foram suprimidas da analise.

3.10.5 Metagendmica: Andlise transcriptbmica da microbiota fecal — extracdo do DNA,

preparacao e sequenciamento do gene 16S rRNA

A andlise da composicdo da microbiota colénica foi realizada por meio do
sequenciamento do gene 16S RNAr regido V3/V4 wusando o0s primers 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT) utilizando
Neoprospecta Microbiome Technologies (Floriandpolis, SC, Brasil). As bibliotecas de 16S
rRNA foram sequenciadas usandoo sistema de sequenciamento MiSeq (Illumina Inc., EUA)
com os primers lllumina padréo fornecido no kit, empregando 300 ciclos para sequenciamento
emparelhado com 200 pb.

Aliquotas do sistema de fermentacdo colonica foram coletadas nos tempos zero e 48 h,
homogeneizadas, fracionadas em microtubos e realizada a extragdo do DNA gendmico usando
o kit QIAamp DNA Stool Mini (QIAGEN, Hildren, Alemanha) de acordo com o protocolo do
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fabricante, sendo a composi¢cdo da microbiota intestinal analisada na plataforma MiSeq
(lMlumina) (Illumina, San Diego, CA, EUA). A andlise das sequéncias e a identificagdo das
unidades taxondmicas foram avaliadas conforme as metodologias propostas por Giongo et al.
(2010); Hong et al. (2006).

A amplificacdo da regido 16S RNAr foi realizada com a técnica de Real Time
Quantitative PCR (qPCR), e para identificar os grupos de bactérias intestinais foram utilizados
primers especificos para o gene 16S RNAr, iniciadores e os amplicons purificados,
quantificados e sequenciados usando o sistema lllumina MiSeq para produzir a sequéncia de 2
x 300 pb. As reacOes de qPCR foram realizadas em duplicata, em placa de 96 pogos com o
reagente SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™). Cada reacdo foi composta
por 5 uL de Master Mix Green SYBR™ Green, 0,4 uL de cada um dos primers especificos na
concentragdo de 10 umol/L, e 2 uL de DNA molde (concentragdo fixa de 2 ng/uL de DNA),
com volume final de 10 pL. As amostras foram processadas em termociclador Fast Real-time
PCR System (Applied Biosystems, USA), sendo desnaturadas por 3 minutos a 95 °C, seguidas
de 30 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 30 segundos a 60 °C, seguidos por uma curva de melting
padrdo do equipamento (15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60° C, 15 segundos a 95 °C). Uma
curva padrao foi construida para cada experimento usando a dilui¢do seriada.

A filtragem de qualidade inicial das leituras foi realizada com o Illumina Software a fim
de serem produzidos, em média, 148.370 leituras do filtro de passagem por amostra. Os indices
de qualidade foram visualizados e as leituras ajustadas para 240 pb. As leituras foram mescladas
com o aplicativo Merge-Illumina-pairs. Para amostras com > 100.000 leituras mescladas, um
subconjunto de 100.000 leituras foi selecionado, aleatoriamente, usando Mothur 1.32.1,
evitando grandes disparidades no nimero de sequéncias. Apds, usou-se o pipeline UPARSE
implementado no USEARCH v7.0.1001 para processar ainda mais as sequéncias. Quimeras
putativas foram identificadas no banco de dados de referéncia Gold e removidas. O
agrupamento foi realizado com um ponto de corte de 98% de similaridade para designar as
unidades taxondmicas operacionais (OTUs) e as sequéncias ndo quimericas também foram
submetidas a classificacdo taxondmica usando o RDP MultiClassifier 1.1 do Ribosomal
Database Project para o filo na caracterizacdo de género do microbioma fecal. Os filotipos
foram calculados como proporcdes percentuais com base no numero total de sequéncias em
cada amostra. A diversidade alfa foi calculada usando o indice Chaol e indice Shannon com
QIIME (V1.7.0) e exibido com software R (V2.15.3). A diversidade beta foi medida usando
métricas de distancia unifrac ponderadas e ndo ponderadas pelo software QIIME (V1 7.0). O

tamanho do efeito LDA foi calculado e plotado usando LEfSe.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em dois experimentos
independentes e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. O teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov foi realizado para avaliar se os dados obtidos possuiram
distribuicdo normal. Para a determinacdo da diferenca entre os dados obtidos, foi considerado
o0 nivel de 5% de significancia (p<0,05) com o teste t de Student ou Andlise de Variancia
(ANOVA) one-way ou two-way seguido pelo teste de Tukey. Para o tratamento estatistico, foi
utilizado o software SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, CA, USA).
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados em forma de artigo intitulado “Investigacdo dos
potenciais impactos dos cladodios de Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum. Bly. Ex
Rowl) na composicdo e atividade metabolica da microbiota intestinal humana” (Apéncide B).

O FDPg apresentou baixa acidez, pH neutro e baixa atividade de agua, além de uma
variedade de minerais, destacando-se os conteludos de potassio, calcio, magnésio, sodio e
manganés. O FDPg apresentou cor verde-amarelada escura sendo relacionada a presenca de
clorofila no produto. Foram encontrados elevados contetidos de fibras totais no FDPg, além da
identificacdo de flavonoides (epigalocatequina galato, procianidina B2 e catequina), e presenca
de aclcares em sua composicao, sendo um indicativo de disponibilidade de substratos passiveis
de fermentacdo por microrganismos que compdem a microbiota intestinal humana. O FDPg
também apresentou capacidade antioxidante.

Ap0s 48 h de fermentacdo coldnica, 0 meio com FDPg teve reducdo do pH, producéao
de acidos organicos e produtos absorviveis, a exemplo de metabdlitos fendlicos e acidos graxos
de cadeia curta (AGGC), e consumo de compostos fendlicos, além de manutencdo da
capacidade antioxidante ao longo da fermentacéo colonica.

O meio contendo FDPg apresentou, também, aumento de Firmicutes, com aumento da
abundancia relativa de grupos bacterianos benéficos a saude intestinal, a exemplo de
Mitsuokella, Bacteroides, Megasphaera e Acidaminococcus, além de reducdo de grupos
bacterianos considerados ndo benéficos, como Succinivibrio, Citrobacter, Escherichia-
Shigella, Faecalibacterium e Blautia.

De forma geral, ao longo da fermentacdo col6nica, 0 meio contento FDPg apresentou
mudancas positivas na composicdo da microbiota intestinal humana, com aumento da
populacdo de grupos bacterianos benéficos, diminuicdo da abundancia relativa de grupos
bacterianos considerados ndo benéficos e producdo de metabodlitos que favorecem a salde
intestinal e sistémica do hospedeiro.

Diante dos resultados encontrados nesse estudo, 0 FDPg se mostra como uma matriz
com potencial prebidtico e antioxidante, podendo ser explorado em formulagcfes de produtos

inovadores com propriedades funcionais.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor(a)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, voluntariamente do estudo “AVALIACAO
DO POTENCIAL PREBIOTICO DO LIOFILIZADO DE XIQUE-XIQUE (Pisolocereus
gounellei) EM SISTEMAS DE FERMENTAC,‘AO IN VITRO”.

Trata-se de um estudo em nivel de mestrado vinculado a uma pesquisa do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias da Nutricdo da Universidade Federal da Paraiba. O estudo tem por
objetivo avaliar o efeito prebiodtico de um po liofilizado da polpa do xique-xique, assim como
seus efeitos sobre o conteido de compostos fendlicos, aglcares e produgdo de acidos organicos.
O estudo esta sendo desenvolvido pela aluna mestranda Sabrina Radames Ferreira da Silva, sob
orientacdo do professor Doutor Evandro Leite de Souza. Os resultados obtidos nessa pesquisa
servirdo de base para definir os efeitos prebidticos do po liofilizado da polpa do xique-xique.

Solicitamos a sua colaboragdo para realizar a doagdo de material fecal, o qual seréd
colhido no referido dia e armazenado em frasco anaerébio cedido pelos envolvidos na pesquisa,
como também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de
salde e, eventualmente, publicacdo em revista cientifica. Informamos que jamais divulgaremos
Seu nome e gque essa pesquisa ndo oferece riscos previsiveis para a sua saude. Seus dados serdo
manuseados somente pelos pesquisadores e ndo serd permitido o acesso a outras pessoas.

Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas
cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um todo, sem revelar
seu nome ou qualquer informac&o que esteja relacionada com sua privacidade.

Esclarecemos que sua participacdo é voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo é
obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelos
pesquisadores. Caso decida ndo participar do estudo ou resolver a qualquer momento desistir
do mesmo, o(a) senhor(a) ndo sofrerd nenhum dano. Os pesquisadores estardo a sua disposi¢cdo
para qualquer esclarecimento que considere necessario 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 publicagéo dos resultados. Estou ciente que

receberei uma cdpia desse documento.
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Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura da Testemunha

Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora

responsavel pela pesquisa: Sabrina Radames Ferreira da Silva - (83) 998308252.

Enderecgo (Setor de Pesquisa): Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Departamento de
Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus
| - Cidade Universitaria - CEP 58051-900 - Jodo Pessoa - PB Telefone: (83) 3216- 7807.

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba Campus | - Cidade Universitaria - 1° Andar — CEP 58051-900 — Jodo Pessoa/PB (83)

3216-7791 — E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE B - ARTIGO

Freeze-dried Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum. Bly. Ex Rowl) cladodes
acting as a potential prebiotic to enhance the composition and metabolic activity of human

intestinal microbiota

Abstract

Pilosocereus gounellei A. Weber ex K. Schum. Bly. Ex Rowl, popularly known as xique-xique,
IS a cactus native to the Brazilian Caatinga biome and is considered a non-conventional food
plant. This study evaluated the physicochemical, nutritional, antioxidant capacity, and potential
prebiotic effects on human intestinal microbiota of freeze-dried P. gounellei cladodes (FDPQ)
during 48 h of in vitro colonic fermentation using a pooled human fecal inoculum. FDPg had a
high nutritional value, the presence of bioactive compounds, such as dietary fibers, chlorophyll,
and phenolic compounds, and antioxidant capacity. The colonic fermentation of FDPg
promoted an increase in the Firmicutes/Bacteroidetes ratio, higher bacterial diversity, and an
increase in the relative abundance of bacterial groups considered beneficial, such as
Mitsuokella, Bacteroides, Megasphaera, and Acidaminococcus, and a decrease in the relative
abundance of bacterial groups considered non-beneficial, such as Succinivibrio, Citrobacter,
Escherichia-Shigella, Faecalibacterium, and Blautia. Still, the colonic fermentation of FDPg
induced the production of various metabolites related to host health promotion, including short-
chain fatty acids, branched-chain fatty acids, organic acids, and amino acids, besides
maintaining antioxidant capacity. The effects induced by FDPg on the composition and
metabolic activity of the intestinal microbiota during colonic fermentation indicate prebiotic
properties. The results characterize FDPg as an ingredient from Caatinga biome with potential
prebiotic properties on human intestinal microbiota, which can be used to develop innovative
products with functional and added-value properties. More in vitro and in vivo studies are
needed to evaluate safety and effective doses, to improve the use of this ingredient in the

prevention and treatment of diseases.

Keywords: Cactaceae, xique-xique, intestinal microbiota, antioxidant activity, colonic

fermentation.
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1. Introduction

The Caatinga is an exclusive biome from Brazil and is characterized by a hot and dry
climate, with a great diversity of plant species adapted to low water availability, including cacti
(Lucena et al., 2012; Ribeiro et al.,, 2015). Several cacti species are recognized as
unconventional food plants, such as Pilosocereus gounellei, Napalea cochenilifera, Opuntia
ficus-indica, Pereskia aculeata, Cereus hildmannianus, Hylocereus lemaire, and Hylocereus
undatus (Kinuppi; Lorenzi, 2014). Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum. Bly. Ex
Rowl), cactaceae, popularly known as xique-xique, is a species native to the Caatinga biome,
which has been studied for its nutritional characteristics (Bezerril et al., 2021), presence of
bioactive compounds (Maciel et al., 2016; Silva et al., 2018; Carvalho et al., 2021), and
antioxidant capacity (Maciel et al., 2016; Silva et al., 2018). Additionally, it has been reported
to possess antinociceptive, anti-inflammatory, and antipyretic effects (Oliveira et al., 2018).
Early studies have also demonstrated that P. gounellei supplementation is safe and reduces
insulin resistance, inflammation, oxidative stress, and cardio-metabolic risk in rodents (Assis
etal., 2019; Oliveira et al., 2019; Oliveira et al., 2020).

Prebiotics are defined as "substrates selectively utilized by host microorganisms
conferring health benefits" (Gibson et al., 2017). Prebiotics are not the only dietary components
capable of affecting the intestinal microbiota but are the only components capable of promoting
selective effects on specific beneficial microbial groups forming the intestinal microbiota
(Holscher, 2017). A previous study demonstrated that a freeze-dried juice from P. gounellei
cladodes exerted selective stimulatory effects on the growth of probiotic strains in a laboratory
medium, suggesting a putative potential prebiotic effect mainly related to its content of dietary
fibers and phenolic compounds (Ribeiro et al., 2020). However, investigations on the prebiotic
effects of P. gounellei on human intestinal microbiota are still scarce or nonexistent.

Dietary fibers and phenolic compounds present in the diet have low bioavailability and
reach the colon to interact with the resident microbiota, being extensively metabolized in the
large intestine. The interaction with dietary fibers and phenolic compounds can direct important
modulatory effects on the composition and metabolic activity of the intestinal microbiota
(Gibson et al., 2017), with the production of various absorbable metabolites, such as phenolic
metabolites and short-chain fatty acids, linked to beneficial local and systemic health effects
(Alves-Santos et al., 2020).

This study aimed to evaluate the physicochemical and nutritional characteristics,
antioxidant capacity, and potential prebiotic effects of freeze-dried P. gounellei cladodes

through measurements of its impacts on the composition and metabolic activity of human
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intestinal microbiota during an in vitro colonic fermentation using a pooled human fecal

inoculum.

2. Materials and Methods
2.1. Plant material

The xique-xique (Pilosocereus gounellei) (supplementary material, Fig. S1) was
collected from a privately owned regional cultivation area (Boa Vista, PB, Brazil; 07°15'32" S
36°14'24" W). The plant material was botanically identified by Prof. Leonardo Person Felix
(Center for Agricultural Sciences, Federal University of Paraiba, Areia, PB, Brazil), and a
specimen was deposited in the Jaime Coelho Morais Herbarium (Center for Agricultural
Sciences, Federal University of Paraiba) under accession number 17,562. The collection of the
plant material was recorded in the Brazilian Biodiversity Information System (SISBI1O; number
62681), as well as in the National System for Management of Genetic Heritage and Associated
Traditional Knowledge (SISGEN; number AA17429).

Initially, the spines were manually removed from the cladodes, and those showing
physical integrity and absence of visible signs of infection were selected. The selected cladodes
were washed in potable running water and sanitized by immersion in chlorinated water (150
ppm, 15 min), followed by rinsing in potable running water. From each cladode, the vascular
cylinder was separated from the central stem. The central stems were discarded, and the
vascular cylinders were separated into hermetically sealed bags, wrapped in aluminum foil, and
stored under freezing (-20 = 1 °C). The frozen material was freeze-dried using a benchtop
freeze-dried (Liotop, S&o Carlos, SP, Brazil; temperature -55 + 2 °C, vacuum pressure < 138
uHg, lyophilization speed 1 mm/h, approximately 27 h), sieved with a fine mesh (particle size
< 1 mm), and stored in sterilized glass jars wrapped in aluminum foil under refrigeration (4 +

0.5 °C) for a maximum period of 15 days until use in the experiments.

2.2 Determination of physicochemical and nutritional parameters of freeze-dried P. gounellei
cladodes

The physicochemical parameters of freeze-dried P. gounellei (FDPg) were determined
using standard procedures (AOAC, 2019), to cite: pH using a pHmeter (Quimis®, Q400AS,
Sdo Paulo, SP, Brazil); water activity (aw) using an AquaLab® instrument (Model 4TEV,
Meter®, Sdo José dos Campos, SP, Brazil); total titratable acidity by titration using
phenolphthalein as an indicator; and ash content y incineration in a muffle furnace at 550 °C

until constant weight. Mineral determination was performed using an atomic emission
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spectrometer with inductively coupled plasma (AOAC, 2019). Chlorophyll determination was
carried out according to a previously described method (Lichtenthaler, 1987), where 2 g of the
sample were weighed and added to 25 mL of 80% acetone, followed by filtration into a 25 mL
flask and volume completion with the same solvent. Readings were taken on a
spectrophotometer (SpectraMax M2) at wavelengths of 647 nm and 663 nm for chlorophyll,
using the values obtained to quantify chlorophyll a and chlorophyll b, respectively. Only 80%
acetone was used for the blank. Color analysis was performed using a Minolta CR-2000
colorimeter (Minolta Limited, Milton Keynes, United Kingdom) (CIE, 1986). Protein content
was determined by the Kjeldahl method, with a conversion factor of 5.75 for vegetable samples.
Lipid content was determined by cold extraction with chloroform-methanol solution (2:1)
(Folch, Less & Stanley, 1957). Total, soluble, and insoluble fiber determination was carried
with an enzymatic-gravimetric assay kit (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) (AOAC, (1995).

The determination of sugars (maltose, glucose, and fructose) and organic acids (citric
acid, formic acid, malic acid, and succinic acid) was performed using the high-performance
liquid chromatography (HPLC) technique. Initially, an aqueous extract was prepared with 1 g
of FDPg homogenized with 20 mL of ultrapure water (Milli-Q® Integral Water Purification
System, EMD Millipore, Billerica, MA, USA) for 10 min using a Turratec apparatus (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brazil). The mixture was centrifuged (MPW® 351R refrigerated centrifuge,
Warsaw, Poland; rotor 11457; RCF 10732 x g; radius 9.6 cm; angle 30°; 4000 rpm) (1696 x g,
15 min, 4 °C), and the supernatant was filtered with a 0.45 pum filter (Whatman®, GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). An LC 1260 Infinity chromatograph (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA) operating under previously described analytical conditions was
used for the separation and quantification of sugars (Padilha et al., 2017). The results were
expressed as g/100g.

The identification of phenolic compounds was performed using the HPLC technique.
Initially, a methanolic extraction was carried out, where approximately 2 g of FDPg were
acidified with 0.1 M HCI (Neon, Séo Paulo, SP, Brazil) to reach pH 2 and mixed with 20 mL
of methanol, followed by treatment with ultrasound (60 min, 37 kHz, 30 °C) (Ultrasonic,
Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil). The solutions were centrifuged (4000 x g, 15 min, 4 °C), and
the supernatants were filtered with 0.45 pm pore size filters (Whatman®). An Agilent 1260
Infinity LC System liquid chromatograph operating under previously described analytical
conditions was used for the separation and quantification of phenolic compounds (Padilha et

al., 2017). The results were expressed as mg/100g.
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2.3 Determination of the antioxidant capacity of FDPg

The antioxidant capacity was evaluated through the scavenging of the DPPH" radical
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Silva et al., 2023), trolox equivalent antioxidant capacity by
capturing the ABTS™ radical (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) (Silva et
al., 2023), and ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay for the reduction of the TPTZ
(2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazine) complex with Fe3* (Silva et al., 2023). To obtain the sample
extract, 2 g of FDPg were diluted in 20 mL of 80% methanol extraction solution. The tube was
wrapped in aluminum foil, stored under refrigeration (4 + 0.5 °C) for 24 h, centrifuged (1696 x
g, 10 min, 4 °C), and the supernatant was used for antioxidant capacity determination.

The antioxidant capacity determined using the DPPH" and ABTS™ radicals was
estimated using a Trolox standard curve (50 - 2000 uM), and the results were expressed in
Trolox equivalent micromoles per gram of sample (umol/g). The antioxidant capacity
determined with the FRAP method was estimated using a ferrous sulfate standard curve (50 -
2000 uM), and the results were expressed in micromoles of ferrous sulfate per gram of sample
(umol FeSO4/g). Absorbance measurements for the DPPH’, ABTS™, and FRAP methods were
performed using a microplate spectrophotometer (BioTek Eon, Winooski, VT, USA) at 734
mm, 517 mm, and 595 mm, respectively (Sampaio et al., 2022).

2.4 Simulated gastrointestinal digestion of FDPg

The FDPg was subjected to simulated gastrointestinal digestion conditions immediately
after freeze-drying. Initially, 5 g of FDPg were rehydrated with 25 mL of sterilized distilled
water (25 £ 0.5 °C) and homogenized for 15 min. To simulate the oral condition, a-amylase
(100 U/mL of a-amylase diluted in 1 mM CaCl) was added, and the pH was adjusted to 6.9
with sodium bicarbonate (NaHCOs, 1 M) under manual agitation for 2 min. To simulate the
gastric condition, the pH was adjusted to 2.0 using 1 M HCI, and pepsin (25 mg of pepsin
diluted in 1 mL of 0.1 M HCI) was added and maintained at 37 °C £ 0.5 °C for 60 min under
agitation (2 x g, 60 min). The duodenal and ileal conditions were simulated by adding intestinal
solution (2 g of pancreatin/L of 0.1 M NaHCO3 and 12 g of bovine bile salts/L of 0.1 M
NaHCO3) with pH adjusted to 6.5 with 1M NaHCOs3 and incubated at 37 + 0.5 °C for 90 min
under mechanical agitation (0.3 x g, 90 min) (Sampaio et al., 2022). All enzymes and reagents
used for in vitro gastrointestinal digestion were acquired from Sigma-Aldrich.

The resulting fluid from digestion was placed in a regenerated cellulose dialysis tube
(molecular weight cutoff of 1 kDa, Spectra/Por 6, Spectrum Europe, Netherlands) and dialyzed
with 0.01 M NaCl (5 £ 0.5 °C) for 18 h. The pre-digested dialyzed samples were freeze-dried
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and stored under refrigeration (5 £ 0.5 °C) for a maximum period of one week until use in in

vitro colonic fermentation assays.

2.5 In vitro colonic fermentation of FDPg

The experimental procedures for colonic fermentation were approved by a Human
Research Ethics Committee (Health Sciences Center, Federal University of Paraiba; protocol
5,906,607; CAAE: 66834523.7.0000.5188). Fresh fecal samples were donated by six healthy
adult volunteers [three men and three women, aged between 19 and 40 years, with a normal
body mass index (<18.5 - >25 kg/m?)] who declared, for inclusion criteria, to follow an
omnivorous diet without using concentrated probiotic or prebiotic foods for at least six months,
not to have pathologies in the large intestine, not to have used antibiotics, proton pump
inhibitors, or any other controlled medication in the last six months; not to consume alcohol
regularly, and not to be a smoker. Fecal samples were collected within 30 min after excretion
and mixed in equal amounts of feces from each volunteer (1:1:1:1:1:1 w/w), diluted in sterile
phosphate-buffered saline solution (PBS; 0.1 M; pH 7.4), and homogenized for 2 min with
manual agitation. The mixture was filtered through a triple layer of sterilized gauze to remove
large particles (Albuquerque et al., 2021; Menezes et al., 2021).

The culture medium (1 L) used in the fermentation was composed of 4.5 g NaCl, 4.5 g
KCI, 1.5 g NaHCOs3, 0.69 g MgSOs, 0.8 g L-cysteine, 0.5 g KH2PO4, 0.4 g bile salt, 0.08 g
CaCl,, 0.005 g FeSO4, 1 mL Tween 80, and 4 mL resazurin solution (0.025%, v/v) as an
anaerobic indicator, which were diluted in distilled water and sterilized by autoclaving (121 °C,
1 atm, 15 min) (Sampaio et al., 2022). The final volume of the fermentation was composed of
40% sterilized fermentation medium (v/v), 40% fecal inoculum (v/v), and 20% pre-digested
FDPg (w/v). The fermentation occurred under anaerobic conditions (AnaeroGen®) for 48 h at
37 £ 0.5°C (Albuquerque et al., 2021; Menezes et al., 2021). A medium with FOS (20% w/v,
standard prebiotic ingredient) (Gibson et al., 2017; Sanders et al., 2019) was prepared as a
positive control, and another medium without fermentable substrate was used as a negative
control (Guergoletto et al., 2016; Rodrigues et al., 2016). The ingredients used to formulate the

pre-culture and fermentation media were obtained from Sigma-Aldrich.

2.6 Monitoring of microbial metabolic activity and changes in antioxidant capacity during
in vitro colonic fermentation
At zero, 24, and 48 h of in vitro colonic fermentation, aliquots of the medium were taken

for pH measurement, following the procedure described in section 2.2. At the same
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fermentation times, the antioxidant capacity of the fermentation media was determined using
the ABTSe+, DPPHe, and FRAP assays, as described in section 2.3.

At zero and 48 h of in vitro colonic fermentation, the global metabolite profiling was
determined using the Nuclear Magnetic Resonance (NMR) technique. Aliquots (2 mL) of the
fermentation medium were withdrawn, diluted in a solution with standard HPLC methanol
(CH3OH) and deuterated water (D20) (1:1:1, v/v), centrifuged (MPW®, 1696 x g, 10 min, 4°C),
and filtered with a cellulose ester membrane (0.45 pm, Millipore®). From the resulting
solution, an aliquot (550 pL) was transferred to a quantitative tube (5 mm x 177.8 mm) and
analyzed using a Bruker Ascend 400 instrument, operating at 400 MHz for *H NMR and 100
MHz for 3C NMR (Bruker, Billerica, MA, USA). The parameters used to obtain the spectrum
sequence were: Iclpngpf2, temperature 26 °C, number of scans 64, Dummer sweep 4, receiver
gain 36, and acquisition time 2.04 s. The intensities of the regions were used for relative
quantification of metabolites. The spectra were processed using Bruker TopSpin 4.1.1 software.
The regions corresponding to CH3OH and D20 were suppressed from the analysis (Hu et al.,
2019).

2.7 Monitoring of changes in intestinal microbiota during in vitro colonic fermentation

At zero and 48 h of in vitro colonic fermentation, aliquots of the distinct media were
taken for determination of bacterial diversity with high-throughput sequencing of the 16S rRNA
V3/V4 region using 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) and 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) primers. The 16S rRNA libraries were sequenced using
the MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA) with the standard Illumina primers
provided in the kit, employing 300 cycles for paired-end sequencing with 200 bp. Following
sequencing, FASTQ files underwent quality filtering, including the removal of truncated and
low-quality reads (Phred score < 20) using the Trimmomatic tool. Subsequently, sense and
antisense paired reads were merged into contigs, and singletons and chimeras were discarded.
Taxonomic Operational Units (OTUs) were delineated using Uchime v. 4.2.40 and Vsearch v
2.22.1 (97% identity), and taxonomic assignments were made by aligning the sequences against
the SILVA database with 97% similarity. All 16S rRNA Illumina amplicon sequencing data
from this study are publicly available in the Sequence Read Archive (SRA) of The National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (accession number PRINA1076928).

2.8 Statistical analysis
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All experiments were performed in triplicate on three independent experiments. Results
were expressed as average + standard deviation. The Kolmogorov-Smirnov test was conducted
to assess the normal distribution of the data. Student's t-test, one-way or two-way Analysis of
Variance (ANOVA) followed by Tukey's test was used to assess differences among the data
obtained, considering a p-value of < 0.05. Statistical analysis was performed using SigmaStat
3.5 software (Jandel Scientific Software, San Jose, CA, USA).

3 Results
3.1 Physicochemical and nutritional characteristics and antioxidant capacity of FDPg

The FDPg had a neutral pH (6.90 % 0.15) and low aw (0.32 £ 0.01), with ash content
(0.24%) and acidity (2.23%) being low. FDPg had a higher content of chlorophyll a (6.04 £
0.05 pg/g) compared to chlorophyll b (3.22 £ 0.14 ug/g), a dark green-yellowish color (L*:
45.87 a*: -3.10, b*: 8.25), a high protein content (7.64 £ 0.33 g/100g) as a plant-based product,
and a higher content of insoluble fiber (29.96 + 0.58 g/100g) than soluble fiber (13.45 + 0.42
0/100g) (Table 1).

Regarding the mineral profile, FDPg had higher contents of potassium (3575.63 *
115.26 mg/100g), calcium (3196.16 + 39.67 mg/100g), and magnesium (1737.26 + 41.76
mg/100g), along with the presence of sodium (359.73 + 11.48 mg/100g), manganese (144.28 +
0.75 mg/100g), phosphorus (72.18 + 3.14 mg/100g), iron (16.38 + 0.16 mg/100g), zinc (16.18
+ 0.44 mg/100g), copper (1.79 = 0.01 mg/100g), and cobalt (0.30 £ 0.01 mg/100g) (Table 1).

Two monosaccharides (glucose and fructose) and one disaccharide (maltose) were
detected in FDPg, with maltose (200.76 + 0.08 g/100g) being the predominant sugar. Citric,
formic, malic, and succinic acids were detected in FDPg, with citric acid found with the highest
contents (1512.18 + 0.23 g/100g). Among the flavonoids detected in FDPg (epigallocatechin
gallate, procyanidin B2, and catechin), epigallocatechin gallate was found in the highest
contents (1782.54 + 0.71 mg/100g). FDPg exhibited antioxidant capacity when measured by
either DPPH", ABTS™, or FRAP method (Table 1).

3.2 Changes in pH, content of phenolic compounds, and antioxidant capacity during in vitro
colonic fermentation

The medium containing FDPg and FOS had a reduction in pH values at 24 h of colonic
fermentation (p < 0.05), followed by no change at 48 h of colonic fermentation (p > 0.05). On
the other hand, there was no pH alteration in NC over 48 h of colonic fermentation. The pH

values in the medium containing FDPg were lower than those found in the medium containing
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FOS and NC at 24 and 48 h of colonic fermentation (p < 0.05) (Supplementary material data,
Table S1).

The contents of catechin, epigallocatechin gallate, procyanidin B2, myricetin, and
kaempferol-3-glucoside decreased in the medium containing FDPg over 48 h of colonic
fermentation (p < 0.05). Only the content of epicatechin increased during colonic fermentation
(p < 0.05) (Supplementary material data, Table S2). Overall, the antioxidant capacity was
higher in the medium containing FDPg compared to the medium containing FOS and NC during
colonic fermentation when assessed with the FRAP method (p < 0.05), while it did not differ
when measured with the ABTS™ method (p > 0.05). The antioxidant capacity of the medium
containing FDPg increased during colonic fermentation measured with the FRAP method (p <
0.05). The antioxidant capacity in the medium containing FOS was not altered during colonic
fermentation when measured with ABTS"" and DPPH' methods (p > 0.05) (Table 2).

3.3 Changes in the intestinal microbiota during in vitro colonic fermentation

The medium containing FOS had a reduced microbial diversity (Shannon index) after
48 h of colonic fermentation compared to the medium containing FDPg and NC (p <0.05),
which did not change microbial diversity during colonic fermentation (p > 0.05). The medium
with FDPg had higher microbial diversity than the medium containing FOS and NC after 48 h
of colonic fermentation (p <0.05). Additionally, the medium containing FDPg had a reduced
microbial richness (Chaol index) compared to the medium with FOS and NC after 48 h of
colonic fermentation (p <0.05). The Firmicutes to Bacteroidetes ratio (F/B ratio) increased in
the medium containing FOS and NC after 48 h of colonic fermentation (p <0.05), while did not
change in the medium containing FDPg (p >0.05).

The changes in the composition of the microbial community in the media containing
FDPg, FOS, and NC at zero and 48 h of colonic fermentation were determined considering
phyla [Fig. 2A and Supplementary material data (Table S3)] and bacterial genera [Fig. 2B and
Supplementary material data (Table S4)]. The relative abundance of bacterial phyla and genera
varied among the media and colonic fermentation times evaluated. The dominant phyla in all
fermentation media were Proteobacteria (20.25 - 71.46%), Firmicutes (31.80 - 60.88%),
Bacteroidetes (2.69 - 37.75%), Fusobacteriota (0.01 - 4.19%), Desulfobacterota (0.16 -
4.59%), Actinobacteriota (0.34 - 1.27%), Verrucomicrobiota (0.11 - 1.04%), and
Elusimicrobiota (0.03 - 0.11%), representing >95% of the total relative abundance. There was
an increase in the relative abundance of the phyla Proteobacteria in all media during colonic

fermentation (zero vs. 48 h) (p <0.05), especially in the media containing FDPg (29.58 vs.
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33.50%) and FOS (20.25% vs. 71.46%). NC had the lowest relative abundance of
Proteobacteria at 48 h of colonic fermentation. The relative abundance of the phyla Firmicutes
increased in the medium containing FDPg at 48 h of colonic fermentation (p <0.05), while it
decreased in the medium containing FOS (p <0.05).

The relative abundance of phyla Bacteroidetes decreased in all media at 48 h of colonic
fermentation (p <0.05), with the greatest decrease in the medium containing FDPg. The relative
abundance of phya Fusobacteriota was not altered in the medium containing FDPg and NC
during colonic fermentation (p >0.05), while it increased in the medium containing FOS (p
<0.05). The relative abundance of the phyla Desulfobacterota increased in NC after 48 h of
colonic fermentation (p <0.05) and was not altered in the media containing FDPg and FOS (p
>0.05). The relative abundance of the phyla Actinobacteriota, Verrucomicrobiota, and
Elusimicrobiota was not altered during colonic fermentation regardless of the media (p >0.05).

The analysis of the relative abundance of bacterial taxonomic groups showed that the
genus Pseudomonas had a higher relative abundance in the medium containing FOS (45.08%)
compared to the medium containing FDPg (0.03%) and NC (0.37%) after 48 h of colonic
fermentation (p <0.05). On the other hand, the relative abundance of the genus Mitsuokella
(34.81%) increased in the medium containing FDPg after 48 h of colonic fermentation,
decreased in NC (p <0.05), and was not altered in the medium containing FOS (p >0.05). The
genus Prevotella_9 was more abundant (24.58%) in the medium containing FDPg after 48 h of
colonic fermentation compared to the medium containing FOS (0.87%) and NC (0.41%) (p
<0.05).

The relative abundance of the genus Succinivibrio decreased in all media after 48 h of
colonic fermentation (p <0.05); however, the greatest decrease occurred in the medium
containing FOS. NC had a higher relative abundance of the genera Citrobacter, Escherichia-
Shigella, Faecalibacterium, and Blautia after 48 h of colonic fermentation compared to the
media containing FDPg and FOS (p <0.05), where the relative abundance of these genera were
reduced (p <0.05). The greatest reductions in the relative abundance of Escherichia-Shigella,
Faecalibacterium, and Blautia occurred in the medium containing FDPg.

The relative abundance of the genus Clostridium sensu stricto 1 (0.91% - 6.28%) was
higher in NC after 48 h of colonic fermentation compared to the media containing FOS (2.80%
- 3.77%) and FDPg (0.67% - 0.04%) (p <0.05), where the relative abundance of this genus was
not altered (p >0.05). The medium containing FDPg had a lower relative abundance of

Clostridium sensu stricto 1 and the highest relative abundance of Bacteroides (17.27% vs.
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3.87%), Megasphaera (7.07% vs 0.03%), and Acidaminococcus (2.67% vs. 0.08%) after 48 h
of colonic fermentation compared to the medium with FOS (p <0.05).

The relative abundance of the genus Dialister decreased only in the medium containing
FDPg after 48 h of colonic fermentation (p <0.05), while the relative abundance of the genus
Agathobacter was reduced in the media containing FDPg and FOS (p <0.05). Overall, the
lowest relative abundances were found for the genera Ruminococcus, Barnesiella,
Subdoligranulum, Fusicatenibacter, Christensenellaceae R-7 group, Prevotella, Alistipes, and
[Ruminococcus] torques group, which were not altered in the different media evaluated during
colonic fermentation (p >0.05).

After 48 h of colonic fermentation, the genera Mitsuokella, Prevotella_9, Succivinibrio,
Bacteroides, and Acidaminococcus were the most abundant in the medium containing FDPg,
while the genera Pseudomonas, Fusobacterium, [Eubacterium] ventriosum group, Romboutsia,
Clostridium sensu stricto 1, Escherichia-Shigella, and Faecalibacterium were the most
abundant in the medium containing FOS.

3.4 Changes in the global metabolic profile during in vitro colonic fermentation

The global metabolic profile in the media containing FDPg and FOS was evaluated at
time zero and 48 h of colonic fermentation (Supplementary material data, Table S5). Fifty-
seven different chemical constituents were identified, including short-chain fatty acids
(propionate, isobutyrate, valerate, 3-hydroxybutyrate, and acetate), branched-chain fatty acids
(n-butyrate, caprylate, isocaproate, isovalerate, and ketoisovalerate), organic acids (lactate,
citrate, malonate, hydroxyisovalerate, succinate, and formate), sugars (fructose, a-xylose, -
xylose, B-glucose, a-glucose, D-galactose, and UDP-glucuronate), and amino acids (leucine,
isoleucine, valine, 3-methyl-2-oxoisovalerate, 2-oxoisovalerate, threonine, alanine, lysine,
ornithine, proline, glutamate, methionine, methylalanine, aspartate, asparagine,
trimethylamine, glycine, tyrosine, phenylalanine, uracil, and tryptophan). Other classes of
metabolites were also identified, such as total lipids, gamma-aminobutyric acid (GABA), bile
acids, ethanol, acetone, putrescine, dihydroxyacetone, 5-aminosalicylate, N-acetyl-5-
aminosalicylate, 2-methylbutyrate, phenylacetate, phenylacetate, and hypoxanthine. The
selection of *H NMR spectra identified in the media containing FDPg and FOS at 48 h of
colonic fermentation is shown in Fig. 3.

Thirteen compounds were detected only in the medium containing FDPg (i.e., 3-
hydroxybutyrate, threonine, asparagine, trimethylamine, putrescine, malonate, glycine,

fructose, dihydroxyacetone, a-xylose, p-xylose, 3-hydroxyisovalerate, and gamma-
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aminobutyric acid - GABA), which maintained the spectral signal during colonic fermentation
(zero and 48 h). On the other hand, methylamine, methionine, citric acid, and aspartate were
detected at 48 h of colonic fermentation only in the medium containing FDPg, while proline,
glutamate, UDP-glucuronate, and total lipids were detected only in the medium containing
FOS.

The amino acid alanine and total lipids were detected in the medium containing FOS at
zero and 48 h of colonic fermentation and were not detected in the medium containing FDPg.
The amino acids proline and glutamate were detected in the medium containing FOS at zero
and 48 h of colonic fermentation and in the medium containing FDPg only at 48 h of colonic
fermentation. Succinate and tyrosine were detected at zero and 48 h of colonic fermentation in
the medium containing FDPg, while were detected only at zero time in the medium containing
FOS. The other compounds were detected in the medium containing FDPg at zero and 48 h of

colonic fermentation.

4 Discussion

The use of freeze-drying is one of the most effective drying techniques for preserving
the nutritional characteristics and bioactive compounds in materials sensitive to high
temperatures or oxygen exposure, besides contributing to the stability of the dehydrated
material (Ciurzynska et al., 2022). In the case of FDPg, its low acidity, neutral pH, and low aw
is noteworthy, with aw values close to that previously reported for P. gounellei cladode flour
(0.31 - 0.33) (Dourado et al., 2021). Low aw Values, typical of freeze-dried materials, are
associated with enhanced microbiological and chemical stability in food products (Feitosa et
al., 2018).

The ash content in FDPg was lower than that previously reported for P. gounellei jelly
(2.6%) and juice (1.15%) (Bezerril et al., 2021; Carvalho et al., 2021). Ash content in foods
directly reflects the presence of minerals (Bakari et al., 2017). FDPg had a variety of minerals,
with notable contents of potassium, calcium, magnesium, sodium, and manganese. Based on
the Dietary Reference Intakes (DRI) recommendations (Institute of Medicine, 2006), a 2 g
portion of FDPg meets the daily manganese intake recommendation (2.3 mg for men and 1.8
mg for women), while a 25 g portion of FDPg meets the daily magnesium intake
recommendation (420 mg for men and 320 mg for women).

FDPg had a higher content of chlorophyll a compared to chlorophyll b. Chlorophyll a
is found in organisms performing oxygenic photosynthesis, while chlorophyll b is found in

higher plants, green algae, and some bacteria, being classified as an accessory pigment resulting
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from the oxidation of the methyl group of chlorophyll a to an aldehyde group (Khaleghi et al.,
2012). The presence of chlorophyll in FDPg is an important finding since this pigment
possesses various biological activities, particularly antioxidant and anti-inflammatory
properties (Kang et al., 2018). The dark green-yellowish color of FDPg may be attributed to the
presence of chlorophyll in the product (Carvalho et al., 2021).

FDPg had a high total dietary fiber content, such that 50 g of FDPg meets the daily
recommendation for total fiber dietary fiber intake (25 g) (Institute of Medicine, 2006). The
total dietary fiber values found in FDPg were higher than those reported for P. gounellei cladode
flour (18.59 - 29.81 g/100g) (Machado et al., 2021). The presence of dietary fibers in FDPg is
important since these components can modulate the composition and metabolic activity of the
intestinal microbiota, which are effects associated with prebiotic properties (Gibson et al.,
2017). Maltose and glucose were the prevalent carbohydrates in FDPg, while fructose was
detected in lower content. The presence of sugars in FDPg indicates the availability of
fermentable substrates for microorganisms, including those composing the human intestinal
microbiota (Costa et al., 2019).

Three flavonoids (epigallocatechin gallate, procyanidin B2, and catechin) were
identified in FDPg, with epigallocatechin gallate being the most prevalent. These results are
consistent with a previous study that identified epigallocatechin and procyanidin B2 in P.
gounellei cladode flour (Dantas et al., 2022). Catechin is a polyphenol, and its derivatives are
widely distributed in vegetables and fruits, with reported antioxidant, antibacterial (Agrawal et
al., 2018), and antiviral activity activities (Xu et al., 2017). The use of different methods is
recommended to assess the antioxidant capacity of foods since there is no single method fully
suitable for accurately determining the antioxidant capacity of all compounds present in these
matrices (Shahidi; Zhong, 2015). The main differences between the different methods used to
evaluate antioxidant capacity are related to their principles and experimental conditions,
including concentration, reactivity, distribution, and interaction of radicals with other
compounds (Shahidi; Zhong, 2015; Yeddes et al., 2013). FDPg showed superior antioxidant
capacity when evaluated with the FRAP method compared to the DPPH" and ABTS™ methods,
which may be associated with the ferric content and specific phenolic compound profile of the
matrix (Carvalho et al., 2021).

The in vitro colonic fermentation of FDPg resulted in a decrease in the pH of the
medium, indicating the promotion of the intestinal microbiota metabolic activity, with the
production of organic acids from available fermentable substrates, such as sugars, dietary fibers,

and phenolic compounds (Albuquerque et al., 2021). The colonic fermentation of phenolic
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compounds can generate absorbable products, such as phenolic metabolites and short-chain
fatty acids (SCFAs), with beneficial effects on host health (Alves-Santos et al., 2020),
suggesting phenolic compounds at the same biological level as prebiotics in relation to their
effects on human intestinal microbiota (Llano et al., 2017; Souza et al., 2019).

The presence of FDPg decreased the richness of the intestinal microbiota during 48 h of
colonic fermentation, as measured by the Chaol index. Sample bacterial richness estimators
are strongly influenced by the rarest taxa that are certainly the species with less knowledge
(Kim et al., 2017, Jeliazkov et al., 2022), which could be reinforced by the low relative
abundance of other genera comprising the intestinal microbiota during FDPg colonic
fermentation. Although the Shannon index can capture microbiota richness, it is much more
sensitive to changes in evenness (Hill et al., 2003). The higher values for the bacterial diversity
(Shannon index) in the medium with FDPg after 48 h of colonic fermentation could suggest
that higher evenness taxa may have improved this feature, which is considered a primary
indicative of intestinal health and linked to improvements in host metabolic markers (Kim et
al., 2017).

The intestinal microbiota of an adult is composed of approximately 90% Firmicutes
and Bacteroidetes phyla. The F/B ratio increased in the medium with FOS and NC after 48 h of
colonic fermentation, while it remained unchanged in the medium with FDPg, indicating that
the relative abundance of the phyla Bacteroidetes and Firmicutes remained in a similar ratio
during colonic fermentation. Although the F/B ratio is a controversial disease biomarker
(Grigor'eva, 2020), a higher F/B ratio has been associated with intestinal microbiota imbalance
(Stojanov et al., 2020), obesity, metabolic diseases, and increased systemic inflammatory
response (Magne et al., 2020).

The Firmicutes phylum was the most dominant in the medium containing FDPg during
colonic fermentation, suggesting a high abundance of butyrate-producing species and an
environment with high variability in bacterial species (Chen et al., 2021). The composition of
the intestinal microbiota in the medium containing FDPg differed overall from the medium
containing FOS and NC during colonic fermentation. The relative abundance of Prevotella 9
increased in the medium containing FDPg during colonic fermentation. Prevotella_9 has been
associated with the production of short-chain fatty acids (SCFA), especially butyrate and
acetate, providing energy and playing an important role in intestinal health (Feng et al., 2023;
Xu et al., 2020).

Bacteroides species have a diversity of enzymes (CAZymes) involved in the metabolism

of various glycosides (Zeybek, Rastall, Buyukkileci, 2020). The medium containing FDPg
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promoted an increase in the relative abundance of the genus Bacteroides during colonic
fermentation, considered the main SCFA producer in the intestine. The increase in the
Bacteroides population has been considered beneficial for intestinal mucosal barrier function
and the improvement of systemic inflammation (Gurung et al., 2020). The increase in the
relative abundance of the genus Bacteroides in the intestine has been associated with the
consumption of dietary fibers (Zheng et al., 2023), suggesting that the high content of dietary
fibers in FDPg may have induced the increase in the population of this genus during colonic
fermentation.

Bacteroides break down complex carbohydrates into monosaccharides that serve as
substrates for the growth of tertiary species, such as Bifidobacterium spp. (Chng et al., 2020).
Results from preclinical studies have suggested some Bacteroides species as candidates for use
as next-generation probiotics; however, the safety of their use in the prevention and/or treatment
of intestinal dysbiosis still requires further investigation (Tan, Zhai, Chen, 2019). The medium
containing FDPg promoted a higher relative abundance of Megasphaera after 48 h of colonic
fermentation compared to the medium containing FOS. This bacterial genus is considered
important for the synthesis of SCFA, especially butyrate, in the intestinal environment (Fu et
al., 2019).

The medium containing FDPg also increased the relative abundance of Mitsuokella and
Acidaminococcus (phylum Firmicutes) during colonic fermentation. The genus Mitsuokella has
been reported to inhibit the growth and invasion of intestinal pathogens (e.g., Salmonella spp.)
(Levine et al., 2012). The increase in the relative abundance of Acidaminococcus in the
intestinal microbiota has been associated with anti-inflammatory effects, as well as a positive
correlation with body mass index (Fu et al., 2019), and the production of SCFA, with positive
impacts on the host endocrine metabolism (Zhong et al., 2021).

The lower relative abundance of Fusobacterium, Escherichia-Shigella, Romboutsia,
and Clostridium sensu stricto 1 in the medium containing FDPg during colonic fermentation
could be considered a significant result. High populations of Fusobacterium in the intestinal
microbiota have been associated with bile metabolism alterations and intestinal inflammation
(Mullish et al., 2019). Similarly, high populations of Escherichia-Shigella have been linked to
inhibited peristaltic contraction, intestinal constipation (Chen et al., 2022), and activation of the
NLRP3 inflammasome complex involved in pancreatic damage and systemic inflammation (Li
etal., 2020). Furthermore, high populations of Romboutsia and Clostridium sensu stricto 1 have
been associated with modifications in cognitive (Gao et al., 2019) and neurological functions

(Gong et al., 2020), as well as increased severity of dementia symptoms (Kim et al., 2023).
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The phylogenetic analysis showed that medium with FDPg was enriched in Mitsuokella
and Megasphaera (Firmicutes phylum) and Prevotella 9 (Bacteroidota phylum) after 48 h of
colonic fermentation. Prevotella 9 is a moderately saccharolytic and carbohydrate-fermenting
bacterium. The main products of glucose fermentation by Prevotella 9 are succinate and acetate
(Tett et al., 2021). Similarly, Mitsuokella and Megasphaera produce acetate, propionate,
butyrate, lactate, valerate, and succinate from glucose fermentation (Marchandin et al., 2003).
The main sugars of FDPg are maltose and glucose and the metabolites B-glucose and a-glucose
were not detected in medium with FDPg after 48 h of colonic fermentation, whereas acetate,
succinate, and lactate were deteced. It suggests that maintaining a high abundance of Prevotella
9 and Mitsuokella could be important for the fermentation of sugars available in FDPg to
produce SCFA. Early evidence has shown that Prevotela species are depleted in the gut
microbiota of Westernized populations (Tett et al., 2021). Mitsuokella produces high phytase
activity, improving nutrient absorption and growth (Tang et al., 2020). Furthermore, intestinal
microbiota enriched with Megasphaera increased the survival of Chinese patients with
pancreatic ductal adenocarcinoma (Huang et al., 2022).

The colonic fermentation of FDPg resulted in the production of a variety of metabolites,
most of which are commonly found in human fecal samples. The results showed the presence
of SCFA (e.g., acetate, formate, and propionate), indicating the ability of human intestinal
microbiota to produce these compounds from FDPg fermentation (Yang et al., 2019). Fifty-
seven different chemical constituents were identified in the medium containing FDPg during
colonic fermentation, including isovalerate, isocaproate, and caprylate, which have several
physiological functions, such as providing energy to intestinal epithelial cells, participating in
the maturation of gastrointestinal epithelial tissue, aiding in intestinal barrier function, and
exhibiting anti-inflammatory activity (Yuan et al., 2022). Lactate, propionate, and butyrate
were also identified in the medium containing FDPg during colonic fermentation. These SCFA
exert modulatory effects on the immune response and enhance resistance against intestinal
pathogens (Tejada-Ortigoza et al., 2022). SCFA are the main metabolites produced by the
intestinal microbiota from dietary fiber degradation (Canfora et al., 2019). It has been estimated
that 50-70% of the intestinal microbiota produces acetate, while 10-20%, especially the
Firmicutes phylum, produces propionate, and only a few Clostridium species produce butyrate
(Lavelle et al., 2020).

Bile acids were also detected in the medium containing FDPg during colonic
fermentation. Primary bile acids are organic compounds produced from hepatic cholesterol and

secreted into the intestine, where can be converted into secondary bile acids by the intestinal
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microbiota. Bile acids and SCFA can improve glucose metabolism and insulin sensitivity
through interaction with various pathways, favoring human health (Zhang et al., 2021). The
presence of amino acids (isoleucine, valine, lysine, ornithine, proline, aspartate, and asparagine)
in the medium containing FDPg during colonic fermentation indicates the possible utilization
of these amino acids by bacteria forming the intestinal microbiota, which can act as precursors
in cell replication metabolic pathways and in the regulation of intestinal inflammation through
direct or indirect action on pro/anti-inflammatory cytokines (Li et al., 2021). The presence of
GABA in the medium containing FDPg during colonic fermentation indicates the utilization of
this metabolite by the intestinal for amino acid synthesis, which has been associated with
increased expression of genes involved in maintaining epithelial barrier integrity (Li et al.,
2021).

The presence of hypoxanthine in the medium containing FDPg after 48 h of colonic
fermentation suggests an increase in antioxidant effect through the improvement of the free
radical scavenging capacity attributed to this metabolite (Wang et al., 2019). Furthermore, the
loss of uracil signal in the medium containing FDPg after 48 h of colonic fermentation can be
considered a positive result. Uracil is an allosteric regulator involved in various biological
reactions, and the decrease in its concentration in the colonic environment has been associated
with more efficient action of intestinal bacteria on local inflammation, with lower production
of reactive oxygen species and possible actions in repairing intestinal damage induced by
pathogens (Khan, Kojour, & Han, 2023).

The medium containing FDPg maintained antioxidant capacity during colonic
fermentation, being superior to the antioxidant capacity found in the medium containing FOS
when measured with the ABTSe«+, DPPHe, and FRAP methods. Specifically, the antioxidant
capacity in the medium containing FDPg increased during colonic fermentation when measured
with the FRAP method. The ferric-reducing antioxidant power (FRAP) indicated that FDPg
could react with electron-deficient radicals more easily and stabilize them (Singh et al., 2014).
Several components found in FDPg may contribute to the maintenance of antioxidant capacity
in the colonic environment, especially phenolic compounds, organic acids, chlorophyll, and
dietary fibers. Maintaining the antioxidant capacity of FDPg is a particularly important result,
suggesting the regulation of intestinal inflammation by protecting the body against oxidative
stress (Caponio et al., 2022). Furthermore, it indicates maintenance of the content of bioactive
compounds in FDPg during passage through the gastrointestinal tract until reaching the colon,

allowing beneficial impacts on the intestinal microbiota (Sampaio et al., 2022). Altogether, the
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results of this study show for the first time that FDPg could modulate the intestinal microbiota

by increasing microbial genera, phenolic compounds, and the production of several metabolites.

5 Conclusion

FDPg had characteristics indicating its high nutritional value and the presence of bioactive
compounds associated with health-promoting properties, particularly highlighting its
antioxidant properties and potential beneficial effects on the human intestinal microbiota.
Colonic fermentation of FDPg induced overall positive changes in intestinal microbiota
composition, with an increase in the relative abundance of beneficial bacterial populations and
a decrease in the relative abundance of non-beneficial bacterial populations, while maintaining
antioxidant capacity in the simulated colonic environment. Additionally, the colonic
fermentation of FDPg promoted the production of various metabolites with properties that
promote intestinal and systemic health. The effects induced by FDPg on the composition and
metabolic activity of the intestinal microbiota during colonic fermentation are indicative of
prebiotic properties. FDPg is characterized as a novel ingredient from the Caatinga biome with
prebiotic properties that can be utilized for the development of innovative products with
functional properties and high-added value. The understanding of the effects of intestinal
microbiota modulation promoted by FDPg in health and disease warrants future investigations
in a translational approach. More in vitro and in vivo studies are needed to evaluate safety and
effective doses, in order to improve the use of this ingredient in the prevention and treatment

of diseases.
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Figure 1. Microbial diversity (Shanon index) and richness (Chao 1 index) and Firmicutes to
Bacteiodetes ratio (F/B ratio) in media with freeze-dried Pilosocereus gounellei cladodes
(FDPg), fructooligosaccharides (FOS), and negative control (NC - no added fermentable
substrate) at time zero (TO) and 48 h (T48) of in vitro colonic fermentation.
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Figure 2. Relative abundance of different bacterial phyla (A) and genera (B) identified in media
with freeze-dried Pilosocereus gounellei cladodes (FDPg), fructooligosaccharides (FOS), and
negative control (NC - no added fermentable substrate) at time zero (T0O) and 48 h (T48) of in

vitro colonic fermentation.
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Figure 3. Representative *H NMR spectra of the media with freeze-dried Pilosocereus gounellei cladodes (FDPg), fructooligosaccharides (FOS),
and negative control (NC - no added fermentable substrate) at 48 h (T48) of in vitro colonic fermentation.
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Table 1. Physicochemical and nutritional characteristics and antioxidant capacity of freeze-

dried Pilosocereus gounellei cladodes.

Parameters Contents

pH 6.90 £ 0.15

aw 0.32+0.01

Acidity (%) 2.23+0.20

Ash (%) 0.24 £ 0.0001

Minerals (mg/1009)
Potassium 3575.63 £ 115.26
Calcium 3196.16 + 39.67
Magnesium 1737.26 + 41.76
Sodium 359.73+£11.48
Manganese 144.28 £ 0.75
Phosphor 72.18+3.14
Iron 16.38 £ 0.16
Zinc 16.18 + 0.44
Copper 1.79+£0.01
Cobalt 0.30+0.01

Chlorophyll (mg/100g)

Chlorophyll a: 604 + 0.05
Chlorophyll b: 322 £ 0.14

*= 45.87

Color a*=-3.10

b*=8.25
Proteins (g/100g) 7.64 +0.33
Lipids (g/100g) 1.50 + 0.06
Dietary fiber (9/100 g)
Soluble fiber 13.45 + 0.42
Insoluble fiber 29.96 + 0.58
Total dietary fiber 43.41 + 0.45
Sugars (g/100g)
Maltose 200.76 + 0.08
Glucose 168.96 + 0.7
Fructose 2.08 £0.02
Organic acids (g/100g)
Citric acid 1512.18+ 0.23
Formic acid 57.62 +£0.48
Malic acid 3.40+0.03
Succinic acid 2.30 £0.02

Phenolic compounds (mg/100g)

Epigallocatechin gallate

1782.54 +0.71

Procyanidin B2 75.90 £ 0.49
Catechin 2.30 £0.04
Antioxidant capacity

ABTS+ (umol Trolox/g) 0.08 £0.01
DPPH* (umol Trolox/g) 0.04 £0.01
FRAP (umol FeSO./g) 0.26 £0.01

Data reported as mean + standard deviation, n = 3 repetitions. Abbreviations: aw, water activity; ABTSe+ cation-
2,2-azino-bis (3-etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid; DPPHe, 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl; FRAP, ferric-

reducing ability of plasma; FeSOa, ferrous sulphate.
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Table 2. Antioxidant capacity in media with freeze-dried Pilosocereus gounellei cladodes
(FDPg), fructooligosaccharides (FOS), and negative control (NC) at time zero, 24, and 48 h of
in vitro colonic fermentation.

Parameters (g/L) Samples Time of colonic fermentation
Zero 24 h 48 h

" NC 0.09+0.01"°  0.08 £0.01"°  0.05+ 0.025¢
'.?ELSX /gg“mo' FOS 0.19+0.02% 015+0.02%°  0.13+0.02*
FDPg 0.21+0.03% 0.25+0.02*  0.25+0.03"
NC 0.06 + 0.01°°  0.06 £0.01°°  0.05 + 0.02A°
DPPH" (umol Trolox/g) FOS 0.12+0.02%° 0.13+0.01"°  0.14 +0.02"
FDPg 0.18 £0.02%* 0.17+0.01"%  0.15+0.0152
NC 0.55+0.05°° 0.54 +£0.06°°  0.51+ 0.06"°
FRAP (umol FeSO4/g)  FOS 0.83+0.05"° 0.79+0.05"°  0.65 + 0.04°"
FDPg 1.20 £0.04°® 155+0.06%  2.21 +0.074°

Data reported as mean * standard deviation, n = 3 repetitions. Abbreviation: ABTS™* cation-2,2-azino-bis (3-
etilbenzo-tiazoline)-6-sulfonic acid; DPPH*, 1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl; FRAP, ferric-reducing ability of
plasma; FeSO., ferrous sulfate. A-C: Different superscript capital letters in the same row for the same cultivation
media denote differences (p < 0.05), based on One-way ANOVA with post-hoc Tukey's test a—c: different
superscript small letters in the same column at the same time interval denote difference (p < 0.05) among
cultivation media, based on One-way ANOVA with post-hoc Tukey's test.



Figure S1. Xique-xique (Pilosocereus gounellei) in the nature.

Source: Authors’s image.
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Table S1. pH values in media with freeze-dried Pilosocereus gounellei cladodes (FDPg),
fructooligosaccharides (FOS), and negative control (NC) at time zero, 24, and 48 h of in vitro
colonic fermentation.

Parameters Samples Time of colonic fermentation
Zero 24 h 48 h
NC 6.85 + 0.06"2 6.14 + 0.03¢P 6.18 + 0.03%2
pH FOS 6.85 +0.03" 5.88 + 0.0552 6.24 + 0.0652
FDPg 6.77 +0.05" 4.16 + 0.055° 4.22 + 0.0480

Data reported as mean * standard deviation, n = 3 repetitions. Abbreviation: A-C: Different superscript capital
letters in the same row for the same cultivation media denote differences (p < 0.05), based on One-way ANOVA
with post-hoc Tukey's test. a—c: different superscript small letters in the same column at the same time interval
denote difference (p < 0.05) among cultivation media, based on One-way ANOVA with post-hoc Tukey's test.
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Table S2. Contents of phenolic compounds and antioxidant capacity in media with freeze-dried

Pilosocereus gounellei cladodes (FDPg) at time zero, 24, and 48 h of in vitro colonic
fermentation.

Parameters (mg/L) Time of colonic fermentation

Zero 48 h
Catechin 9.19 +0.03 3.66 + 0.428
Epigallocatechin gallate 758.03 + 0.15% 690.92 + 0.41°B
Procyanidin B2 58.17 + 1.01° 25.92 +0.588
Epicatechin 22.32 +0.398 37.82 + 0.66"
Myricetin 43.23 +0.30" 24.74 +0.148
Kaempferol 3-glucoside 27.90 + 0.608 22.32 +0.49¢

Data reported as average * standard deviation, n = 3. A-C: Different superscript capital letters in the same row for
the same cultivation media denote differences (p < 0.05), based on the Student’s paired t-test.
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Table S3. Relative abundance of different bacterial phyla in media with freeze-dried
Pilosocereus gounellei cladodes (FDPQ), fructooligosaccharides (FOS), and negative control

(NC) at time zero 48 h of in vitro colonic fermentation.

Phylum Fermentation Time of colonic fermentation/ relative abundance (%)
medium
Zero 48 h
NC 22.79+0.318° 28.58+2.3340
Proteobacteria FOS 20.25+2.658¢ 71.46+1.7472
FDPg 29.58+3.178 33.50+1.16A°
NC 39.00+1.028b 50.21+2.28AP
Firmicutes FOS 47.42+0.3772 18.59+0.978¢
FDPg 31.80+0.198¢ 60.88+0.62A2
NC 36.94+0.924° 15.08+0.198°
Bacteroidota FOS 26.59+2.98A¢ 4.40+0.188¢
FDPg 37.75+2.82A2 2.69+0.1652
NC 0.00£0.0072 0.22+0.02A°
Fusobacteriota FOS 0.00+0.0082 4.19+0.76A2
FDPg 0.01+0.0072 0.01+0.00A°
NC 0.14+0.0152 4.59+0.13”2
Desulfobacterota FOS 0.21+0.03%2 0.52+0.074°
FDPg 0.16+0.01%2 0.49+0.147°
NC 0.70+0.16"2 0.60£0.02A2
Actinobacteriota FOS 1.07+0.03%2 0.56+0.11%2
FDPg 0.34+0.13%2 1.27+0.21%2
NC 0.25+0.03"2 0.40+0.01%2
Verrucomicrobiota FOS 0.46+0.05%2 0.11+0.00%2
FDPg 0.25+0.0172 1.04+0.02%2
NC 0.05+0.02%2 0.11+0.01%2
Elusimicrobiota FOS 0.03+0.00%2 0.01+0.0072
FDPg 0.03+£0.0072 0.00£0.0072

Results are shown as average + standard deviation, n = 3. Different superscript capital letters (A-B) in the same
row for the same cultivation media and different superscript small letters in the same column (at the same time
interval) denote differences (p < 0.05), based on Two-way ANOVA with post-hoc Tukey's test.
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Table S4 Relative abundance of different bacterial genera in media with freeze-dried
Pilosocereus gounellei cladodes (FDPQ), fructooligosaccharides (FOS), and negative control

(NC) at time zero 48 h of in vitro colonic fermentation.

Genus Fermentation  Time of colonic fermentation/(relative abundance %)
medium Zero 48 h
NC 0.00+0.01A2 0.37+0.15
Pseudomonas FOS 0.01+0.01B2 45.08+1.60%2
FDPg 0.12+0.01A2 0.03+0.0240
NC 0.61+0.08A2 0.06+0.018b
Mitsuokella FOS 0.68+0.04A2 0.09+0.034°
FDPg 0.61+0.10B2 34.81+6.80%2
NC 30.14+1.76%2 0.41+0.078¢
Prevotella_9 FOS 11.56+1.524¢ 0.87+0.135°
FDPg 14.71+0.688b 24.58+4.43/2
NC 19.72+0.41Ab 1.88+0.208>
Succinivibrio FOS 18.08+0.99AP 0.52+0.038¢
FDPg 22.60+0.52A2 7.16+0.3182
NC 0.00+0.008B2 18.06+2.92A4
Citrobacter FOS 0.00+0.0042 0.01+0.007°
FDPg 0.01+0.0042 0.01+0.004°
NC 4.89+0.43A2 5.48+0.08A°
Bacteroides FOS 5.48+0.48%2 3.87+0.374¢
FDPg 6.22+0.1082 17.27+2 9542
NC 2.11+0.278b 11.09+1.0242
Escherichia-Shigella FOS 4.96x0.417 3.44+0.297
FDPg 3.85+0.5742 2.03+0.49A¢
NC 6.79+0.1782 10.59+2.45A2
Faecalibacterium FOS 6.10+0.2442 3.69+0.548b
FDPg 5.11+0.74%2 0.15+0.018¢
NC 0.15+0.05A2 0.01+0.004°
Megasphaera FOS 0.21+0.02A2 0.03+0.007°
FDPg 0.33+0.07B2 7.07+2.66°2
NC 1.51+0.398° 2.36+0.38Aa
Blautia FOS 7.01+1.062 0.71+0.038b
FDPg 1.51+0.304 0.05+0.008¢
NC 0.91+0.1980 6.28+2.08A2
Clostridium sensu stricto 1 FOS 2.80+0.0242 3.77+0.057°
FDPg 0.67+0.2270 0.04+0.014¢
NC 0.00+0.00%2 0.11+0.01A0
Fusobacterium FOS 0.00+0.0082 6.05+1.3042
FDPg 0.00+0.00%2 0.12+0.04Ab
NC 0.64+0.068° 5.10+1.8242
Romboutsia FOS 2.37+0.6442 3.16+0.64A0
FDPg 0.31+0.107° 0.04+0.004¢
NC 0.22+0.0370 0.12+0.024b
Dialister FOS 0.32+0.024b 0.04+0.014°
FDPg 2.97+0.1742 0.67+0.2282
NC 2.56+0.24A2 1.08+0.02A2
Ruminococcus FOS 2.96+0.0442 1.1740.0242
FDPg 1.86+0.14%2 0.01+0.0042
NC 0.77+0.03”0 0.02+0.0042
OTU_46 FOS 2.82+0.23A2 0.02+0.018B
FDPg 0.39+0.0240 0.00+0.0042
NC 0.13+0.0172 0.73+0.17Ab
Acidaminococcus FOS 0.02+0.0142 0.08+0.014°
FDPg 0.03+0.01B2 2.67+1.1742
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NC 0.61+0.10%2 1.91+0.1542
[Eubacterium] ventriosum FOS 0.87+0.1244 2.48+0.1072
group
FDPg 0.87+0.0742 0.21+0.024
NC 1.41+0.052 0.77+0.1942
UCG-002 FOS 1.19+0.0542 0.37+0.0242
FDPg 2.35+0.1442 0.04+0.0082
NC 1.56+0.03° 1.43+0.1342
Agathobacter FOS 2.31£0.1142 0.27+0.0118°
FDPg 1.89+0.174b 0.03+0.008b
NC 0.72+0.0942 0.61+0.1142
Barnesiella FOS 2.03+0.1542 0.57+0.0442
FDPg 0.64+0.0442 0.09+0.0142
NC 0.87+0.077° 2.09+0.044a
OTU_37¢g FOS 0.67+0.06"° 0.96+0.044
FDPg 1.66+0.084° 0.10+0.004°
NC 1.06+0.0242 2.11+0.4972
OTU_40g FOS 1.15+0.0944 1.57+0.244°
FDPg 1.11+0.034@ 0.08+0.024°
NC 1.62+0.0042 0.50+0.06"2
Subdoligranulum FOS 1.10+0.10%@ 0.18+0.0072
FDPg 0.50+0.05% 0.04+0.0072
NC 0.43+0.0642 0.52+0.10%2
Fusicatenibacter FOS 1.17+0.23%2 0.12+0.0242
FDPg 0.38+0.0842 0.01+0.0042
NC 0.63+0.0142 1.06+0.28%2
Christensenellaceae R-7 group  FOS 0.35+0.024 0.40+0.0342
FDPg 0.71+0.05%2 0.03+0.014
NC 0.70+0.0142 0.07+0.0342
Prevotella FOS 1.03+0.0442 0.07+0.01B2
FDPg 0.09+0.0142 0.00+0.0042
NC 0.89+0.102 2.36+0.66"2
Alistipes FOS 1.03+0.0742 0.4440.024
FDPg 0.66+0.034 0.1440.007°
NC 0.41+0.0642 1.01+0.30%2
[Ruminococcus] torques group  FOS 0.40+0.0042 0.15+0.0242
FDPg 0.46+0.004 0.03+0.0172

Results are shown as average + standard deviation, n = 3. Different superscript capital letters (A-B) in the same
row for the same cultivation media and different superscript small letters in the same column (at the same time

interval) denote differences (p < 0.05) based on Two-way ANOVA with post-hoc Tukey's test.



Table S5. Metabolites identified in media with freeze-dried Pilosocereus gounellei cladodes
(FDPg) and fructooligosaccharides (FOS) at time zero and 48 h of in vitro colonic
fermentation analyzed by 1H-NMR.

Number Chemical constituents Fermentation medium/Time of colonic fermentation
FOS FDPg
Zero 48h Zero 48h
1 Biliary salts X X X X
2 2-Methylbutyrate X X X X
3 Valerate X X X X
4 N-butyrate X X X X
5 Leucine X X X X
6 Isoleucine X X X X
7 Valine X X X X
8 Propionate/propionic acid X X X X
9 Isobutyrate/butyric acid X X X X
10 3-methyl-2-oxoisovalerate X X X X
11 2-Oxoisovalerate X X X X
12 Ethanol X X X X
13 3-hydroxybutyrate X X
14 Threonine X X
15 Lactate/lactic acid X X X X
16 Alanine X X
17 Lysine X X X X
18 Ornithine X X X X
19 Acetate/acetic acid X X X X
20 Proline X X X
21 Glutamate X X X
22 5-Aminopentanoate X
23 Succinate/succinic acid X X X
24 Methylamine X
25 Methionine X
26 Citrate/citric acid X
27 Aspartate X
28 Asparagine X X
29 Trimethylamine X X
30 Putrescine X X
31 Malonate X X
32 Glycine X X
33 Fructose X X
34 Dihydroxyacetone X X
35 a-Xylose X



36
37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

56
57

B-Xylose

B-Glucose

a-Glucose
D-galactose
UDP-glucuronate
Tyrosine
5-Aminosalicylate
Phenylalanine

Uracil
N-acetyl-5-aminosalicylate
Phenylacetate
Tryptophan
Hypoxanthine
Formate/formic acid
Caprylate

Isocaproate
Isovalerate
3-Hydroxyisovalerate
Total lipids

Gamma-aminobutyric acid
(GABA)
Ketoisovalerate

Acetone

X X X X X X X X

X X X X X X X X X X

X X X X

X X X X X X X X X X X

X X X X X

X X X X X X X X X

Note: "Xx" represents the presence of the metabolite.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIOPROSPECCAO DE COMPONENTES BIOATIVOS COM PROPRIEDADES
ANTIOXIDANTES E PREBIOTICAS DE FARINHAS DE CACTACEAS DO SEMIARIDO

NORDESTINO
Pesquisador: MARIA ELIEIDY GOMES DE OLIVEIRA
Area Tematica:
Versao: 1

CAAE: 66834523.7.0000.5188
Instituicao Proponente: Centro De Ciéncias da Salde
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO ESTADO DA PARAIBA - FAPES

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 5.906.607

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de analisar 0 projeto de pesquisa dos professores Dra. Maria Elieidy Gomes de Oliveira e Dr.
Evandro Leite de Souza, docentes do Departamento de Nutricdo, da Universidade Federal da Paraiba,
intitulada “BIOPROSPECGAO DE COMPONENTES BIOATIVOS COM PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES
E PREBIOTICAS DE FARINHAS DE CACTACEAS DO SEMIARIDO NORDESTINO".

Objetivo da Pesquisa:
Esta pesquisa tem por objetivo investigar diferentes espécies de cactaceas do semiarido nordestino como
matérias-primas para obteng¢ao de ingredientes com propriedades antioxidantes e prebidticas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: essa pesquisa nao oferece riscos previsiveis para a sua saltde. Talvez, possa sentir-se
desconfortavel com a coleta da amostra, mas sera minimizado por meio da coleta em local reservado, com
instrucdes disponibilizadas de forma escrita e verbal.

Beneficios: essa pesquisa isso trara informacdes importantes para o meio cientifico, colaborando com a
elaboracao de uma farinha que podera ser potencialmente benéfica para saude dos consumidores, além de
valorizar e incentivar o cultivo de cactaceas.
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UF: PB Municiplo: JOAO PESSOA
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

No presente estudo serdo utilizados os cladodios das cactaceas Cereus jamacaru DC. (mandacaru),

Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Bly. ex Rowl. (xiquexique), Opuntia ficus-indica (L.) Mill e

Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck (espécies de palmas) e Pilosocereus pachycladus F. Ritter (facheiro).

As farinhas serao preparadas de acordo com o método descrito por Machado (2019), com modificagdes. As
analises de

caracterizacao fisica e fisico-quimicas constarao na determinagao do pH, da acidez molar, umidade, extrato
seco total, cinzas, proteinas, lipideos, fibras soluvel e insollvel, perfil de minerais, acGcares, acidos
organicos, teor de fendlicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante (DPPH,FRAP e ABTS). A
avaliacao do efeito prebidtico e protetor das farinhas de diferentes cactaceas sobre cepas de bactérias
probibticas sera feita com base na avaliacao da utiliza¢ao das farinhas de cactaceas como fonte de
carbono por cepas autdoctones de BAL com potencial probidtico; na determinagao do efeito seletivo de
estimulagao do crescimento de cepas autéctones de BAL com potencial probidtico; na avaliagao da
atividade metabélica; na avaliacao do efeito protetor das farinhas de cactaceas sobre cepas probiéticas
durante a exposicao as condigoes gastrintestinais simuladas. Ainda sera feita a avaliagao dos efeitos
prebidticos das farinhas de cactaceas sobre a composicao e atividade metabdlica da microbiota colénica
humana, e, para tanto, amostras das farinhas de cactaceas submetidas ao processo de digestao
gastrointestinal simulado serao liofilizadas e armazenadas sob refrigeragcdao em sacos de polietileno
hermeticamente fechados.

Amostras fecais frescas serao doadas por seis voluntarios adultos saudaveis, seguindo critérios de inclusao
previamente estabelecidos. As amostras fecais frescas coletadas de cada doador serao misturadas em igual
quantidade, diluidas em tampao fosfato salino e filtradas para remocao de particulas grandes e
armazenadas sob condi¢oes anaerdbicas. Para o processo de fermentacao sera utilizado meio de
crescimento com composicao e modo de preparo previmente estabelecidos (ALBUQERUQE et al., 2021; HU
et al., 2013; MENEZES et al., 2021). As farinhas de cactaceas digeridas serao submetidas a fermentacao
sob anaerobiose com o indculo fecal previamente preparado. A técnica de fluorescéncia de

hibridizagdo in situ (FISH) combinada com citometria de fluxo sera utilizada para avaliar a capacidade das
farinhas de cactaceas de induzir mudang¢as na abundancia de grupos bacterianos formadores da microbiota
intestinal humana. No tempo zero e apds 24 e 48 horas de fermentagao, amostras dos sistemas de
fermentagao serdao submetidas aos processos de fixagao e hibridizacao com as sondas de oligonucletideos
e analise em citdmetro de fluxo. Os resultados serao expressos
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como abundancia de células hibridizadas com cada sonda especifica em relagao ao total de bactérias
enumeradas com SYBR Green. Apds o calculo da abundancia relativa dos grupos bacterianos enumerados,
o indice prebiotico sera

calculado de acordo com equac¢ao previamente descrita. Ainda serao determinados o pH, teor de acgucares,
acidos organicos e compostos fenodlicos nos meios de cultivo fermentados pela microbiota colénica humana.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

O projeto em tela se encontra bem instruido de acordo com a Resolugao 466/12 do Conselho Nacional de
Salde que rege as pesquisas envolvendo seres humanos.

Recomendacoes:

Recomenda-se manter a metodologia proposta.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Sem pendéncia.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal da
Paraiba — CEP/CCS aprovou a execucao do referido projeto de pesquisa. Outrossim, informo que a
autorizacao para posterior publicacao fica condicionada a submissao do Relatorio Final na Plataforma Brasil,
via Notificagado, para fins de apreciag¢ao e aprovagao por este egrégio Comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Qutros CartadeAnueenciaatualizada.pdf 23/02/2023 |Eliane Marques Aceito
08:30:39 | Duarte de Sousa
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/01/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2074735.pdf 12:49:05 .
Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 13/01/2023 |MARIA ELIEIDY Aceito
12:43:37 |GOMES DE
OLIVEIRA
Outros Termo_de_compromisso_de_divulgacao| 13/01/2023 |MARIA ELIEIDY Aceito
_dos_resultados_assinado.pdf 12:42:39 |GOMES DE
OLIVEIRA
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